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ANOTACE

Vramci této disertacni prace byly pripraveny nové sitotiskové senzory s chemicky
deponovanou borem dopovanou diamantovou elektrodou (BDDE). Pro charakterizaci povrchu
pracovni elektrody téchto senzori byla pouzita skenovaci elektronova mikroskopie
a Ramanova spektroskopie. Jejich elektrochemické vlastnosti byly studovany s vyuzitim
cyklické voltametrie a elektrochemické impedancni spektroskopie standardnich redoxnich
markerti a dosazené vysledky byly porovnavany s komeréné dostupnym tisténym senzorem
a BDDE v klasickém trielektrodovém uspotadani elektrochemického ¢lanku. Pro ovéteni
moznosti aplikace novych senzord v elektroanalyze byly vyvinuty voltametrické metody pro
stanoveni vybranych biologicky aktivnich latek, konkrétné 1é¢iv mefenoxalonu a atomoxetinu
a pesticidu tritikonazolu, a byly porovnany statistické parametry. Soucasné byla testovana
opakovatelnost méteni a reprodukovatelnost senzori. DalSim krokem byla modifikace povrchu
pracovni elektrody zlatymi nanocasticemi, a to fyzikalni a elektrochemickou depozici.
Modifikované senzory byly opét charakterizovany pomoci skenovaci elektronové mikroskopie,
Ramanovy spektroskopie, cyklické voltametrie a elektrochemické impedanéni spektroskopie.
Aplika¢ni moznosti modifikovanych senzord byly testovany pii stanoveni neurotransmiteru

dopaminu.

KLICOVA SLOVA: sitotiskovy senzor; borem dopovand diamantova elektroda;

modifikace; zlaté nanocastice; elektrochemické vlastnosti; elektroanalyza



TITLE

Novel screen-printed sensors with boron-doped diamond electrode: preparation,

characterization, modification, and application in electroanalysis

ANNOTATION

This Ph.D. thesis involved the preparation of new screen-printed sensors with chemically
deposited boron-doped diamond electrodes (BDDE). Scanning electron microscopy and Raman
spectroscopy were utilized to characterize the working electrode surface of these sensors. Their
electrochemical properties were studied using cyclic voltammetry and electrochemical
impedance spectroscopy with standard redox markers, and the results were compared with those
obtained using a commercially available screen-printed sensor and BDDE in a traditional three-
electrode configuration of an electrochemical cell. To validate the potential application of these
new sensors in electroanalysis, voltammetric methods were developed for the determination of
selected biologically active substances, specifically the drugs mephenoxalone and atomoxetine,
as well as the pesticide triticonazole. Statistical parameters were compared, and measurement
repeatability and sensor reproducibility were tested. The next step involved the modification of
the working electrode surface with gold nanoparticles through physical and electrochemical
deposition. Modified sensors were characterized once again using scanning electron
microscopy, Raman spectroscopy, cyclic voltammetry, and electrochemical impedance
spectroscopy. The application possibilities of the modified sensors were tested in the

determination of the neurotransmitter dopamine.

KEYWORDS: screen-printed sensor; boron-doped diamond electrode; modification, gold

nanoparticles; electrochemical properties; electroanalysis
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UvVoD

Elektrochemické, resp. voltametrické metody se stavaji kazdym rokem populdrnéjsimi
a vyuzivan¢j§imi. Potvrzenim je narist poctu publikaci ve Web of Science (WOS), ktery je
znazornén na obrazku 1. Elektrochemické metody analyzy nabizeji nékolik vyhod oproti jinym
analytickym technikdm, vcetné vysoké citlivosti, rychlé doby odezvy, selektivity,
nedestruktivnosti, miniaturizace, pienositelnosti a nizkych nakladt. Tyto vyhody z nich d¢laji
cenny nastroj pro Sirokou $kalu aplikaci, véetné monitorovani zivotniho prostredi, bezpecnosti

potravin, 1ékatské diagnostiky a vyzkumu l1éki.
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Obrazek 1 Pocet publikaci a citace ve Web of Science pro dotaz ,, Voltametrické stanoveni *

Prvnim védcem, ktery poloZil zdklady elektrochemickych metod analyzy, byl
prof. Jaroslav Heyrovsky. Vysledky své prace tykajici se vyuziti rtutové kapajici elektrody
(DME) pfi analyze kovi publikoval jiz v roce 1922 [1]. Nasledn¢ za objev polarografie obdrzel
profesor Jaroslav Heyrovsky v roce 1959 Nobelovu cenu. Zakladni princip metody je zaloZen
na méfeni proudu protékajiciho pracovni elektrodou ponofenou v analyzovaném roztoku
Vv zavislosti na napéti vkladaném na tuto elektrodu z vnéjSiho zdroje. Vysledkem méfeni je
polarizacni kfivka, kde je proudova odezva pti vhodném potencialu dana oxidaci nebo redukci
analyzované latky [2].

Zakladnim rozdilem mezi polarografii a voltametrii je pouzitd pracovni elektroda.
Zatimco v pfipadé polarografie se pouziva dynamicka elektroda — DME, voltametrie vyuziva
stacionarni elektrody, napf.: visici rtutovou kapkovou elektrodu (HMDE), kovové nebo

uhlikové elektrody. Pro voltametrickd méfeni 1ze pouzit dvou-, tfi- a Ctyfelektrodové systémy.
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V pripadé¢ dvouelektrodového usporadani je elektrochemicky c¢lanek tvofen pracovni
(indikacni) elektrodou a referentni (srovnavaci) elektrodou, kterd mé konstantni potencial (je
nepolarizovatelna). Tento princip aplikoval prof. Heyrovsky ve svém prvnim polarografu, kde
indikaéni elektrodou byla DME a rtutové dno slouZilo jako referentni elektroda [1]. Cast&ji se
V praxi vyuziva trielektrodovy systém, kde se prida jest¢ pomocna elektroda. Proud prochazi
mezi pracovni a pomocnou elektrodou a skutecny potencidl pracovni elektrody se méfi mezi
pracovni a referentni elektrodou za bezproudého stavu [2]. Vyjimeéné se vyuziva jesté
Ctytelektrodovy systém, ktery se sklada z jedné pracovni, jedné pomocné a dvou referentnich
elektrod. Proud se méfi opét mezi pracovni a pomocnou elektrodou, potencialy se méii jak u
pracovni, tak u pomocné elektrody, a proto jsou zatazeny dvé referentni elektrody [3,4].
NejdilezitéjSim prvkem voltametrické analyzy je materidl pracovni elektrody. Od
objeveni polarografie se jako elektrodovy material nejcastéji pouZzivala rtut, mezi jejiz hlavni
vyhody patfi zejména neustale se obnovujici povrch, idealni polarizace kapky po celé plose a
velmi Siroké vyuzitelné potencidlové okno v katodické oblasti. Nevyhodou rtuti byla jeji
toxicita, ktera vedla k postupnému omezovani vyuzivani rtutovych elektrod a navzdory jejich
vynikajicim elektrochemickym vlastnostem se dnes jiz v podstaté nepouzivaji. Tento trend
dokumentuje pokles poctu publikaci vyuzivajicich rtutovou elektrodu schematicky znazornény

na obrazku 2.
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V soucasné dobé¢ je jednim z hlavnich témat vyzkumu v oblasti elektroanalytické chemie

vyvoj novych pracovnich elektrod a senzorti. Nové elektrodové materidly by mély spliiovat
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zejména nasledujici kritéria: Siroky vyuzitelny potencialovy rozsah, mechanicka a chemicka
stabilita, netoxicita, nizky proud pozadi a odolnost proti korozi a pasivaci. Kovové elektrody
(zlato, platina, stiibro, palladium a dal$i) tyto pozadavky c¢astecné splituji, ale maji spise
omezené pouziti kvuli horsi selektivité, pasivaci a ¢asto malému potencialovému oknu [5-7].
Dalsi moznosti jsou uhlikové elektrodové materidly, kdy se pouzivaji elektrody ze skelného
uhliku, grafitové elektrody, pyrolyticky uhlik, elektrody z uhlikové pasty nebo rizné uhlikové
nanomaterialy. Vlastnosti jednotlivych uhlikovych elektrod mohou byt rozdilné [8]. Ke snizeni
detek¢niho limitu a zvySeni selektivity pracovnich elektrod se v dnesni dobé hojné vyuzivaji
rizné procesy predupravy povrchu nebo jejich modifikace napf. nanocasticemi kovi a jejich
oxidu, polymery, biomolekulami apod. [9].

Kromé vyvoje novych elektrodovych materialii hraje dulezitou roli také uspotadani
elektrod v elektrochemickém ¢lanku, zejména moznost miniaturizace a prenosnosti systému.
Samotna miniaturizace ma fadu vyhod. Setii zdroje a vyzaduje méné &inidel a vzorkd pro
provadéni experimentli. To nejen snizuje naklady, ale také podporuje tzv. ,,zeleny* piistup
Vv oblasti analytické chemie. Miniaturizované systémy pracuji obvykle s mensimi objemy
¢inidel a tim se zkracuje doba michani a diftize, coz umoziuje rychlejsi reakéni kinetiku
a zkraceni doby analyzy. Soucasné mohou byt snadno pfenosné a mobilni, umoziuji analyzu
na misté odbéru vzorku at’ uz v ramci medicinskych aplikaci pfi sledovani pacientd nebo pfi
monitorovani kvality Zivotniho prostfedi, a v neposledni fadé sbér dat v redlném cCase urcenych

pro rychlé rozhodovani.
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1 CILE PRACE

Predkladana disertani prace je vénovana problematice novych elektrochemickych
sitotiskovych senzorti s deponovanou borem dopovanou diamantovou elektrodou (BDDE),
jejich charakterizaci a aplikaci pii analyze vybranych biologicky aktivnich latek. Cile této
disertacni prace byly definovany nasledujicim zptisobem:

1. Literarni reSerse na téma pracovnich elektrod ve voltametrii se zaméfenim na BDDE
a zejména na moznosti jeji modifikace.

2. Studium a popis elektrochemického chovani vybranych biologicky aktivnich latek
(pesticidt a 1é¢iv) a vyvoj voltametrickych metod jejich stanoveni pomoci BDDE
Vv Klasickém tfielektrodovém usporadani elektrochemického ¢lanku.

3. Charakterizace novych laboratorné vyrobenych tisténych senzorii s BDDE jako pracovni
elektrodou — povrchové a elektrochemické vlastnosti.

4. Aplikace novych tisténych senzorit s BDDE pfi analyze latek, pro néz byly vyvinuty
metody stanoveni v ramci bodu 2.

5. Modifikace povrchu BDDE tisténych senzorii nanocasticemi zlata, charakterizace

a aplikace modifikovanych senzori v elektroanalyze.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Pracovni elektrody ve voltametrii

materidl pracovni elektrody, ktery urcuje elektrochemické vlastnosti, zejména vyuzitelny
rozsah potenciald a citlivost nebo selektivitu stanoveni daného analytu. Pracovni elektroda se
vzdy voli podle toho, jaké latky v jakych typech vzorkl budou analyzovany. V soucasné dobé
se vyuziva mnoho riznych elektrodovych materiali, elektrody mohou mit rizny tvar a velikost.
Nasledujici ¢ast bude vénovana strucné charakteristice nejcastéji pouzivanych elektrodovych

materiald pro elektroanalyzu.

2.1.1 Rtut’ové elektrody

Rtutova elektroda vzdy hréla velmi diilezitou roli v polarografii, resp. voltametrii, coz
bylo zpiisobeno jejimi nespornymi vyhodami. Rtut’ pfi pokojové teploté je tekuty kov, a proto
geometrickd plocha elektrody odpovida elektrochemicky aktivni plose. V piipad¢ pouziti
kapkové rtutové elektrody se povrch neustale obnovuje a neni potieba zadna elektrochemicka
aktivace nebo regenerace. Diky velkému piepéti vodiku ma tato elektroda Siroké vyuzitelné
potencidlové okno zejména v katodické oblasti (+0,4 az —2,5V v zavislosti na pouzitém
zakladnim elektrolytu). Z tohoto diivodu je vhodna zejména pro sledovani redukénich reakei
analytd. Rtut’ pfedstavuje elektrodovy material, ktery je dokonale polarizovatelny, coz snizuje
proud pozadi [10-13].

Obrazek 3 znazoriiuje konstrukci riznych typd pouzivanych rtutovych elektrod,
konkrétné DME, HMDE a statickou rtutovou kapkovou elektrodu (SMDE). DME je tvoiena
sklenénou kapilarou ptipojenou k rezervodaru se rtuti. Pisobenim gravitace se na konci kapilary
tvoti rtutova kapka, ktera v priitbéhu méfeni v pravidelnych intervalech odpadava a nahrazuje
ji nova. Vyhodou tohoto uspofddéani je minimalni riziko pasivace povrchu, nevyhodou pak
velka spotieba rtuti. HMDE tvoii rovnéz sklenéna kapilara. Rtutova kapka se tvoii otacenim
mikrometrického Sroubu, ktery vytlacuje rtut’ ze zasobniku. Takto vznikla kapka visi na konci
kapilary po celou dobu méfeni, a poté je odklepnuta a nahrazena novou. Snizi se tak spotteba
rtuti, ale soucasné se o néco zvysi riziko pasivace. SMDE pouziva k fizeni toku rtuti
elektromagneticky pohanény pist. Aktivace elektromagnetu zvedne pist, coz umozni rtuti
protékat kapilarou a vytvoftit kapku. Pokud se aktivace opakuje, 1ze produkovat fadu kapek jako
v ptipadé¢ DME, ale s tim rozdilem, ze kapka se obnovuje fizen¢ v pravidelnych casovych

intervalech [14]. Alternativu ke klasickym rtutovym elektrodam piedstavuje rtut'ova filmova
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elektroda (MFE), ktera je tvotfena elektrolyticky vylou¢enym filmem rtuti napt. na povrchu

uhlikové elektrody.

DME

o

Rtut'ovy rezervoar

HMDE | " SMDE

14

(a)

N (c)
Solenoid

Pist

Sklenéna

kapilara
’ Sklenéna

kapilara

/
I

Kapka rtuti

Obrazek 3 Rtutové pracovni elektrody: HMDE (a), DME (b), SMDE (c), obrazek prevzat a upraven z
[14]

Od roku 2008 Evropska unie pfijala ,,Natizeni (ES) ¢. 1102/2008 o zdkazu vyvozu kovové
rtuti a nékterych sloucenin a smési rtuti a bezpecném skladovani kovové rtuti, ktery omezuje

i moznosti pouziti rtuti v elektroanalyze [15].

2.1.2 Kovové elektrody

Kromeé rtuti se €asto pouzivaji 1 dalsi kovové elektrody, napft. zlato, platina, stfibro aj.
[16-19]. Takové pracovni elektrody mohou mit rizné tvary, usporadani a velikost pracovniho
povrchu, jak je ilustrovano na obrazku 4. Nejvétsi vyhodou kovovych elektrod je vysokeé prepéti
kysliku, které umoznuje stanovit latky s mnohem kladné&jSimi redoxnimi potencialy nez na rtuti.
Jsou proto vhodné zejména pro sledovani oxidacnich reakci. Tyto elektrody jsou mechanicky
stabilni a odolné vici korozi ve vétSiné agresivnich prostfedi. Na druhou stranu maji méné
rovnomérny povrch, maji mnohem vétsi drsnost ve srovnani s kapkou rtuti, coZ vede k rozdilu
mezi elektrochemicky aktivni a geometrickou plochou. Nejvétsim problémem kovovych
elektrod je horsi opakovatelnost vysledki. Vzhledem k velkému riziku pasivace téchto elektrod
je nutné je pravidelné regenerovat. V né€kterych ptipadech lze pouZit elektrochemickou
regeneraci zafazenim vhodné zvolenych potencialii nebo potencialovych cykli. Casto je ale

nutné mechanické lesténi nebo brouSeni, v disledku ¢ehoz se povrch méni a nelze tak
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dosdhnout ideélni opakovatelnosti vysledkti na rozdil od rtutovych elektrod, kde je povrch stale

stejny a dokonale ¢isty [20].

LS NN

\&\\\ \
AN NS

Obrdzek 4 Pevné pracovni elektrody [21]

Alternativou ke rtutovym elektroddm jsou elektrody amalgamové. V literatuie bylo
popséano n¢kolik typl. Prvni variantou byly amalgdmové elektrody tvofené kapalnym
amalgdmem nejcastéji kadmia, cinu nebo médi, které mohly fungovat jako kapajici nebo visici
elektrody analogicky k uspotfadani rtutovych elektrod [22-24]. Dalsi variantou byla tvorba
filmu stfibrného amalgamu na povrchu stiibrného dratku, pfi¢emz film bylo mozné pravidelné
obnovovat [25-27]. Nejrozsifenéj§i variantou jsou pevné amalgamové elektrody, které jsou
mechanicky odolné, protoZe neobsahuji zadné pohyblivé soucasti [28,29]. Nejvétsi vyhodou
amalgamovych elektrod je stejné jako u elektrod rtutovych vysokeé prepéti vodiku. Pro ptipravu
pevnych amalgdmovych elektrod se vyuZivaji rizné kovy jako zlato, stiibro, méd’ a dalsi. Podle
pouzitého kovu se pak 1isi vysledné elektrochemické vlastnosti elektrod a jejich vyuZitelnost
[30-35]. Kovové amalgamy jsou méné toxické nez Cista rtut’, ale k jejich ptipravé se pouziva

rtut’ nebo jeji stil, coz opét omezuje jejich pouziti z hlediska zivotniho prostiedi.

2.1.3 Uhlikové elektrody
Jak jiz bylo zminéno vySe, rtutové elektrody diky vysokému piepéti vodiku dobie
funguji v katodické oblasti a kovové elektrody diky vysokému piepéti kysliku v anodické
oblasti. Relativné vysoké prepéti vodiku i kysliku maji materialy na bazi uhliku [36]. Pevné
uhlikové elektrody jsou v soucasné dobé€ Siroce pouzivany v elektroanalyze predev§im kvuli
jejich Sirokému potencidlovému rozsahu, nizkému proudu pozadi, bohaté povrchové chemii,

chemické inertnosti a nizké cen€. Jsou vhodné pro riizné aplikace zalozené na oxidaci i redukci
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latek. Rychlosti pfenosu elektronti pozorované na uhlikovych povrsich jsou ale Casto pomalejsi
nez na kovovych elektrodach. VétSina béznych materiala uhlikovych elektrod sdili zakladni
strukturu $esti¢lenného aromatického kruhu a sp? vazby [37]. Strukturni vzorce alotropnich
modifikaci uhliku jsou uvedeny na obrazku 5.

Elektrody na bazi uhliku mohou byt pfipraveny z grafitu, skelného uhliku,
pyrolytického grafitu, uhlikovych vldken, fulereni nebo riznych dalSich uhlikovych
nanomateridlti. Nej€astéji pouzivanou uhlikovou elektrodou je elektroda ze skelné¢ho uhliku
(GCE), ktera je velmi oblibena pro své vynikajici mechanické a elektrické vlastnosti, Siroké
vyuzitelné potencidlové okno, chemickou inertnost (odolnost vii¢i rozpoustédlim) a relativné
reprodukovatelné vlastnosti. Vzhledem k vysoké hustoté a malé velikosti porti neni nutna
impregnace [37,38]. Piedtiprava povrchu se vSak obvykle pouziva, a to k vytvofeni aktivnich a
reprodukovatelnych elektrod, ke zlepSeni jejich elektroanalytickych vlastnosti nebo za ucelem
regenerace povrchu v piipadé jeho pasivace, ktera je spoleCnym problémem vSech pevnych

pracovnich elektrod. Lze vyuzit elektrochemické postupy i mechanické lesténi povrchu.

Obrazek 5 Struktury osmi alotropii uhliku: (A) diamant, (B) grafit, (C) Lonsdaleit, (D) C60 fuleren,
(E) C540 fuleren, (F) C70 fuleren, (G) amorfni uhlik, (H) jednosténnd uhlikovd nanotrubice [39]

Resenim problémi s pasivaci mohou byt uhlikové pastové elektrody (CPE), které se
pfipravuji smichdnim grafitového praSku s rliznymi s vodou nemisitelnymi nevodivymi
organickymi pojivy (pastovaci kapaliny). SloZzeni pasty siln¢ ovlivituje reaktivitu elektrody,

pricemz zvySeni obsahu pastovaci kapaliny snizuje pfenosové rychlosti elektrontl, stejné jako
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ptispévky proudu pozadi. Soucasné¢ miize byt elektroda snadno modifikovana pfimichanim
modifikatoru pfimo do pasty pfi ptipravé [37]. Po skonceni méfeni Ize tuto pastu pomoci pistu
vytlacovat ztéla elektrody a zbytky odstraiiovat filtracnim papirem, takze obnovitelnost
povrchu je velmi podobna jako u kapkové rtut'ové elektrody. Na druhou stranu se tyto elektrody
Casto vyznacuji nizkou reprodukovatelnosti vysledkli, nizkou mechanickou a chemickou

odolnosti [40,41].

2.2 Borem dopovana diamantova elektroda

Borem dopované diamantové elektrody (BDDE) byly zavedeny v oblasti
elektroanalytické chemie na pocatku 90. let 20. stoleti [42—44]. Oproti jinym typum elektrod
maji fadu vyhod [45-48]:

* Chemickd a elektrochemickd stabilitaz BDDE jsou vysoce stabilni v agresivnich
chemickych a elektrochemickych prostredich, jako je pritomnost silnych kyselin, zdsad
nebo oxidacénich ¢inidel. Diky tomu jsou vhodné pro pouziti v Siroké Skéle aplikaci.

= Siroké potencialové okno: BDDE maji $iroké vyuzitelné potencialové okno v anodické i
katodické oblasti, coz znamena4, Ze je 1ze vyuzit v Sirokém rozsahu potenciald. Diky tomu
jsou vhodné pro pouziti v elektrochemickych procesech, které vyzaduji vysoké potencidly
nebo zahrnuji tvorbu reaktivnich meziprodukta.

» Vysoka elektricka vodivost: BDDE maji vysokou elektrickou vodivost, kterd umoziuje
ucinny prenos elektronti mezi elektrodou a okolnim roztokem. Diky tomu jsou idealni pro
pouziti v elektrochemickych reakcich, které zahrnuji pfenos elektronti, naptiklad pii
detekci nebo kvantifikaci analytu.

» Nizky proud pozadi: BDDE maji nizky proud pozadi, coZ umoZiiuje detekci nizkych
hladin analytl v roztoku. To je zvlasté dulezité pro aplikace, kde je vyZadovana vysoka
citlivost.

= Biokompatibilita: BDDE jsou biokompatibilni, coz znamena, Ze mohou byt pouZzity v
biomedicinskych aplikacich, aniz by zptisobily vyznamné poskozeni Zivych bun¢k nebo
tkani. Diky tomu jsou vhodné pro pouziti v implantovatelnych Iékatskych zatizenich nebo
in vitro diagnostickych testech.

Cisty diamant neni elektricky vodivy material, je to izolant. Pro své elektrochemické
vyuziti musi byt dopovan atomy dalSich prvki, nejcastéji borem. V zavislosti na koncentraci
atoml dopantu se lisi elektrochemické vlastnosti vysledného elektrodového materialu [49].

Pievladajici pouziti boru je spojeno s nizkou aktivacni energii nosi¢e naboje 0,37 eV [50].

19



2.2.1 Piiprava, vlastnosti a vyuziti borem dopované diamantové elektrody

Diamantové vrstvy se nejcastéji ptipravuji chemickou depozici z plynné faze (CVD),
kterd vyuziva zhavena vlakna nebo mikrovinné plazma. K rastu vrstvy dochazi v prostiedi
smési plynu obsahujici uhlik (metan, acetylen apod.) a vodik, do které¢ se pfidava zdroj boru
v plynné fazi (diboran, trymethylboran neboli trimatylborat z kapalné faze) a dalsi pomocné
plyny (CO2, CO, H0). Substrat je nejcastéji vyroben z kiemiku, keramiky, kiemicitého skla,
nékdy téz molybdenu nebo wolframu [49,51] .

Jak bylo zminéno vySe, koncentrace boru v diamantové vrstvé ma velky vliv na
vlastnosti BDDE. Koncentrace boru ve vrstvé se oznacuje pomérem B/C a vyjadiuje se
Vv jednotkach ppm, coz predstavuje pomér atomi boru k atomim uhliku v plynné smési pii
depozici. Pomér B/C ovliviiuje morfologii, kvalitu a elektrochemické i spektralni vlastnosti
vznikajicich filma. V poslednich letech byly testovany filmy s obsahem boru pfiblizné od
1x10%° do 1x10%* cm3 [52]. Kdyz koncentrace boru klesla pod 1x10'° cm=3, vrstva vykazovala
jasny valen¢ni pas [53] a pii koncentracich piiblizné do 2x10%° cm=2 vykazoval diamantovy
film polovodicovou vodivost [53]. V praktickych experimentech bylo zjisténo, Ze ptechodovy
bod mezi polovodi¢ovou a kovovou vodivosti se pohybuje v rozmezi (1-3)x10% cm—3[54,55],
podle nékterych autort i vice (napt. 4,5x10%° cm= [56]). Tato uroveii dopovani borem se zda
byt postacujici pro rychly pienos elektronti, coz je charakteristické pro vodivost kovového typu.
Vrstvy s koncentraci boru presahujici 3x10%° cm~2 jsou nékdy oznadovany jako silné dopované
[57]. Na toto téma bylo publikovano mnoho studii vyuzivajicich Ramanovu spektroskopii,
skenovaci elektronovou mikroskopii (SEM) nebo mikroskopii atomarnich sil (AFM),
impedancni spektroskopii (EIS), cyklickou voltametrii (CV) riznych redoxnich systémt a dalsi
metody [52,58-61]. Tyto prace ukazaly, ze BDD filmy deponované v prostiedi s pomérem B/C
500-1000 ppm poskytuji polovodi¢ovou vodivost a v prostfedi s pomé&rem B/C 2000 ppm a
vysSim kovovou vodivost. S rostouci koncentraci boru v diamantovém filmu se vyuzitelny
rozsah potencialu snizuje [52]. Obecné se elektrochemické vlastnosti elektrod zlepsuji se
zvySujicim se pomérem B/C [58].

Neméné dulezity je proces ptredupravy povrchu elektrody ptfed jejim pouzitim.
Nejcastéji muze jit o anodickou nebo katodickou polarizaci, zatazeni cyklické voltametrie nebo
lesténi [62]. Anodicka pteduprava se provadi pii potencialu vétsim nez +2 V nebo pii vysoké
proudové hustoté, kdy je povrch BDDE obohacen atomy kysliku, coz umoziuje stabilizovat
povrchové vlastnosti elektrody. Takto upravena elektroda se oznacuje jako O-terminovana. V

ptipad¢ katodické piedipravy se pouziva polarizace pii potencidlech mensi nez —2 V nebo
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vysokd hustota katodického proudu. Povrch elektrody je obohaceny vodikem a nazyva se H-
terminovany [63]. Pouziti cyklické voltametrie pro ptedbéznou upravu elektrody umoziuje
stabilizovat jeji povrchové vlastnosti. Typicky se takové oSetfeni provadi v prostiedi
zakladniho elektrolytu pii rychlosti polarizace 100 mV st a v §irokém rozsahu potenciali od
—(2-1) do +(2-2,5) V [64,65]. Mechanicka pieduprava lesténim se vyrazné 1isi od anodické
predupravy. Soucasné se rozliSuji dva typy lesténi: (i) lesténi pomoci aluminy a (ii) chemicko-
mechanické lesténi. Pii leSténi pomoci aluminy je pozorovan vliv povrchového nabijeni nebo
zmeéna polohy valen¢niho pasu pro anodizovany povrch, coz vede k vyssi rychlosti anodickych
procesti. Tento postup pravdépodobné vede k odstranéni sp? hybridizovaného uhliku
S kyslikovymi funkénimi skupinami, takze leSténé vrstvy maji niz8i obsah kyslikovych
funkénich skupin [66]. Tento typ pfedipravy vSak neni stabilni v ¢ase a proudova hustota
Vv nasledujicich cyklech je mensi nez v prvnim [62]. Lesténi pomoci aluminy ovliviiuje pouze
sp? hybridizovany uhlik a pfipojené funkéni skupiny, piipadné obsah negistot na povrchu,
neméni ale morfologii povrchu. Naopak chemicko-mechanické lesténi [67] umoziiuje vyhladit
diamantov¢ krystaly. Jako lestici kapalina na polyuretanové/polyesterové podloZce se pouziva
alkalicky koloidni oxid kfemicity. Tento typ lesténi vede k rovnomérnému rozlozeni vodivosti
diky vyhlazeni povrchu, zrychleni heterogenni kinetiky pfenosu elektroni a zvyseni kapacity
dvojvrstvy [68]. Na druhou stranu, chemicko-mechanické lesténi vyzaduje specialni zatizeni
[69]. Katodicka uprava ve srovnani s anodickou zajist'uje vyssi vodivost. Hydroxylové radikaly,
které obohatily povrch po anodické tprave, jsou vysoce reaktivni a nasledné mize mit povrch
horsi odezvu, protoZe neni zcela inertni. Na druhou stranu H-terminovany povrch neni stabilni.
Velice snadno se oxiduje jak na vzduchu, tak pfi méfeni v oblasti kladnych potencialii. Proto
musi byt H-terminovany povrch obvykle vytvafen/udrZzovan opakovanym zarazenim katodické
predupravy pied kazdym méfenim [63]. Dalsi moznosti povrchové upravy BDDE je chemické
(kovalentni) pfipojeni aminoskupiny nebo karboxylové skupiny, které mtize slouzit napf.
k imobilizaci biomolekul jako je DNA ¢i enzymy.

Diky svym vynikajicim vlastnostem nasla BDDE S§iroké uplatnéni v elektroanalytické
chemii. Navic pouziti této elektrody ve voltametrické analyze muize v né€kterych piipadech
nahradit rtutové elektrody, coz vede k vétsi Setrnosti k Zivotnimu prostfedi. V odbornych
Casopisech bylo publikovdno velké mnoZstvi ¢lankli zaméfenych na stanoveni celé fady latek
s vyuzitim BDDE, napft. 1éCiv, pesticidl, biomarkeri riznych onemocnéni, kontaminantd
zivotniho prostfedi, karcinogennich a jinak zdravi nebezpecnych latek. Byly stanovovany
anorganické 1 organické latky a také biomolekuly. Publikované vysledky byly shrnuty v fad¢
ptehledovych ¢lanku, napi. [62—65,70-78]. Dobrou perspektivu ma rovnéz uplatnéni BDD pfi
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¢iSténi odpadnich vod, zejména miize byt pouzit jako anodovy materidl pro oxidaci organickych

polutantti [79-82].

2.2.2 Modifikace borem dopované diamantové elektrody

Soucasné pozadavky na analytické metody vyvolavaji znacné usili o zlepSeni selektivity
a citlivosti dostupnych voltametrickych technik. Modifikace bézné pouzivanych pracovnich
elektrod muaze byt jednim z perspektivnich smérti vyzkumu v oblasti elektroanalytické chemie.
Modifikace miize byt realizovana s vyuzitim elektrochemickych, chemickych, fotochemickych
nebo fyzikalnich metod. Navazani organickych funkénich skupin nebo biomolekul
a elektrochemicka depozice kovl nebo jejich oxidli jsou nejéastéji pouzivanymi postupy.
Vzhledem k biokompatibilité¢ diamantu mize byt vyhodné jeho pouziti pro vyvoj in vivo
senzord. Proto jsou BDDE modifikovéany také riznymi enzymy pro medicinské a diagnostické
aplikace [74]. Stejn¢ jako u jinych pracovnich elektrod 1ze k modifikaci BDDE s odpovidajicimi

vyhodami pouzit i rizné typy uhlikovych nanomaterial.

2.2.2.1 Modifikace nanocasticemi kovii a jejich oxidu

Modifikace BDDE kovovymi nanocasticemi (MNPs) je jednoduchym zpisobem ke
zlepseni jejich elektrochemickych a zejména elektrokatalytickych vlastnosti. Nejcastéji se
realizuje procesem elektrochemické depozice z roztoku kovovych iontd [83,84], fyzikalni
depozici [85,86] nebo implantaci iontt [87,88]. Modifikace povrchu elektrody MNPs piinasi
fadu vyhod. Mezi né patii predevSim velky aktivni povrch, ktery souvisi se zlepSenim
katalytické aktivity a narlistem poctu aktivnich mist ve vztahu k nemodifikované elektrodé.
Modifikaci povrchu BDDE lze dosahnout rovnéz zvySeni rychlosti pfenosu naboje, zvysi se
pomér signalu k Sumu, zlep$i se difize a selektivita. Kromé toho nékteré analyty, které
neposkytovaly meéfitelné signdly na nemodifikované BDDE, lze stanovit pomoci
modifikovanych elektrod, napt. diky snizeni aktivacniho piepéti [9].

Elektrodepozice kovovych nanocastic na povrch BDDE je velmi jednoduchy proces,
ktery nevyzaduje Zadné specidlni nebo drahé vybaveni. Lze vyuZit rizné substraty. Kromé
BDDE byly nejcast¢ji pouzivany elektrody z riznych uhlikovych materiala [89,90]. Dilezité
je, ze fizenim depozi¢nich podminek, zejména depozi¢niho potencidlu a €asu, koncentrace kovu
v roztoku nebo hodnoty pH média, 1ze dosdhnout relativné reprodukovatelné modifikace
povrchu. Navic je mozné ovlivnit velikost vyslednych nanocéstic a také pokryti povrchu

elektrody [9,83,84].
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vybaveni ve srovnani s elektrodepozici. Na druhou stranu poskytuje jednotnéjsi a trvalejsi
modifikaci povrchu. Implantace se provadi vystavenim povrchu BDDE bombardovani
kovovymi ionty ze zdroje a modifikovana elektroda je poté zihana pii vysokych teplotach
Vv piitomnosti vodiku [9,87,88]. Asi nejjednodussi moznosti je postup, kdy se nanocastice
pripravuji samostatné¢ a nasledné se fixuji na povrch elektrody. MNPs se obvykle tvofi
V koloidnim roztoku, do kterého je elektroda ponofena, nebo je roztok aplikovan na povrch
elektrody a ponecha se zaschnout [91-94].

V ptipadé modifikace BDDE byly nejcastéji pouzivany nasledujici kovy: zlato pro
stanoveni napf. arsenu (III) [95], neuraminidazy [96], dopaminu [97] a malych organickych
sloucenin [98]; méd’ pro elektroredukci oxidu uhli¢itého [99]; palladium pro stanoveni etanolu
[100] a kysliku [101]; platina pro stanoveni amoniaku [102], neuraminidazy [103] a linuronu
[104]; iridium pro elektroredukci oxidu uhli¢itého [105] a stanoveni arsenu (IIT) [106]; stfibro
ke stanoveni cholesterolu [107]; nikl pro stanoveni L-alaninu [108] a glukézy [109]; bizmut
pro stanoveni tézkych kovu [83,110-112].

Prvni zminka o modifikaci BDDE pomoci nanocastic oxidi kovi (MONP) byla
publikovana v roce 2001, kdy autofi zkoumali elektrokatalytické vlastnosti oxidd ruthenia a
iridia jako katalyzatori elektroredukce chloru [113]. Hlavni vyhodou MONP je vétsi stabilita
oproti MNP. Zatimco kovové nanocastice se mohou pfti anodickych procesech rozpoustét do
roztoku ve formé iontd, MONP jsou vyrazné stabilngjsi [113]. V literatuie bylo popsano
napiiklad vyuziti oxidu iridia pro stanoveni arsenu (III) [114] a rtuti (1) [115], ruthenia pro
elektroredukci oxidu uhlic¢itého [116], médi pro elektroredukci oxidu uhli¢itého [117,118],
zinku pro oxidaci anilinu [119], titanu jako katalytického materialu pro palivové ¢lanky [120]

a zeleza pro stanoveni biomarkeru rakoviny interleukinu-8 [121].

2.2.2.2 Modifikace organickymi molekulami a biomolekulami

Dal§im zplUsobem modifikace povrchu BDDE je navazani riznych organickych
molekul a biomolekul na jejich povrch. Existuje mnoho zplisobi, jak ziskat takto modifikované
elektrody. Vhodny modifikator mize byt inkorporovan do polymerniho filmu pokryvajiciho
elektrodu. Dale je mozné vyuzit kovalentni (chemickou) vazbu modifikatoru k povrchu
elektrody. V tomto ptipadé€ je dilezité zvolit vhodnou funkéni skupinu pouZitého modifikatoru.
Dalsi moznosti je fyzikalni adsorpce nebo spontanni chemisorpce modifikatoru [36,122].

Adsorpce elektroaktivnich latek je velmi jednoduchy zplisob modifikace elektrodového

povrchu. Je to proces fizeny rovnovahou. Modifikator je asto slabé vazan na povrch elektrody,
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coz obvykle vede v relativné kratké dob¢ k jeho desorpci. Pti chemisorpci se uplatiuji valencni
sily stejného druhu, které plsobi pii tvorbé chemickych slouc¢enin. Vznikly chemicky film je
pak siln¢ a v idealnim pfipad¢ nevratn¢ adsorbovan na povrchu elektrody, a to obvykle v jedné
vrstv€. Tento typ modifikace zahrnuje také tzv. samo-uspotfadané vrstvy (self-assembled
monolayers, SAMs), ve kterych jsou nekorelované molekuly spontanné chemisorbovany na
specifickych mistech na povrchu elektrody [122]. Jesté pevnéjsiho navazani modifikatoru
k povrchu elektrody 1ze dosahnout kovalentni vazbou pozadované slozky na povrchové skupiny
pritomné nebo vytvorené pfimo na substratu. Tyto kovalentni vazebné postupy Casto vyuzivaji
napt. organosilany. Povrch substratu je vtomto ptfipadé obvykle predupraven napftiklad
oxidac¢ni reakci, aby se vytvorily potiebné povrchové skupiny. Poté se piida vazebné ¢inidlo
a pozadovany modifikator [36]. Pomoci vrstev polymeri je mozné vytvofit na povrchu
elektrody pomérné silné filmy, které obsahuji mnohem vice elektroaktivnich center nez
monovrstva. Na povrchu elektrody Ize ptipravit rizné typy polymerd, naptiklad elektroaktivni
polymery obsahujici oxidovatelné nebo redukovatelné skupiny kovalentné navazané na kostru
polymeru, koordina¢ni polymery obsahujici skupiny, které mohou vazat napt. ionty kovi
a prenaset je do polymerni matrice, iontoménicové polymery obsahujici nabitd centra, ktera
mohou vazat ionty z roztoku prostfednictvim procesu iontové vymeény, biologické polymery
(enzymy nebo proteiny) pouzivané pro vyvoj biosenzora atd. [36].

Ptikladem modifikace polymery muze byt vyuziti nafionu pro stanoveni paracetamolu
a kyseliny askorbové [123] nebo dopaminu [124], poly-L-lysinu pro stanoveni guaninu a
adeninu [125], polyanilin-poly(vinyl sulfonatu) pro tyrosinovy biosenzor [126], hemoglobinu
pro syntézu nanocastic stiibra [127], tyrozinazu pro stanoveni fenolickych latek [128] nebo

DNA pro hybridizaéni senzor [129] aj.

2.2.2.3 Modifikace uhlikovymi materialy

BDD m4 za normalnich okolnosti hybridizaci sp®, ale jeho modifikaci sloueninami
uhliku je mozné ziskat kombinovanou vodivost sp? a sp® faze. Tyto sloueniny obvykle zahrnuji
ruzné alotropni modifikace uhliku, zejména grafen, uhlikové nanotrubice a rizné dalsi uhlikové
materialy [38,130]. Ty vykazuji vynikajici vlastnosti, jako je velky povrch, vysoka elektricka
vodivost, mobilita elektront pii pokojové teploté, flexibilita a mechanicka stabilita, coZ je Cini
velmi atraktivnimi v oblasti senzort.

Prikladem modifikace miize byt vyuziti nano-uhlikové cerni, kdy byla pfipravena
suspenze V chloroformu nanesena na povrch BDDE a ponechdna k vyschnuti na vzduchu.

Takto modifikovana elektroda byla pouzita pro stanoveni kyseliny chlorogenové [130]. Dal§im
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rozSitenym modifikatorem je grafen, a to diky svym jedineénym morfologickym
charakteristikdm, chemické stabilité¢ a vysoké elektrické vodivosti. Velky povrch ve spojeni
s vynikajicimi elektrochemickymi vlastnostmi grafenu zlepSuje rychlost pfenosu elektronti
a citlivost detekce. Modifikace grafenem muze byt provedena napiiklad elektrochemickou
depozici z roztoku obsahujiciho oxid grafenu pti vhodném konstantnim potencidlu. Touto
cestou pripravena elektroda byla pouzita pro stanoveni pesticidi karbarylu a paraquatu [131].
Dale byly pouzity uhlikové nanocastice pro stanoveni pesticidu [132], uhlikové nanotrubice pro
stanoveni glukozy [133], grafenové nanostény pro stanoveni 2.4,6-trinitrotoluenu a 2,4,6-
trinitroanisolu [134] nebo vicesténné uhlikové nanotrubice pro stanoveni ciprofloxacinu [135].

Podrobné byla problematika modifikace BDDE zpracovana v ramci této disertacni
prace do piilozeného pichledového ¢lanku s nazvem ,,Recent advances in modified boron-
doped diamond electrodes: A review* [136] (Pfiloha ¢. 2).

2.3 Tisténé senzory

V soucasné dobg je jednim z vyznamnych trendl v analytické, a tedy i elektroanalytické
chemii, miniaturizace analytickych systému (sniZzeni objemu vzorku, redukce samotného
analytického zatizeni). Tyto potieby mohou do zna¢né miry uspokojit senzory, které se vyrabi
pomoci sitotisku. Tisténé senzory (SPE) umoziuji provadét analyzu piimo v misté odbéru
vzorkll s vyuzitim pfenosnych analyzatori. Mlze se jednat jak o analyzu sloZek Zivotniho
prostfedi (feka, jezero atd.), tak o tzv. medicinskou diagnostiku pfimo v ordinacich 1ékait
(point-of care testing, POCT) pii analyze krve ¢i mo¢i pacienta. Hlavni vyhodou SPE je nizka
cena, jednoduchy design na miru a moznost snadné sériové vyroby, diky ¢emuz je 1ze pouzit

jako jednorazové senzory [137-141]. Zakladni schéma tisténého senzoru je znazornéno na

obrazku 6.

Pripojeni referenéni Pripojeni pomocné
elektrody elektrody

&

Pfipojeni pracovni

Referenéni elektroda ‘
elektrody

(RE)

Pracovni elektroda
Pomocna elektroda (WE)

(CE)

Obrazek 6 Obecné schema tisténého senzoru
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SPE jsou pfipravovany pomoci riznych inkousti nandsenych na povrch
polyvinylchloridu nebo keramického substratu. Volba inkoustu zalezi na kone¢ném pouziti
senzoru. Pomoci sitotisku lze pfipravit cely elektrodovy systém — referentni, pracovni
i pomocnou elektrodu na jeden substrat. Pracovni elektrodou mohou byt kovy (platina, zlato,
stiibro a dalsi) [142—148], uhlikové materialy (uhlik, grafit) [149-153], amalgam [31,34] aj.
Vzdy zélezi na konkrétni aplikaci, jaka pracovni elektroda je vhodna. Jako pomocna elektroda
se pouziva vétsinou uhlik, vzhledem k tomu, Ze se snadno nanasi technologii sitotisku. Lze ale
pouzit i jiné materialy, napi. kovy nebo diamant [154,155]. Jako referentni elektroda se
nejcasteji pouziva stiibro, prestoze ma fadu nevyhod. Stiibro nemiize drzet konstantni potencial
stabiln¢ a rozpousti se ve vétSin€ agresivnich prostiedi [156,157]. Pro zlepSeni vlastnosti
referentni elektrody lze stiibro elektrochemicky rozpustit do chloridu sttibrného nebo lze na
povrch nanést pomoci technologie tisku vrstvu chloridu stfibrného. Takova elektroda se
oznacuje jako pseudo-referentni elektroda a svymi vlastnostmi se vice blizi klasické
argentchloridové elektrodé [156,157].

SPE senzory mohou byt navrzeny tak, aby detekovaly Sirokou $kalu analytl, vcetné
plynt, kapalin a biomolekul. Mohou se pouZzivat pii diagnostice v misté péce, monitorovani
zivotniho prostredi, bezpecnosti potravin a v dalsich oblastech, které¢ vyzaduji rychla, levna a
prenosna snimaci zatizeni. V literatufe byla popsana fada aplikaci tisténych senzort v riiznych
oblastech analyzy. Pro stanoveni iridia v 1écich [158] nebo hydralazinu hydrochloridu [159] byl
pouzit tiStény senzor s uhlikovou pracovni elektrodou. Senzor, kde je pracovni elektroda
tvofena filmem bismutu a antimonu byla aplikovana pro stanoveni olovnatych iontt [160]. Ke
stanoveni kyseliny askorbové byl testovan SPE s elektrodou z oxidu ruthenicitého [161]. Pro
stanoveni jodidl bylo popsano vyuZiti senzoru s pracovni elektrodou z platiny, grafitu nebo
zlata [162]. Protinadorové 1éCivo methotrexat byl stanovovan pomoci SPE s elektrodou
z vicesténnych uhlikovych nanotrubic¢ek [163]. Celkoveé jsou SPE senzory v§estrannym a rychle
rostoucim oborem senzorové technologie, kterda ma potencial pro uplatnéni v mnoha
pramyslovych odvétvich, pfi kontrole kvality potravin, monitorovani Skodlivych latek
Vv jednotlivych slozkach zivotniho prostfedi nebo v oblasti biomedicinské a medicinské
diagnostiky tim, ze poskytuje rychla, levna a prenosna detekcni a snimaci zatizeni [164].

Jak jiz bylo uvedeno vyse, volba vhodného senzoru, resp. pracovni elektrody je zasadni
pro uspésnou aplikaci. Velkym ptinosem v této oblasti mohou byt tisténé senzory s pracovni
elektrodou z borem dopovaného diamantu, jejiz vyjimecné vlastnosti byly popsany v piredchozi
kapitole. Hlavnimi vyhodami téchto senzort by byla vysoka citlivost, reprodukovatelnost a

stabilita. Diamantova elektroda miZze byt na SPE nanesena tiskem aplikaci inkousti
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obsahujicich BDD prasek nebo ¢astéji technikou CVD [165]. V literatufe je popsano vyuziti
komer¢né dostupnych senzort s touto pracovni elektrodou od firmy DropSens, a to zejména pii
stanoveni 1é¢iv [153,164-166]. V soucasné dob¢ vsak jiz tyto senzory nejsou dostupné, protoze
jejich vyroba byla ukoncena.

V ramci této disertacni prace budou predstaveny nové laboratorné pripravené tisténé
senzory s BDDE (LM-SP/BDDE) vyrabéné na Slovenské technické univerzité, Fakulté
elektroniky a informatiky, Ustavu elektroniky a fotoniky (Slovak Diamond Group) v Bratislavé
skupinou Ing. M. Vojse, Ph.D. Piiprava, charakterizace, testovani a aplikace téchto novych
senzoru byla popsana v pfilozenych publikacich autora [167-169]. V poslednich dvou letech

se vyuziti téchto senzori rozsifuje i na dalsich pracovistich [170-172].

2.4 Studované latky
2.4.1 Mefenoxalon

Mefenoxalon (MNL, schéma 1, nazev IUPAC: 5-[(2-methoxyphenoxy)methyl]-1,3-
oxazolidin-2-one) je svalovy relaxant, ktery se pouziva ke zmirnéni svalovych kie¢i a bolesti,
pomaha pti tizkosti u lidi [173-175]. Pusobi tlumenim centralniho nervového systému, coz vede
ke sniZeni svalového tonu a uvolnéni kosterniho svalstva [176—179]. Ma relaxacni vlastnosti
pro svaly a poskytuje vyraznou sedaci, aniz by zpusoboval vazné vedlejsi u¢inky [178,180].
MNL v kombinaci s paracetamolem ma analgeticky charakter [181]. Obvykle se pouziva
v kombinaci s fyzikalni terapii a dalS§imi lé¢bami ke zvladani muskuloskeletalnich poruch, jako
jsou bolesti zad, bolesti krku a svalové napéti. VEtSinou pacientti je obecné dobie sndsen, 1 kdyz
u nékterych jedincti mize zplsobit zavraté, ospalost a dalsi vedlejsi ucinky. Studie na psech
a potkanech ukézaly, Ze dlouhodobd expozice MNL vede u téchto zvifat k anémii, ztraté
hmotnosti, hemolytické anémii a smrti [173,174,182,183]. Siroké pouZivani tohoto 1é¢iva spolu
s moznymi vedlejSimi u€inky vyZaduje jasnou a piesnou kontrolu trovni koncentrace MNL ve

farmaceutickych produktech, biologickych vzorcich a také v Zivotnim prostiedi.

Schéma 1 Chemickd struktura mefenoxalonu
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V literatufe byly popsany rizné instrumentalni metody pro stanoveni MNL. Nejcast¢ji
se uvadi vysokoulinnad kapalinova chromatografie (HPLC) s fluorescenéni detekci
[176,184,185]. Dale byly popsany postupy vyuzivajici UV spektrofotometrii [175,186],
nuklearni magnetickou rezonanci (NMR) [187], kolorimetrii [179], potenciometrii [179,186]
a fluorimetrii [186]. Vétsina prezentovanych metod je ptesna, Citliva a selektivni. Na druhou
stranu jsou také drahé, instrumentalné ndro¢né, casove narocné a asto vyzaduji komplikovanou
piipravu vzorku pied analyzou. Protoze MNL je elektroaktivni slouc¢enina, mohou byt
piijatelnou alternativou elektrochemické metody, které se vyznacuji piesnosti, rychlosti,
jednoduchosti, nizkou cenou a relativné jednoduchou ptipravou vzorku. Doposud neexistuji
zadné informace o elektrochemickém chovani MNL. V literatuie také chybi informace

0 moznosti jeho voltametrického stanoveni.

2.4.2 Atomoxetin

Atomoxetin  (ATX, schéma 2, nazev IUPAC: (R)-N-methyl-3-fenyl-3-(o-
tolyloxy)propan-1-amin) je 1¢k pouzivany k 1é¢bé piiznaki hyperkinetické poruchy znamé jako
ADHD nebo porucha pozornosti s hyperaktivitou [188]. Jde o centralni sympatomimetikum
pusobici s vysokou afinitou a selektivitou k inhibici zpétného vychytavani noradrenalinu
a blokovani presynaptického noradrenalinového transportéru [189,190]. ATX pouzivany
v 1é¢bé ADHD je zodpovédny za zvySeni hladin noradrenalinu a dopaminu [191]. Na rozdil od
jinych je vyhodou tohoto 1é¢iva, ze neni navykové [192,193]. Na druhou stranu mize ATX mit
fadu vedlejSich ucinkt, véetné zazivacich potizi, ztraty hladu, bolesti hlavy, sucha v tstech,
vedlej§im ucinkem je zvySené riziko ,,mySlenek na smrt“ (tj. ,,sebevrazednych myslenek®).
Nejvice postizenou skupinou, u které byly pozorovany sebevrazedné myslenky v disledku
pravidelného uZivani tohoto 1éku, jsou déti ve v€ku 7-12 let. Proto se doporucuje zvysSeny

dohled nad témito détmi ¢i dospivajicimi, at’ uz ze strany lékatt nebo rodict [194].

HC1

Schéma 2 Chemicka struktura atomoxetinu
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Vzhledem k vySe uvedenym informacim je nutné mit k dispozici citlivé analytické
metody pro stanoveni ATX v dostupnych lécivych piipravcich pro kontrolu jejich kvality
a ovéieni obsahu uc¢inné slozky 1éc¢iva v riznych Iékovych formach i1 pro analyzu biologickych
a environmentalnich vzorki. HPLC ve spojeni s riiznymi detektory je nejcastéji pouzivanou
metodou pro stanoveni ATX v biologickych i farmaceutickych vzorcich. VEtsina autort pouzila
kombinaci HPLC s UV [195-199] nebo fluorescen¢nim detektorem [200-202]. Velmi
nad¢éjnou metodou je také HPLC spojena s hmotnostni spektrometrii (MS) [203-206].
Samoziejmé lze pouzit i detektor diodového pole (DAD) [199]. Kromé chromatografickych
metod bylo popsano stanoveni ATX pomoci fluorimetrie [207,208] nebo spektrofotometrie
[208]. Dale byla aplikovana kapilarni zonova elektroforéza [209] a potenciometrie pomoci
uhlikové pastové elektrody modifikované nanocasticemi TiO2 [210].

V literatufe byl nalezen pouze jeden ¢lanek, ktery se zabyva studiem voltametrického
chovani ATX a vyvojem metody pro jeho stanoveni [211]. Autofi pouzili GCE a zjistili, Ze
ATX poskytuje dobie vyvinuty oxidaéni pik pii cca. +1500 mV v prostiedi 0,1 mol L™ HCIO..
V nevodném médiu (acetonitril) byly zaznamenény dva ireverzibilni oxidacni piky. Autofi
navrhli mechanismus oxidace ATX na zaklad¢ pfedpokladu, ze sekundarni a tercidrni aminy
mohou byt oxidovany v acetonitrilu za vzniku odpovidajicich aldehydovych a aminovych
derivatd [212]. Pomoci diferencni pulzni voltametrie (DPV) byl ziskan linearni dynamicky
rozsah (LDR) od 1x10™* do 1x10°molL™ a byl vypoéten limit detekce (LOD)

6,9x107° mol L%, Autofi tspésné aplikovali navrzenou metodu pii analyze vzorki 1é¢iv [211].

2.4.3  Tritikonazol

Tritikonazol (TTC, schéma 3, nazev IUPAC: rac-(5E)-5-(4-chlorobenzylidene)-2,2-
dimethyl-1-(1H-1,2,4-triazol-1-ylmethyl) cyclopentanol) je systémovy fungicid pouZzivany
v zemédélstvi k ochrané plodin pfed riznymi houbovymi chorobami [213,214]. Patii do
skupiny triazolovych fungicidl, které¢ inhibuji biosyntézu ergosterolu, dulezité¢ slozky
bunéénych membran hub [215]. TTC je Géinny proti Sirokému spektru houbovych patogent,
véetn¢ Ascomycetes, Basidiomycetes a Deuteromycetes. Bézn¢ se pouziva k ochrané plodin,
jako jsou obiloviny, olejnata semena, ovoce a zelenina, a je k dispozici v riznych forméch,
véetné kapalin, emulgovatelnych koncentrati a granuli [216-218]. Prvni zminka o TTC byla
v roce 1994 [216], kdy se pouzival k oSetfeni semen kukufice [216,217]. Ackoli patentové
pouziti triazolovych fungicidi, vcetné TTC, se objevilo az v roce 2005 [218]. Vzhledem
k velkému vyuziti pfedstavuje potencialné nebezpecnou latku pro Zivotni prostiedi, a piestoze

vykazuje nizkou rozpustnost ve vod¢, pfi seti oSetienych obilovin se mize béhem desté dostat
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do pudy a pozd¢ji do vodnich ploch [219,220]. Pti vysoké koncentraci mize TTC puisobit jako
endokrinni disruptor [213,221-223], coz jsou latky narusujici syntézu, sekreci, transport,
vazbu, ptsobeni nebo vylucovani pfirozenych hormont v téle a tim negativné ovliviuji vyvoj,
chovani, plodnost a udrZzovani homeostazy [224]. Riziko souvisi i s kumulativni expozici
triazolovym fungicidiim a jejich metabolitim [225] nebo jejich komplextim s ionty kovt (napf.

Zn nebo Cu), které méni jejich chovani v prostiedi a biologickou aktivitu [226,227].

\

Cl

L7

Schéma 3 Chemicka struktura tritikonazolu

Chromatografické metody ve spojeni s riznymi detektory se nejcastéji pouzivaji ke
stanoveni TTC v raznych typech vzorkl, napt. extraktech ovoce a zeleniny, ptidé nebo
biologickych vzorcich, jako je plazma a tkané. Konkrétné byly aplikovany HPLC s UV
detektorem [228-231], superkritickd kapalinova chromatografie [231,232] a HPLC s MS
detektorem [233,234]. Enantioselektivni separace R bylo dosazeno pomoci LC-MS/MS a byla
rozpoznana rychlejsi rychlost degradace S-tritikonazolu ve srovnani s R-izomerem [235]. Dalsi
metodou popsanou pro stanoveni TTC byla fluorescenéni spektroskopie [236]. Tyto metody se
vyznaCuji vysokou citlivosti, pfesnosti a selektivitou analyzy, ale maji také vyznamné
nevyhody, jako je velmi drahé a naro¢né vybaveni, pracnost, komplikovana ptiprava vzorku

a dlouha doba analyzy. Voltametrické stanoveni TTC nebylo doposud v literature popsano.

2.4.4 Dopamin
Dopamin (DA, obrazek 7, nazev IUPAC: 4-(2-aminoethyl)benzen-1,2-diol) je
neurotransmiter, ktery se ucastni Siroké Skaly fyziologickych a behavioralnich procest, véetné
pohybu, motivace, odmeény a posilovani chovani [237,238]. Je to chemicky posel, ktery pfenasi
signaly mezi nervovymi buikami v mozku a hraje klic¢ovou roli v regulaci nalady, pozornosti
a poznavani [239]. DA je produkovan v mozku skupinou bun¢k znamych jako dopaminergni
neurony. Tyto neurony se nachdzeji v riznych oblastech mozku, véetné substantia nigra

a ventralni tegmentalni oblasti. Uvoliiovani DA V reakci na urcité podnéty, jako je jidlo, sex
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nebo zneuzivani drog, vyvolava pocit potéseni a posiluje chovani. DA se také podili na regulaci
pohybu a jeho nedostatek v mozku je spojen s Parkinsonovou chorobou, progresivni
neurologickou poruchou charakterizovanou tfesem, ztuhlosti a potizemi s pohybem. Nadmérna
dopaminova aktivita se také podili na urcitych psychiatrickych poruchach, jako je schizofrenie,
ktera se vyznacuje bludy, halucinacemi a narusenym myslenim [240,241].

Analytické metody pouzivané pro stanoveni dopaminu zahrnuji rizné instrumentalni
metody jako napf. ultrafialovou (UV) a viditelnou (VIS) spektroskopii [242,243] nebo
fluorimetrii vyuzivajici fluorescen¢ni vlastnosti DA [244,245]. K separaci a stanoveni DA byly
pouzity chromatografické techniky [246—-248].

Elektrochemicka oxidace DA [249] na povrchu elektrody vede ke vzniku tady
oxida¢nich produktd, v¢etné dopamin-o-chinonu, 5,6-dihydroxindolinu, a aminochromu.
Mechanismus elektrochemické oxidace DA je znazornéna na obrazku 7. Tato reakce DA muze
byt vyuzita v riiznych aplikacich, v¢etné detekce dopaminu v biologickych tekutinach, syntézy
novych sloucenin s moznymi farmaceutickymi aplikacemi a vyvoje elektrochemickych
biosenzorii pro detekci onemocnéni souvisejicich s DA [250]. Naptiklad byly vyvinuty
elektrochemické senzory pro detekci DA v krvi a moc¢i [251-253]. Diky dobré znalosti
oxida¢niho mechanismu se také pouziva jako redoxni marker pti charakterizaci a testovani
novych elektrodovych materialt [254-257]. Jeho redoxni cyklus lze vyuzit k hodnoceni
reaktivity a elektrokatalytické aktivity materidli pouZivanych pti vyrobé elektrod a obecné

Kk hodnoceni jejich elektrochemickych vlastnosti.
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Obrazek 7 Mechanismus elektrochemické oxidace dopaminu [249]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1  Pouzité chemikalie

Zasobni roztok 0,1 mol L' KCI byl pfipraven rozpuiténim odpovidajiciho mnozstvi
prasku (Ing. Petr Svec — PENTA s.r.0., Ceska republika) v destilované vodg. Standardni roztoky
0,625 a 2,5 mmol L™ Ks[Fe(CN)s] a [Ru(NH3)s]Cls (oba s &istotou > 99 %, Sigma-Aldrich)
byly pfipraveny rozpusténim v 0,1 mol L~ KCI. Brittontiv-Robinsontiv pufr (BRB) byl slozeny
ze smési kyselé a alkalické slozky. Kysela slozka byla tvofena smési HsPOs (0,04 mol L1),
H3BOs3 (0,04 mol L) a CH3COOH (0,04 mol L1), kdy zasobni roztok byl ptipraven fedénim
koncentrovanych kyselin (85% H3PO4, 99% CH3COOH, Ing. Petr Svec — PENTA s.r.0., Ceska
republika) a rozpusténim navazky H3BOz (Sigma-Aldrich). Alkalickou slozku piedstavoval
roztok NaOH o koncentraci 0,2 mol L™ (Ing. Petr Svec — PENTA s.r.0., Ceska republika).
Roztoky HNO3 (0,1 mol L™1), H2SO4 (0,1 a 0,05 mol L), HCI (0,1 mol LY) a HCIO4
(0,1 mol L) byly piipraveny fedénim koncentrovanych kyselin (65 % HNOs, 96 % H2SO4,
35 % HCl, 64,5 % HCIO4, vsechny od Ing. Petr Svec — PENTA S.I.0., Ceska republika). Zasobni
roztoky 0,001 mol L~ MNL (gistota > 99 %, Sigma-Aldrich), TTC (&istota > 99 %, Sigma-
Aldrich), ATX (¢istota > 99 %, Sigma-Aldrich) a DA (Cistota > 99 %, Sigma-Aldrich) byly
pfipraveny rozpusténipevné latky v acetonitrilu (Ing. Petr Svec — PENTA s.r.o., Ceska
republika) a skladovany Vv lednici (+4 °C) bez pfistupu svétla. Roztoky nizsi koncentrace byly
ptipravovany kazdy den Cerstvé fedénim zakladnim elektrolytem.

Byly analyzovany rtzné farmaceutické a pesticidni piipravky. Konkrétné se jednalo
o farmaceutické ptipravky Dimexol 200 mg (Glenmark Pharmaceuticals Distribution s.r.o.,
Ceska republika) s uéinnou latkou MNL (vyrobcem deklarovany obsah 200 mg) a Strattera
60MG (Eli Lilly, Ceska republika) s u¢innou latkou ATX (60 mg). Jako matrice pro analyzu
biologického vzorku bylo pouzito biokomplexni sérum Human I (od spolecnosti Biosystems
S.A., Spanélsko). Dale byl analyzovan komerén& dostupny pesticidni piipravek Saprol
(Substral, Francie) s uc¢innou latkou TTC (10 g) prodavany ve form¢ emulze.

Pro elektrodepozici zlatych nanocastic (AUNPS) byl pouzit roztok HAuCls-4H.0O
(Sigma-Aldrich) o koncentraci 1 mol L v 0,1 mol L~! H,SO4 (Ing. Petr Svec — PENTA s.r.0.,
Ceska republika). Pro odstranéni AuNPs z povrchu elektrody byl pouzit 0,1 mol L KCN
(Sigma-Aldrich).
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Ke studiu mechanismu elektrochemické oxidace MNL byl k extrakci pouzit ethylacetat
(Cistota 99,8 % od Sigma-Aldrich) a pfi derivatizaci produktd N,O-bis(trimethylsilyl)
trifluoracetamid (Cistota > 99 % od Sigma-Aldrich), pyridin (Gistota > 99,9 % od Sigma-
Aldrich) a hexan (Cistota > 95 % od Sigma-Aldrich). Tetrabutylamonium hexafluorofosfat
(TBAPFg) (Cistota > 99 % od Sigma-Aldrich) a acetonitril (bezvody, obsah vody < 0,001 %,
Sigma-Aldrich) byl pouzit pro spektroelektrochemicka méteni.

3.2  Pristrojové vybaveni

Voltametrickd méteni byla provedena pomoci analyzatoru Autolab PGSTAT204 s
modulem elektrochemické impedanéni spektroskopie (EIS) FRA32M (Metrohm Autolab,
Nizozemsko) vybaveného softwarem Nova 2.1.5. V piipadé¢ konvenéniho tfielektrodového
uspofadani elektrochemického ¢lanku, BDDE (BioLogic, Francie, povrch 7,07 mm?, vnitini
pramér 3 mm, mérny odpor 0,075 Q cm s pomérem B/C pti depozici 1000 ppm) byla pouzita
jako pracovni elektroda (WE), nasycena argentchloridova elektroda (Ag/AgCI/KCl(sat.)) jako
referentni (RE) a platinovy dratek jako pomocné elektroda (CE) (obé Monokrystaly, Ceska
republika). Kromé toho byly pouzity nasledujici dva typy tisténych senzori s BDDE: (i)
komeréné dostupné SPE (SP/BDDE, Metrohm/DropSens, Ceska republika) s BDD WE (povrch
10,17 mm?, vnitini primér 3,6 mm, B/C nebylo vyrobcem specifikovano), uhlikovou CE a
stiibrnou RE a (ii) laboratorné pfipravené SPE (LM-SP/BDDE) tvoiené z BDD jako WE i CE
a Ag/AgQCl pseudo-RE. Byly testovany 3 typy LM-SP/BDDE s riznou plochou pracovni
elektrody (0,785; 3,14 a 7,07 mm?, vnitini primér 1, 2 a 3 mm, B/C 312 500 v plynné fazi pfi
depozici, mérny odpor 0,017 Q cm). VSechny testované senzory jsou znazornény na obrazku 8.
Pro modifikaci AuNPs byly pouzity senzory 3LM-SP/BDDE. Vakuové napafovani bylo
pouzito k modifikaci sitotiskovych senzortt se AUNPS riiznych velikosti (nAu-SP/BDDE, kde
n =5, 15 a 50 nm oznacuje tloustku zlaté vrstvy nanesené¢ fyzikalnim napafovanim) a s
nanoporéznimi nanocasticemi zlata (pAu-SP/BDDE). Pro srovnani byly pouzity i SP/BDDE
modifikované zlatymi nanocasticemi elektrochemickou depozici (eAu-SP/BDDE) a SP/BDDE
se souvislou vrstvou zlata na povrchu WE (Au-SP/BDDE).

Preparativni elektrolyza probihala s vyuzitim pfistroje Autolab PGSTATI128N
(Metrohm Autolab, Nizozemsko) ve dvoukomorové cele s katodovym a anodovym prostorem
oddélenym sklenénou fritou (obrazek 9). Jako pracovni anoda a pomocna katoda byly pouzity
dvé velkoplosné BDDE (povrch 400 mm?, B/C 312 500, mémy odpor 0,017 Q cm), jako
referencni elektroda byla pouzita Ag/AgCl/KCl(sat.).
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Obrazek 8 Aplikované senzory

Obrazek 9 Elektrochemicky clanek pro preparativni elektrolyzu s velkoplosnymi BDDE

Elektronova mikroskopie (JEOL 7500f, tihel pohledu 45° od spole¢nosti JEOL Ltd.,
Tokio, JP) byla pouzita ke zkoumani morfologie povrchu a tloustky filmu BDD. Analyza
velikosti AuNPs byla provedena pomoci softwaru ImageJ (od National Institutes of Health
a Laboratory for Optical and Computational Instrumentation, University of Wisconsin).
Distribuce velikosti nanocastic (nejméné 50 kust) na povrchu elektrody byla analyzovana

pomoci Gaussovské funkce v programu OriginPro 9.0 (spole¢nost OriginLab Corporation,
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Northampton, USA). Chemicka struktura deponovanych filmi byla hodnocena Ramanovou
spektroskopii (633 nm Dilor systém, primér bodu 5 um, Spectroscopy&Imaging, Némecko).

Kapalinovy chromatograf Agilent 1260 Infinity II Prime LC System (Agilent, Spojené
staty americké) s DAD detektorem byl pouzit pro HPLC srovnavaci analyzu modelovych
roztokd i realnych vzorkd. Pro analyzu oxidacnich produkti MNL byl pouzit plynovy
chromatograf Agilent 7890A s hmotnostnim selektivnim detektorem (MSD) Agilent 5975C
(Agilent, Santa Clara, CA, USA). K piipravé roztoka slouzil pH-metr Accumet AB150 (Fisher
Scientific, Ceska republika) a ultrazvukova lazeti Bandelin Sonorex (Schalltec GmbH,
Némecko).

Spektroelektrochemicka absorpéni spektra byla ziskana pomoci spektrometru Nicolet

iS50 FTIR (Fourier transform infrared) v rozsahu vinoétia 4000-650 cm2.

3.3 Priprava tiSténych senzori

3.3.1 Tisténé senzory s borem dopovanou diamantovou elektrodou

Vyroba tisténych senzorii probihala v rdmci staZe pod vedenim Dr. Mariana Vojse na
Slovenské technické univerzité v Bratislavé (Slovak Diamond Group). Vsechny jednotlivé
kroky ptipravy sitotiskového senzoru s chemicky deponovanou borem dopovanou diamantovou
elektrodou (LM-SP/BDDE) jsou znazornény ve schématu 4. Depozice BDD byly provadény v
linearnim anténnim reaktoru metodou mikrovinné plazmové chemické depozice par
(MWCVD) s pouzitim 6 kW mikrovinného vykonu (2x3 kW s ¢asovanim 8 ms On/6 ms Off a
50 % zménou faze pro kazdou ze dvou antén), po dobu 30 hodin pfi teploté substratu 590 °C a
tlaku 30 Pa. Koncentrace trimethylboratu jako zdroje boru (TMBT, Sigma-Aldrich, > 99,0 %)
odpafeného a zavedeného do komory byla 1 % a koncentrace CO: byla 0,2 % vzhledem k
vodiku tvoficimu pozadi. Vysledny pomér B/C v plynné smési TMBT/CO2/Hz byl
312 500 ppm.

Stiibrna elektroda a izola¢ni vrstva byly natistény sitotiskovou technikou (Oddéleni
polygrafie a aplikované fotochemie (UPSP FCHPT) pod vedenim Dr. M. Hataly). Pro sitotisk
byla pouzita Sablona ptipravena fotochemickou metodou pomoci $ablony pozitivniho filmu a
svétlocitlivé emulze FOTECOAT 1019 BLUE (SPT Sales + Marketing, Heidelberg, Recko).
Proces tisku byl realizovan pomoci poloautomatického tiskového stroje (ATMA TY-600H,
Taiwan) vybaveného vakuovym stolem pro fixaci substrati. Byla pouZita polyuretanova stérka

SERILOR HR1 PO 85 °Sh (Fimor, Le Mans, Francie).
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Pro pripravu RE byly pouzity stiibrna tiskatska pasta AST6025 (SunChemical, USA) a
polyesterova sitovina s poétem niti 71 cm* (SEFAR PME 71-48Y, Svycarsko). Dvé vrstvy
byly natistény metodou ,,wet-on-wet”. Pro podporu vyrovnani byla vrstva ponechana po tisku
pii pokojové teplot¢ po dobu 5 minut a nasledn¢ vysusena v laboratorni suSarn¢ UN 55
(MEMMERT, Némecko) pii 150 °C po dobu 30 minut. Transformace Ag na Ag/AgCl byla
provedena elektrochemicky tzv. chloracnim procesem — chronoamperometrii s RE zapojenou
jako WE v neustale michaném 0,1 mol L™! roztoku KCI pti aplikovaném potencialu +700 mV
po dobu 30 s.
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Schéma 4 Priprava LM-SP/BDDE

Pro ptipravu izola¢ni vrstvy byla pouzita sitotiskova pasta na silikonové bazi
s mineralnim plnivem 240-SB (FERRO, USA). Tisk dvou vrstev metodou ,,wet-on-wet* byl
proveden pomoci polyesterové sitoviny s poétem niti 32 ecm™ (SEFAR PET 1500 32-70Y,
Svycarsko). Po vyrovnavaci podpofe (5 minut pfi teploté mistnosti) byla vrstva suSena v

laboratorni susarné¢ UN 55 (MEMMERT, Némecko) pti 150 °C po dobu 120 minut.

3.3.2 Tisténé senzory s borem dopovanou diamantovou elektrodou modifikovanou
zlatymi nanocasticemi

Modifikace BDDE nanocasticemi zlata (AuUNP) a poréznimi nanocasticemi (pAuNP)

byla provedena béhem vyroby tist€éné¢ho senzoru, konkrétné¢ po deponovani vrstvy BDD
metodou MWCVD (Schéma 5). Senzory oznac¢ované jako nAu-SP/BDDE byly modifikovany
Au nanocasticemi pomoci fyzikalni depozice. Termalnim odpafovanim Au ve vysokém vakuu
byly vytvofeny vrstvy Au na povrchu BDD o rtznych tloustkach (n = 5, 15 a 50 nm).
Naslednym Zzihanim v atmosféfe dusiku pfi teploté 600 °C vznikl kone¢ny tvar nAuNP se

zajiSténou homogenni disperzi. Velikost NP se liSila v zavislosti na tloustce Au vrstvy.
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Nakonec byly pfipraveny porézni pAuNP odpatovanim dvojvrstvy Au/Ag, zihanim k vytvoreni
slitiny Au/Ag (N2, 600 °C) a mokrym leptanim v kyseliné€ dusi¢né pro odstranéni Ag [258].
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Schéma 5 Priprava LM-SP/BDDE modifikované zlatymi nanocasticemi

Elektrochemicka modifikace povrchu pracovni elektrody senzoru pomoci AuNP byla
provedena po dokongeni vyroby LM-SP/BDDE vV prostiedi obsahujicim 1 mmol L
HAUCI4-4H20 v roztoku 0,1 mol L~ H,SOa. Toto sloZeni elektrolytu bylo vybrano na zakladé
informaci dostupnych v literatufe [95,96,98,101]. Potencial (Eqep) a doba elektrodepozice (tdep)
byly optimalizovany, a jako optimalni parametry pro modifikaci byly pouzity hodnoty 0 mV
a50s.

3.4 Pracovni postupy
3.4.1  Aktivace pracovnich elektrod

Procedura pro aktivaci BDDE pfed vlastnim méfenim byla optimalizovéana pro kazdy
studovany analyt v ramci vyvoje metody jeho stanoveni. Ukazalo se, Ze je mozné pouzit stejny
postup ve vSech prezentovanych piipadech. Pfed zahdjenim prace byla BDDE vzZdy aktivovana
provedenim 20 cyklickych voltamograml v rozsahu potencidlu od pocate¢niho potencidlu
(Epoc) —1500 mV do potencialu obratu (Eopra) +2200 mV s kone¢nym potencidlem (Ekon)
+2200 mV pii rychlosti polarizace (v) 100 mV st Bylo zjisténo, e mezi jednotlivymi
meétenimi nedochazelo k pasivaci povrchu elektrody a nebylo nutné ji znovu aktivovat nebo
jakkoli regenerovat.

SP/BDDE byly pted pouzitim také aktivovany pomoci CV. Parametry metody byly
stejné, ale v tomto ptipad¢ bylo zatazeno pouze 10 cyklu pro stabilizaci odezvy senzoru.
V ptipadé¢ modifikovanych SP/BDDE nebyl pouZzit zadny postup aktivace, aby se zabranilo

rozpusténi nanocastic zlata.
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3.4.2  Studium voltametrického chovani latek a vyvoj metod jejich stanoveni

Cyklicka voltametrie (CV) byla vyuzita pro studium voltametrického chovani MNL,
ATX, TTC a DA, a to v zavislosti na pH zakladniho elektrolytu a rychlosti polarizace. Pokud
neni uvedeno jinak, byla méfeni provedena Vv rozsahu od Ep,c = —1500 mV do Eoprau =
+2200 mV pii pouziti v = 100 mV sL. V piipadé studie vlivu rychlosti polarizace se hodnota v
pohybovala od 25 do 500 mV s2.

Vzhledem k velmi dobr¢ citlivosti byla pro stanoveni uvedenych latek testovana square-
wave-voltametrie (SWV) a diferen¢ni pulzni voltametrie (DPV). Nejprve byl vzdy zvolen
vhodny zakladni elektrolyt, kdy byly testovany rizné anorganické kyseliny, BRB (pH 2-12)
nebo roztok NaOH. Poté byly optimalizovany parametry voltametrickych metod. V ptipadé
DPV to byla rychlost polarizace v rozsahu 10 az 100 mV s%, amplituda pulzu (A) v rozsahu
10-100 mV a doba modulace v rozsahu 10-100 ms. V ptipadé SWV byla optimalizovana opét
v (10-100 mV s1), A (10-100 mV) a frekvence (f) v rozsahu 5-50 Hz. Vzdy byly dva parametry
udrzovany konstantni a jeden byl zménén. Na zakladé¢ ziskanych voltamogrami, resp. z vysky
a tvaru piku, byla zvolena optimalni hodnota parametru. Na zavér byl testovan vliv predapravy
povrchu elektrody na vysku, tvar a opakovatelnost piku. Byly testovany nasledujici postupy:
(i) katodicka polarizace (E = —1000 mV, t = 300 s), (ii) anodicka polarizace (E = +2200 mV, t
=300 s), (iii) cyklovani (20 cyklti CV, Epoc = —1000 mV, Eopratu = +2200 mV, Ekon = #2200 mV,
v =100 mV s1) a (iv) manualni le§téni na aluminé (t = 60 s). Po kazdé proceduie bylo zmé&feno
11 voltamogramu analytu pii ur¢ité koncentraci, byla vyhodnocena vyska piku a vypoctena

piislusna hodnota relativni smérodatné odchylky.

343  Analyza modelovych roztoki a praktickych vzorku

V ramci této disertacni prace byly analyzovany modelové roztoky studovanych analytl
a rovnez praktické vzorky farmaceutickych a pesticidnich ptipravk, ptirodnich vod a séra.

Modelové roztoky byly pfipraveny vzdy natfedénim zasobniho roztoku analyzované
latky zakladnim elektrolytem na poZadovanou koncentraci. Poté byl odméten vhodny objem do
polarografické nadobky. Analyza probihala metodou standardniho pfidavku a byla vzdy 5x
zopakovéana. Ze ziskanych vysledki byly vypocteny zakladni statistické parametry jako
primérma koncentrace s odpovidajicim intervalem spolehlivosti, vytéznost a relativni
smérodatnd odchylka (RSD).

Dale byla analyzovana ti¢ni voda odebrana z Labe, v niz byl stanovovan obsah TTC.

ProtoZe ti¢ni voda bézné neobsahuje detekovatelné koncentrace konkrétnich pesticidi, byla
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obohacena ptidavkem standardniho roztoku TTC na pozadovanou koncentraci. Analyza
pobihala stejné¢ jako u modelovych roztoki. Vzorky farmaceutickych ptipravki byly pro
analyzu pfipraveny rozpusSténim tablety v pfipadé Dimexolu (stanoveni MNL), resp. obsahu
kapsle u Strattery (ATX), ve vhodném objemu acetonitrilu za pisobeni ultrazvuku. Rozpustén
Vv acetonitrilu byl i vzorek emulze pesticidniho ptipravku Substral (TTC). Nasledné byl vhodny
objem roztoku vzorku pieveden do polarografické nadobky k zakladnimu elektrolytu a byla
provedena analyza opé¢t s vyuzitim metody standardniho piidavku a byly vypocteny vyse
uvedené statistické parametry.

Analyza séra byla provedena pro stanoveni MNL, a to pouze s vyuzitim tiSténych
senzord, které umoznily analyzu v malém objemu vzorku. Navic bylo zjisténo, ze neni tfeba
ptidavat ke vzorku zdkladni elektrolyt, protoZe sérum ma dostatecnou iontovou silu a je tedy
zajiSténa dostateCna vodivost prostiedi. Pro analyzu byla pouZita metoda kalibra¢ni pfimky,
kdy byla pfipravena kalibra¢ni fada pfidanim vhodného objemu ziedéného standardniho
roztoku MNL k séru. Stejnym zptisobem byl 5x pfipraven vzorek o znamé koncentraci analytu.
Analyza kalibraénich roztokl i vzorku probihala v kapce o objemu 50 uL nanesené na povrch

LM-SP/BBDDE pomoci mikropipety. Provedeni analyzy je ilustrovano na obrazku 10.

1
Obrazek 10 Analyza séra s vyuzitim LM-SP/IBDDE

DA byl stanoven v modelovém roztoku a vzorku moc¢i pomoci nemodifikovanych

BDDE, SP/BDDE a modifikovanych 5Au-SP/BDDE a eAu-SP/BDDE senzorii. Koncentrace

39



DA v modelovém roztoku byla 1 pmol L. Stanoveni bylo 5x opakovéno a pro vyhodnoceni
byla pouzita metoda standardniho ptfidavku. Do 10 ml vzorku v polarografické cele bylo
pfiddno 10 pL standardniho roztoku DA o koncentraci 0,001 umol L~ a vzdy byly provedeny
3 standardni pridavky. Vzorek moci byl odebran od zdravého jedince, ktery neuzival zadné
léky. Poté byl obohacen dopaminem na koncentraci 1 pmol L1, Pfed analyzou byl vzorek
ziedén zdkladnim elektrolytem v poméru 1:1 (5 ml moci, 5 ml BRB (pH 5,5)) a umistén do
ultrazvukové lazné na 15 min [170]. Takto pfipraveny vzorek byl opét analyzovan vyse
popsanym postupem.

Chromatograficka analyza byla provedena na kolon¢ Macherey-Nagel EC 250/4
Nucleosil 120-5 C18 (4 x 250 mm, velikost ¢astic 5 um) pii 25 °C. Mobilni faze se skladala z
CH3CN/H20 (90/10, V/V), s pritokem (Fm) 1 mL min~!, injekénim objemem (Vinj) 20 pL a
vinovou délkou (A ) DAD detektoru 198 nm pro MNL a 222 nm pro TTC. Cas analyzy (t) 4 min
pro MNL a5 min pro TTC.

3.4.4  Urcovani mechanismu oxidace mefenoxalonu

Preparativni elektrolyza byla provedena s 10 mL 1 mmol L~ MNL v roztoku BRB
(pH 9) s celkovym obsahem acetonitrilu 2 % a 50 % (v/v) v anodovém prostoru elektrolytické
cely. Katodovy prostor byl naplnén roztokem BRB o pH 9. Roztok MNL obsahujici 50 %
acetonitrilu byl elektrolyzovan pfi potencialu +2000 mV na aktivované velkoplosné BDDE po
dobu 108 min, roztok s 2 % acetonitrilem byl oxidovan pii +1800 mV po dobu 50 a 300 min.
Po elektrolyze byly roztoky extrahovany ethylacetatem (3x2 mL). Cast (0,5 mL) extraktu byla
piimo analyzovana pomoci GC-MS. Dalsi ¢ast (0,5 mL) byla odpafena do sucha pod proudem
dusiku, derivatizovana N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamidem (50 pL) v pyridinu (50 uL)
pfi 85 °C po dobu 30 minut a zfedéna hexanem (400 pL). Stejny postup extrakce a derivatizace
byl aplikovan na vzorky (10 mL) neelektrolyzovaného 1 mmol L=t MNL v roztoku BRB (pH 9)
obsahujici 2 % a 50 % acetonitrilu a na vzorky obsahujici 10 mL BRB (pH 9) s 2 % a 50 %
acetonitrilu bez MNL.

Separace GC byla provedena na kapilarni koloné¢ HP-5MS, 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm
(Agilent, Santa Clara, CA, USA) s heliem (5,5, Siad, Bergamo, Italie) jako nosnym plynem pfi
konstantnim pritoku 0,9 mL min~t. Program termostatu byl nasledujici: 50 °C po dobu 2 min,
nértist o 10 °C min na koneénou teplotu 300 °C, kterd byla udrzovana po dobu 15 min.

Celkova doba analyzy byla 42 min. Objem nastfiku byl 2 pL derivatizovaného nebo
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nederivatizovaného vzorku (276 kPa, 24 s, 280 °C). Hmotnostni spektra byla zaznamenana pfi
70 eV v rozsahu hmotnosti 29-800 m/z.

Byla provedena infraervena spektroelektrochemicka méfeni v roztoku 0,05 mol Lt
TBAPFs (pfed pouzitim byl suSen pii 80 °C) v acetonitrilu s vyuzitim polopropustné
tenkovrstvé elektrochemické cely [259] o tloust'ce 0,18 mm s optickymi okénky z CaF,. Bylo
pouzito 3-elektrodové zapojeni tvofené quazi-referentni Ag/AgCl elektrodou, Pt mfizkou jako
CE a polopropustnou Pt miizkou (5%5 mm?) jako WE. Méfeni bylo provadéno v rezimu
cyklické voltametrie s rychlosti polarizace 5 mV st za soucasné registrace IC absorpénich

spekter v rozsahu vlno&ti 4000-650 cm2.

3.4.5  Charakterizace senzori pomoci cyklické voltametrie

CV byla pouzita pro elektrochemickou charakterizaci testovanych senzorii pomoci
vybranych redoxnich markeri. Jako prvni redoxni systém ,,vnéjsi sféry slouzil [Ru(NHs)g] 2",
Jako redoxni markery ,,vnitini sféry* byly pouzity [Fe(CN)s]* "> a DA. Nejprve bylo zméteno
10 cyklickych voltamogrami pomoci vSech testovanych senzorti pro vSechny uvedené latky
pro vyhodnoceni opakovatelnosti méteni. Nasledovaly zavislosti na rychlosti polarizace pro
uréeni, resp. potvrzeni fidiciho dé&je sledovanych -elektrochemickych reakei. VSechny
koncentrace redoxnich markerd a konkrétni parametry CV jsou uvedeny piimo v kapitole 4

Vysledky a diskuse v popiscich ptislusnych obrazku.

3.4.6  Charakterizace senzori pomoci elektrochemické impedané¢ni spektroskopie

Experimenty s vyuzitim EIS byly provadény v rozsahu frekvenci od 10 kHz do 1 Hz
s amplitudou pulzu 10 mV. Pro charakterizaci nemodifikovanych SP/BDDE slouzily jako
markery komplexy [Fe(CN)s]**~ a [Ru(NHa3)s]>***, v piipadé senzortt modifikovanych AuNPs
byl pouzit i DA. Pro urceni pulvinovych potenciali (Ei2) byly nejprve zméfeny cyklické
voltamogramy 2,5 mmol L™* [Fe(CN)s]**", [Ru(NHs)e]>** a DA v 0,1 mol Lt KCI.
Potencidly AE1,2 byly vypocteny pro kazdy typ senzoru jako polovina rozdilu mezi potencialy
piku oxidace a redukce. Hodnoty AE1/, pak byly pouzity jako pocatecni potencialy v EIS pro
kazdy konkrétni typ senzoru. V piipadé¢ SP/BDDE bylo pouZito pét elektrod kazdého typu a na
kazdé byla provedena tfi opakovand meétfeni. Hodnoty jednotlivych prvkil v elektrickych
ekvivalentnich obvodech (EEC) (R([R]/Q) pro komplex Fe (Schéma 6A) a R([RW]/Q) pro
komplex Ru (schéma 6B) byly vypocteny pomoci FRA simulace v software Metrohm
NOVA 2.1.5. V pripad¢ charakterizace elektrod modifikovanych AuNPs byla pouzita
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nasledujici ekvivalentni schémata: pro [Fe(CN)e]*”*~ a DA — R([RW]/Q (Schéma 6B), pro
[Ru(NHs)6]?*"** — [RW] (Schéma 6C).

A B
Q Q
— R Yy luI\:hos"l . I r L Yolul\:hDS“l
R, [Q] R R, [Q] r LITw
R, 9] R, [Q] Y,[uMhos'?]
C
— R H W |

R, [Q] ¥, [uMhos!?]

Schéma 6 Pouzité elektrické ekvivalentni obvody (EEC) R([R]/Q) (4), R(IRW]/Q) (B) aRW (C).R —
odpor, W — Warburgova impedance, Q — konstantni fazovy posun, Rs — odpor roztoku, R., — odpor
prenosu ndboje, Yo — admitance, n — exponent konstantniho fazového prvku

3.5 Zpracovani dat a vypocty

Parametry kalibracnich kiivek s pfisluSnymi intervaly spolehlivosti na hlading
vyznamnosti o = 0,05 byly vypocteny pomoci OriginPro 9 (Origin Lab Corporation, USA).
Mez detekce (LOD, rovnice (1)) byla vypoctena jako trojnasobek a mez stanovitelnosti (LOQ,
rovnice (2)) jako desetinasobek smérodatné odchylky tseku podé€leny smérnici piislusné

linearni zavislosti vysky piku na koncentraci [260]:

LOD =22, (1)
LOQ = 10bSE, @)

kde:
LOD mez detekce [mol L],
SE smérodatna odchylka useku linearni zavislosti [A],
b smérnice linearni zavislosti [A L mol™],
LOQ mez stanovitelnosti [mol L.
Pro vypocet poctu elektroni vyménénych v ramci sledované elektrochemické reakce byla

pouzita Lavironova rovnice (3) [261]:

2,303RT RTKO\ | 2,303RT
E,=E°+ — log( ) + log(v), ()

nF anF
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kde:

E° formalni standardni redoxni potencial [V],
kO rychlostni konstanta

Vv rychlost polarizace [V s7],

n pocet vymeénovanych elektrond,

T termodynamicka teplota [K],

R plynové konstanta [J K mol™],

F Faradayova konstanta [C mol™].

Aby byly srovnatelné vysledky dosazené s vyuzitim pracovnich elektrod s rtiznou velikosti

povrchu, byly hodnoty proudu pievedeny na proudovou hustotu podle rovnice (4):

j=4% (@)
kde:

j proudova hustota [A mm~2],

I proud [A],

A geometricka plocha pracovni elektrody [mm?].

Heterogenni konstanta rychlosti pfenosu elektronii k%pp byla vypoétena podle Nicholsonovy
rovnice (5) [262]:

p = ko )
- [xDnFv'
RT

kde:
P mira reversibility elektrodové reakce,
Y pomeér difuznich koeficientl oxidacni a redukéni formy,
o koeficient pfenosu naboje,
kgpp heterogenni konstanta rychlosti prenosu elektronti [cm s,

D difuzni koeficient.

Mira reverzibility elektrodové reakce byla vypoctena jako matematicka funkce podle
rovnice (6) [262]:

Y = 10—0,0056048(AEp-n)+0,1882152, )
kde:

AEp  rozdil mezi potencialy piku oxidace a redukce [V].
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

Uvodni Kkapitoly vysledkové Gasti této disertaéni prace budou vénovany studiu
elektrochemického chovéani a vyvoji metod stanoveni vybranych biologicky aktivnich latek
vyznamnych z hlediska lidského zdravi a ochrany Zzivotniho prostfedi. Konkrétné se jedna
0 lé¢iva mefenoxalon a atomoxetin, neurotransmiter dopamin a fungicid tritikonazol.
Podrobné&ji bude zpracovana kapitola tykajici se mefenoxalonu, kde bude vedle vysledka
prezentovan postup jednotlivych studii. Vysledky pro dalsi studované latky jiz budou s ohledem
na rozsah prace shrnuty pouze stru¢né. Sté€Zejni Cast prace bude zamétena na charakterizaci
novych tisténych senzort, jejich elektrochemické vlastnosti, modifikaci a moznosti aplikace

Vv elektroanalyze.

4.1 Studium elektrochemického chovani a vyvoj voltametrické metody
stanoveni mefenoxalonu na borem dopované diamantové elektrodé
4.1.1 Studium elektrochemického chovani mefenoxalonu

Elektrochemické chovani MNL bylo zkoumano na BDDE pomoci CV v roztoku BRB
0 pH 2, 5 a 9 pfi rychlosti polarizace 100 mV s~1. Voltamogramy ziskané v BRB (pH 5) jsou
uvedeny na obrazku 11, ktery ukazuje dva oxidaéni piky MNL p#i potencialech (Ep) +1375 a
+1590 mV. Nebyl pozorovan zadny odpovidajici redukéni pik MNL, coz svéd¢i o
ireverzibilnim pribéhu elektrodové reakce. Proudova odezva MNL byla pozorovana i v dalSich
testovanych prostfedich. V alkalickém prostiedi (pH 9) byl druhy pik pozorovan az pti vysSich
koncentracich (obrazek 12).

Vliv rychlosti polarizace na vysku piku (lp) vypovida o fidicim procesu sledované
elektrodové reakce. Studie byla provedena opét v BRB (pH 2, 5 a 9) a v byla ménéna od 25 do
500 mV st Ziskané voltamogramy (BRB, pH 5) jsou uvedeny na obrazku 13A.
Vyhodnocovan byl pouze prvni pik MNL. Srostouci v se zvySovala lp, ale zavislost
nevykazovala linearni priibéh (obrazek 13B) na rozdil od zavislosti lp na v (obrazek 13C,
rovnice (7)), coz naznacuje difuzné ftizenou elektrodovou reakci. Hodnota smérnice
(0,479+0,001) piislusné logaritmické zavislosti I, na v popsané rovnici (8) se blizi teoretické
hodnotg 0,5, coz potvrzuje proces fizeny difuzi. Podobné vysledky byly ziskany i pti pH 2 a 9
(rovnice (9) a (10)).

Ip [NA] = (139,60,4) vV (ImV s711Y2) + (73,4+6,0), r = 0,9999 (7)
pH 5: log (Ip [NA]) = (0,479+0,001) log (v [mV s71]) + (2,210+0,002), r = 0,9999 (8)
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pH 2: log (I, [NA]) = (0,435+0,008) log (v [mV s1]) + (2,158+0,020), r = 0,9966 9)

pH 9: log (Ip [NA]) = (0,537+0,006) log (v [mV s7]) + (1,960+0,011), r = 0,9993 (10)
2500 .
< 1
.g. ---BRB (pH5) :
Eobratu +2200 mV '
1500 | Eobratu +1640 mV

Eobratu +1525 mV

500

-500 0 500 1000 1500 2000
E [mV]

Obrazek 11 Cyklické voltamogramy MNL ziskané na BDDE. Metoda — CV, elektrolyt — BRB (pH 5),
Epoc = —1500 mV, Eqpras = +2200, +1525 a +1640 mV, v = 100 mV s, cyne = 20 umol L

< T 4000
L 4500 | £
= -=3000 F
3500 | 2000
1000 | B
2500 | 0 ' '
0 20 40
¢ [umol I'1]
1500 F
A
- - -BRB(pH9)
500 r P¥idavek MNL
_500 1 1 1
0 500 1000 1500 2000

E [mV]
Obrazek 12 Cyklické voltamogramy MNL ziskané na BDDE v zavislosti na koncentraci (A) a zavislost

Ip na cune (B). Metoda — CV, elektrolyt — BRB (pH 9), Epoc = —1500 mV, Eopraww = +2200 mV,
v =100 mV s, cun. = 10-50 zmol L™
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Potencial oxida¢niho piku MNL se s rostouci rychlosti polarizace posouval do anodické
oblasti (obrazek 13D), coz potvrzuje ireverzibilni pritbéh reakce. Déle byla k ziskdni informace
o poctu pienesenych elektronil (n) pouzita Lavironova rovnice (3) navrzena pro ireverzibilni
oxidaéni procesy [261]. S pouzitim smérnic rovnic (11)-(13) a ptedpokladu, ze « = 0,5 (pro
ireverzibilni reakci), byla hodnota n pro oxidaci MNL na BDDE 3,74 (tj. 4 elektrony) pro pH 5,
3,63 (tj. 4 elektrony) pro pH 2 a 3,76 (tj. 4 elektrony) pro pH 9.

pH 5: Ep [mV] = (32,1+1,1) log (v [mV s71]) + (1317,9+2,6), r = 0,9908 (11)
pH 2: Ep [mV] = (33,1+£2,6) log (v [mV s71]) + (1327,5+5,3), r = 0,9647 (12)
pH 9: Ep [mV] = (31,9+1,7) log (v [mV s71]) + (1319,9+4,1), r = 0,9741 (13)
__ 5000 p—_—
Z z |8 ’
4000 | Phe0 |
v
3000 100 F
500 | | | |
2000 0 100 200 300 400 500
v[mVsi]
1000
0
-1000
-500 0 500 1000 1500 2000
E [mV]
23500 — 1420
< c z D
2500 | W 1400 F
*
*
1500 F 1380
<,
500 . : 1360
0 10 20 1 15 2 2.5 3
vi2 [(mV s1)42] log (v[mV s1])

Obrazek 13 Cyklické voltamogramy MNL ziskané na BDDE v zavislosti na rychlosti polarizace (A),
zavislosti 1, nav (B) a v¥2 (C), logaritmickd zavislost Ey na v (D). Metoda — CV, elektrolyt — BRB
(PH 5), Epoc = =500 mV, Eqprars = +2200 mV, v = 25-500 mV s, cyne = 20 umol L
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CV byla pouzita také pro posouzeni vlivu pH elektrolytu na voltametrické chovani

MNL. Protoze MNL neposkytuje katodicky pik, obrazek 14A ukazuje pouze anodické Casti

zaznamenanych cyklickych voltamogramu. V rozsahu pH od 2 do 9 byl na BDDE pozorovan

jeden dobfie definovany a druhy S$patné vyvinuty anodicky pik. P¥i pH 9 a 10 byl pro danou

koncentraci MLN ziskan pouze jeden oxidac¢ni pik. V prostiedi o pH 12 nebyl pozorovan zadny

pik odpovidajici oxidaci MNL. Z obrazku 14B vyplyva, Ze v kyselém prostiedi byl zaznamenan

prvni oxidacni pik MNL pii konstantnim potencidlu. V rozmezi pH 4-9 doslo k posunu Ep

s rostoucim pH, coz svéd¢i o Kinetickém charakteru proudu a ucasti protonti na oxida¢nim

procesu. Hodnota 58 mV/pH naznacuje ucast stejného poctu protont a elektrond. Nejvyssi

oxidac¢ni pik byl ziskan v rozmezi pH 7-9. BRB 0 pH 9, v némz poskytoval MNL pouze jeden

oxidacni pik, byl zvolen jako zékladni elektrolyt pro vyvoj voltametrické metody stanoveni

tohoto 1é¢iva.
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Obrazek 14 Anodické casti cyklickych voltamogramii MNL ziskanych na BDDE v zavislosti na
pH elektrolytu (A) a prislusné zavislosti |, a E, na pH (B). Metoda — CV, elektrolyt — BRB (pH 2-11),

Epoé

4.1.2

—1500 mV, Eoprary = +2200 mV, v = 100 mV s, cyne = 20 umol L

Mechanismus elektrochemické oxidace mefenoxalonu

4.1.2.1 Plynova chromatografie s hmotnostni detekci

Pro studium mechanismu elektrochemické oxidace MNL byla provedena preparativni

elektrolyza na velkoploSné BDDE v roztoku BRB o pH 9. Elektrolyza pfi nizkém obsahu
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acetonitrilu v roztoku (2 %, V/V) byla doprovazena pasivaci povrchu BDDE oxida¢nimi
produkty a tim i nizkou G¢innosti konverze (25 % ptvodniho obsahu MNL bylo oxidovano po
50 minutach elektrolyzy). Pti zvySeni obsahu acetonitrilu na 50 % se zvysila ucinnost elektro-
oxidace na 79 % po 108 minutach elektrolyzy. Podobnd ¢innost (75 %) byla dosazena ve 2%
acetonitrilu az po 5 hodinach oxidace. I kdyz byly v obou experimentech pozorovéany stejné
oxidacni produkty, vyssi rozpustnost téchto produkti v 50% acetonitrilu zajistuje lepsi
odstranéni produktii z povrchu elektrody a tim i lepsi podminky pro jejich identifikaci. Pti
elektrolyze se spotfeboval naboj 8,5 C, ktery odpovida 4 elektronovému pienosu. To je
v souladu s teoretickym vypocétem poctu elektronti podle Lavironovy rovnice.

Elektrolyzované a neelektrolyzované roztoky MNL byly extrahovany ethylacetatem
a analyzovany pomoci GC-MS jak piimo, tak po derivatizaci, jejiz postup je popsan
Vv experimentalni ¢asti. MNL samotny byl eluovan za 21,60 min a jeho hmotnostni spektrum
obsahujici molekularni ion M<" 0 hmotnosti 223 m/z bylo identické se spektrem v databazi
NIST. Silanizovny MNL poskytl pik s retenénim ¢asem 21,39 min a M+ o hmotnosti 295 m/z
(obrazek 15 A,C). Chromatogramy elektrolyzovanych vzorkl odhalily nékolik piki produkti.
Podle ocekavani, vyssi koncentrace produkti byla ziskana v 50% acetonitrilu. Skupina pika
s retenCnimi ¢asy 22,86-23,30 min byla pozorovana v chromatogramech nederivatizovanych
vzorkd. Hmotnostni spektra téchto pikt ukazala zakladni pik o m/z 111 a pik molekularniho
jontu M<" o m/z 255. Podobn& byly pozorovany <tyfi rozlisené piky produkth
v chromatogramech derivatizovanych elektrolyzovanych vzorkt (obrazek 15B). Hmotnostni
spektra vSech ¢ty produktti (obrazek 16) poskytovala velmi podobny rozpadovy vzor
obsahujici zakladni pik 73 m/z (trimethylsilyl kation) a vyznamny pik 0 m/z 111, ktery je
typicky pro oxida¢ni produkty MNL (obrazek 15D). Takto vyrazny pik 0 m/z 111 je
charakteristicky pro hmotnostni spektra dimethylmuconati [263,264], které mohou tvofit ¢tyfi
cis-trans izomery.

GC-MS analyza elektrolyzovanych roztokit MNL naznacuje, Ze oxidace probihd na 1,2-
dialkoxybenzenovém jadfe molekuly MNL, zatimco oxazolidinonovy fragment zistava
nedotéeny. Mechanismus elektrochemické oxidace 1ze navrhnout nasledovné (obrazek 17).
Ztrata elektronu z methoxylové skupiny MNL (1) vede k vytvofeni reaktivniho kationtového
radikalu 2, ktery je stabilizovan rezonanci. Nukleofilni adice vody vede k hydroxylaci a tvorbé
radikalu 3, ktery je elektrochemicky oxidovan na karbokationt 4. Nasledna reakce s vodou vede
k vytvoteni 1,2-dialkoxycyklohexa-3,5-dien-1,2-diolu 5. Oxidacni $tépeni vicinalniho diolu
poskytuje ester kyseliny hexadienové (mukonové) 7, ktera muze existovat ve Ctyfech

izomernich konfiguracich: cis-cis, cis-trans, trans-cis a trans-trans.
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Obrazek 15 GC-MS (TIC) chromatogramy MNL (A) pred a (B) po elektrooxidaci na BDDE pri
potencialu 2000 mV v BRB pH 9 s acetonitrilem (50 %, V/V) a odpovidajici hmotnostni spektra (C)
MNL (tr = 21,39 min) a (D) nejhojnéjsi oxidacni produkt (t. = 22,66 min) po derivatizaci BSTFA
v pyridinu
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Obrazek 16 Hmotnostni spektra ctyr izomernich oxidacnich produktit MNL vzniklych béhem
elektrolyzy roztoku obsahujiciho 1 mmol L™ MNL v BRB pH 9 a acetonitrilu (50 %, V/V) na BDDE
pri +2000 mV (108 min). Derivatizace pomoci BSTFA v pyridinu.

49



o} 0 o H,C—0 OH
' l, OH I, OH OH
o. o. o o
R . <~ "R " R = 0
-€ +H,0,-H e +H,0,-H* \
— | — = | 0 R
- o
1 2 3 4 5
o .
0
\f oo
R= H,C
NH
0 o] CH,
Hse” I _ .
o M o S H,c—0 © o-H
] o
-0 x A o] Hc” = o] -e-, -H+ ‘)0
HiC = (o} . ¢ - \
\ R X o) R
o R x o0 1 o SN o
7 7 7 7 6
trans, trans trans, cis cis, trans cis, cis
l Redukce
o
(0] -
HC” o HsC OH
o r hebo OH _R
o~ ©
7red1 7red2

Obrazek 17 Navrzeny mechanismus elektrochemické oxidace mefenoxalonu

4.1.2.2 IR spektroelektrochemie

Otevieni cyklu cyklohexa-3,5-dienu a vznik diesteru kyseliny mukonové 7 bylo
prokazano také pomoci IR spektroelektrochemie. IR absorpéni spektrum zaznamenané po
oxidaci MNL (modré kiivky na obrazku 18) obsahuje absorpéni pasy pii 1768, 1308, 1272,
1256, 1206, 1188, 1106, 1080, 1057 a 995 cm™ a §iroky absorp&ni pas V rozsahu vibraci 1740-
1650 cm~L. Zvyseni absorpce mezi 1740-1650 cm™ Ize pfipsat absorpénim pastim slouceniny
7 vypo&itanym jako 1741, 1731 a 1649 cm™. Absorpéni pas pii 1768 cm™ vibraci O=C-C-N-H
byl pfitomen pfed a béhem oxidace MNL a béhem oxidace se snizovala jeho intenzita.
Vypocitané hodnoty vinoctl pro tuto vibraci byly téméf stejné pro vSechny slouceniny 3,5a 7.
Dilezité je, Ze reakce s vodou byla potvrzena spotiebovanim stop vody ptitomné v acetonitrilu
béhem oxidace. To lze usuzovat z poklesu typickych absorpénich pasi vody pii 3638
a3546 cm™t. B&hem oxidace byla registroviana piitomnost prvniho hydroxylovaného
meziproduktu 3 (¢ervena kiivka na obrazku 18). Oba absorp¢ni pasy vody se nesnizily souc¢asné
jako obvykle a piekvapivé se absorpce pfi 3546 cm™ dokonce zvysila, coz naznacuje, Ze
vibrace hydroxyskupiny vytvorené v poloze C1° byla skryta v absorpénim pasu vody.

Rovnéz byla potvrzena skuteCnost, Ze oxidace na oxazolidonové funk¢ni skupiné
neprobiha. Intenzivni absorpéni pas pii 1057 cm~! oxazolidonového kruhu se neméni b&hem

oxidace ani prvniho kroku redukce. Nicméné absorpéni pas pti 995 cm™ klesa béhem zpétné
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redukce, coz znamena, ze dvojné vazby ptitomné v oteviené struktuie slouceniny 7 byly
redukovany. Takovy rozpad by neprob&hl u uzaviené molekuly 5. Pasy pii 1057 a 995 cm™

zcela zmizely ve druhém kroku redukce (obrazek 18C, vina 4).

OXIDACE REDUKCE

0.1

A [a.u]

1200 1000

v [em™]
REDUKCE
©
E E
-0.1
3
S,
< £ 8
T T T T T T T T T g T T T T
3800 3600 3400 3200 1900 1800 1700
v [em™] v [em™]

Obrizek 18 IR spektroelektrochemicka identifikace slouceniny 1 (modrda kiivka) vytvoFena oxidaci
MNL (A). Cervena krivka byla pripsana slouceniné 3. Oranzové kiivky byly zaznamendany béhem
redukce 7 pri zpétném skenovani (B). Cyklické voltamogramy 3,7 mmol L MNL ziskané na BDDE
v 0,05 mmol L tetra-N-butylamonium hexafluorfosfatu v acetonitrilu (C). Oxidacni IR
spektroelektrochemie 3,7 mmol L~ roztoku MNL v 0,05 mmol L tetra-N-butylamonium
hexafluorfosfatu v acetonitrilu (D, E).
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4.1.3  Vyvoj voltametrické metody stanoveni mefenoxalonu

Jak jiz bylo zminéno, jako vhodny elektrolyt pro voltametrické stanoveni MNL na
BDDE byl zvolen BRB (pH 9). Vzhledem k velmi dobré citlivosti byla pouzita SWV. Dal§im
krokem byla optimalizace parametrt této metody jako jsou v, A a f, které mohou ovlivnit vysku
a tvar oxida¢niho piku. Experimenty probihaly v roztoku MNL o koncentraci 5,0 umol L™, kdy
byly méfeny hodnoty I, MNL tak, ze jeden parametr byl vzdy ménén v ur¢itém rozsahu a dalsi
dva byly udrzovany konstantni. Optimalni hodnoty jednotlivych parametra byly vzdy voleny
jako kompromis mezi lp, tvarem a vyhodnotitelnosti proudové odezvy. Ziskané zavislosti
véetné vyznadenych optimélnich hodnot (v = 50 mV s, A = 40 mV, f = 25 Hz) pouzitych

V nésledujicich métenich jsou zndzornény na obrazku 19.
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Obrdzek 19 Zavislost I, nav (A); SWV voltamogramy 5 umolL* MNL zaznamenané na BDDE
Vv zavislosti na A (B), zavislosti 1, na A (C) a l, na f (D). Metoda — SWV, elektrolyt — BRB (pH 9),
Epoc = 0 MV, Exon = #2000 mV, v =10-100 mV s * (A)a50 mVs™* (B, C, D), A= 10-100 mV (B, C),
50 mV (A) a40 mV (D) f = 25 Hz (A, B, C) a 5-50 Hz (D), cwn. = 5 umol L
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DalSim neméné dulezitym parametrem, ktery ovliviluje elektrochemické vlastnosti
BDDE a tim i tvar a vysku proudovych signal, je postup piedipravy povrchu elektrody. Byly
testovany ¢tyfi metody: (i) katodicka (E =—-2000 mV, t = 300 s) a (ii) anodicka polarizace (E =
+2200 mV, t = 300s), (iii) CV (20 cykli, Epoc =—1500 mV, Eobraw = +2200 MV, Ekon =
+2200 mV, v =100 mV s%) a (iv) lesténi na suspenzi oxidu hlinitého (t = 60 s). Po zafazeni
predupravy bylo vzdy zméfeno 10 SW voltamogramt MNL pfi optimalizovanych parametrech.
Ziskané vysledky jsou zndzornény na obrazku 20. Rozdily v I byly minimalni, kromé lesténi,
po kterém se signal snizil. Lesténi a katodickd polarizace navic vyzadovaly nékolik skenti pro
ustaleni odezvy. Nejniz§i hodnoty relativni smérodatné odchylky opakovanych méfeni
(RSD10 = 0,9 %, cmnL = 5,0 pmol L% pro cyklovani a le§téni nebyl do vypoétu zahrnut 1. sken)
bylo dosaZeno po cyklovani, a proto byl tento postup nadale pouzivan. Vzhledem k tomu, ze
nebyla pozorovana pasivace elektrody, bylo cyklovani zatazeno pouze na zacatku prace a

elektroda se mezi jednotlivymi méfenimi nijak neregenerovala ani neaktivovala.

3000
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— g o B
< -
|E| 400 | —CV
-~ —+2200 mV
—-2000 mV
2000 200 r ——Lesténi
0 1 1 1
CV  +2200 -2000 Lesténi
1 000
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0 |
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Obrdazek 20 SW voltamogramy (1., 3. a 10. sken) 5 umol L™ MNL ziskané na BDDE po riiznych
postupech predupravy (A) a zavislost I, na pouzitém postupu predupravy (B); Metoda — SWV,
elektrolyt — BRB (pH 9), Eyoc = 0 mV, Exon = +2000 mV, v =50 mV s !, A = 40 mV, f = 25 Hz, postup
predupravy: CV, katodickd preduprava, anodickad preduprava a lesténi

4.1.3.1 Analyza modelového roztoku
Nové vyvinuta voltametrickd metoda byla pouzita k méfeni riznych koncentracnich

zavislosti MNL na BDDE v modelovych roztocich pro stanoveni zakladnich statistickych
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parametrt, jako jsou linearni dynamicky rozsah (LDR), LOD a LOQ. Obrazek 21 ukazuje
ptiklad SW voltamogrami MNL ziskanych na BDDE v koncentraénim rozsahu od 0,1 do
30 umol L%, coz je soucasné LDR nové metody. Jak je vidét, lp roste linearné s rostouci
koncentraci MNL Vv roztoku a zavislost 1ze popsat rovnici (14). Byly ziskany velmi nizké

hodnoty statistickych parametrd LOD = 55 nmol L*a LOQ = 180 nmol L.

lp [NA] = (94,67+0,37) ¢ (umol L) + (6,72+5,72), r = 0,9997 (14)
4000
= Esooo A
|E| =
h 2000
3000
1000
2000
0
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1000
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Obrazek 21 SW voltamogramy MNL v zavislosti na koncentraci zaznamenané na BDDE (A), zavislost
I, na cune (B). Metoda — SWV, elektrolyt — BRB (pH 9), E,oc = 0 mV, Exon = +2000 mV, v =50 mV s,
A=40mV, f =25 Hz, cun. = 0,1-30 umol Lt

Navrzena metoda byla ovétena pomoci analyzy modelovych roztoku. Koncentrace MNL
byla 1,0 a 5,0 umol L™ v 10 mL BRB (pH 9) a pro vyhodnoceni byla pouzita metoda
standardniho pfidavku, kdy byly pfidany vzdy 2-3 piidavky standardniho roztoku MNL.
Analyza byla 5x opakovéna a byly vypocteny parametry jako primérnd hodnota s intervalem
spolehlivosti, vytéznost a relativni smérodatna odchylka opakovaného stanoveni. Ptiklad
analyzy je uveden na obrazku 22 vcetné grafického vyhodnoceni metody standardniho
ptidavku. Ziskané vysledky jsou shrnuty v tabulce 1 a ukazuji, Ze SWV ve spojeni s BDDE
umoznuje dosdhnout spravnych a opakovatelnych vysledkl. Jako referen¢ni metoda pro
kontrolu spravnosti nové vyvinuté voltametrické metody byla pouzita HPLC/DAD.

Analyzovana byla pouze vyssi koncentrace MNL, protoZe niz8i byla pod LOQ metody za
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danych podminek. Byl pouzit dvouvybérovy t-test [265] s rovnosti rozptyli a na hladiné
vyznamnosti p = 0,05 byla potvrzena shoda vysledku SWV a HPLC.
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Obrdazek 22 Stanoveni MNL v modelovém roztoku o koncentraci 1 umol L™ na BDDE (A) a grafické
vyhodnoceni metody standardniho pridavku (B). Metoda — SWV, elektrolyt — BRB (pH 9), E,.c = 0 mV,
Eion = #2000 MV, v=50mV s, A =40 mV, f = 25 Hz, vzorek: V = 10 mL, standardni pridavky:

V =10 uL, enne = 0,001 mol L?

Tabulka 1 Vysledky opakovaného stanoveni MNL v modelovych roztocich

Metoda Déano Stanoveno Vytéznost RSDs
[pmol L] [smol L] [%] [%0]
SWV 1,0 (0,999+0,026)  97,0-103,1 2,6
SWvV 5,0 (5,015+0,077)  97,9-102,0 1,5
HPLC/DAD 5,0 (5,130+0,140)  98,0-104,9 2,4

4.1.3.2 Analyza praktického vzorku
Vyvinutd metoda byla aplikovana pfi analyze farmaceutického ptipravku Dimexol
s deklarovanym obsahem MNL 200 mg na tabletu. Analyza byla provedena nésledovné.
Tableta byla rozdrcena v keramické hmozdifi a rozpusténa v acetonitrilu tak, aby koncentrace
tginné latky MNL v roztoku byla 0,001 mol L™ (pogitano podle obsahu latky deklarovaného
vyrobcem). Vysledny roztok byl umistén na 15 minut v ultrazvukové lazni. 50 uL pfipraveného

roztoku bylo pfidano do voltametrické cely s 10 mL BRB (pH 9). Postup stanoveni byl stejny
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jako u modelovych roztokt. Z tabulky 2 vyplyva, ze hodnota obsahu MNL deklarovana
vyrobcem lezi v ziskaném intervalu spolehlivosti. Navic opakovatelnost stanoveni byla velmi
dobra (RSDs < 2,0 %). Ziskané vysledky byly opét porovnany s vysledky HPLC/DAD, kdy
byla k vyhodnoceni pouzita metoda kalibra¢ni zavislosti (obrazek 23). K tomuto tcelu byla
pouzita metoda kalibra¢ni zavislosti. Na zaklad¢ ziskanych vysledku a aplikovaného t-testu Ize

fici, ze ob¢é metody poskytuji shodné vysledky, i kdyz pro HPLC/DAD byl ziskén Sirsi

konfidenéni interval.

Tabulka 2 Vysledky opakovaného stanoveni MNL ve farmaceutickém pripravku Dimexol

Metoda Deklarovano Stanoveno  VytéZnost™ RSDs
[mg] [mg] [%0] [%0]
SWV 200 (198,7+£3,5)  98,0-102,2 1,8
HPLC/DAD 200 (206,1+6,6)  97,1-106,6 3,2

“Vytéznost byla vztazena k obsahu MNL deklarovanému vyrobcem
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Obrazek 23 Chromatogram analyzy farmaceutického pripravku Dimexol metodou kalibracni zavislosti

(4) a grafické vyhodnoceni metody kalibracni zavislosti (B). Metoda — HPLC/DAD, mobilni faze —
CH3CN/H20 (90/10, V/V), Vinj = 20 ul, Fn = 1 mL min't, A= 198 nm, t = 4 min

Vysledky této studie byly publikovany v ¢lanku s nazvem ,,Voltammetric analysis of

mephenoxalone drug in pharmaceutical and biological samples using novel screen-printed
sensor with boron-doped diamond electrode* [169] (Ptiloha ¢. 3).
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4.2 Elektrochemické chovani a voltametrické stanoveni dalSich latek

Vramci této kapitoly budou strucné shrnuty vysledky studii zaméfenych na
elektrochemické chovani a stanoveni dalSich studovanych latek, které byly zminény jiz v ivodu
vysledkové casti, konkrétné se jedna o 1é¢ivo ATX, pesticid TTC a neurotransmiter DA.
U néekterych latek jsou podrobnéjsi vysledky opét soucasti ptilozenych publikaci.

4.2.1 Studium elektrochemického chovani

Cyklicky voltamogram ATX zaznamenany na BDDE v prostfedi BRB (pH 4.5) je
uveden na obrazku 24A. Analyt poskytuje dva Siroké anodické piky (+1600 a +1850 mV)
a zadny odpovidajici redukéni signal pozorovan nebyl. Pivod anodickych piki ATX byl
podrobnégji zkoumdn s vyuzitim eliminacni voltametrie s linedrnim skenem a vysledky této
studie jsou popsany v piilozené praci [168] (Ptiloha ¢. 4). Obrazek 24B ukazuje anodické ¢asti
cyklickych voltamogramii ATX ziskanych na BDDE v 0,1 mol L™t HNO3z a v BRB (pH 2-11).
Je zfejmé, Ze oba anodické piky ATX byly pozorovany v celém testovaném rozsahu pH, ale
jejich vyhodnotitelnost se s rostouci hodnotou pH zhorSovala v disledku piekryvu signali

rozkladem elektrolytu. Soucasné se oba piky posouvaji s rostoucim pH k méné pozitivni

potencialiim.
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Obrazek 24 Cyklicky voltamogram ATX v roztoku BRB (pH 4,5) ziskany na BDDE (A), anodické casti
cyklickych voltamogramii ATX ziskané na BDDE v zavislosti na pH (B), zavislost Ep na pH (C).
Metoda — CV, elektrolyt — 0,1 mol L™ HNO; a BRB (pH 2-12), E,..= —1000 mV (A), 0 mV (B),

Eobratu = +2200 m ¥, v =100 mV s7*; carx = 100 umol L™

S rostouci rychlosti polarizace (25-350 mV s1) se potencialy piki ATX (100 pmol L)
posouvaji k pozitivnéjSim hodnotam, coz odpovida ireverzibilnimu priabehu elektrodové
reakce. Byla ziskana linearni zavislost I, na v (rovnice (15)), coz ukazuje na difuzné fizenou

elektrodovou reakci. Odpovidajici logaritmicka zavislost log (lI) = f(log (v)) popsana
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rovnici (16) vykazuje smérnici blizici se teoretické hodnoté 0,5, coz potvrzuje difuzi jako fidici
dgj.
Ip [NA] = (295,9+2,6) vV (ImV s71]*?) + (249,1+36,0), r = 0,9995 (15)
log (I, [nA]) = (0,465+0,004) log (v [mV s71]) + (2,578+0,009), r = 0,9998 (16)
Elektrochemické chovani TTC v prosttedi BRB (pH 6) je dokumentovano na
obrazku 25A. TTC poskytuje jeden anodicky pik pfi potencialu +1500 mV a jedna se
o ireverzibilni elektrodovou reakci. Obrazek 25B ukazuje vliv pH elektrolytu na anodické
signaly TTC (0,1 mol L~ HNO3 a BRB (pH 2-12)). Oxidac¢ni pik byl pozorovan v celém
testovaném rozsahu a s vyjimkou siln¢ alkalického prosttedi (pH 12) se jeho vyska ani tvar
ptili§ neménila. Ep se s rostoucim pH posouval k méné pozitivnim hodnotam, coz ukazuje na

roli protontl v pozorované elektrodové reakci (rovnice (17), obrazek 25C).
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Obrazek 25 Cyklicky voltamogram TTC v roztoku BRB (pH 6) ziskany na BDDE (A), anodické casti
cyklickych voltamogramii TTC ziskané na BDDE v zavislosti na pH (B). Zavislost I, a E, na pH (C).
Metoda — CV, elektrolyt — 0,1 mol L™ HNOs a BRB (pH 2-12), E,..= -500 mV (A), 0 mV (B),
Eobraw = +2200 mV, v = 100 mV s%; ¢rre = 100 gmol L2

S rostouci rychlosti polarizace od 25 do 250 mV s se vyska oxida¢niho piku TTC
(100 pmol L) zvy3ovala linearné v zavislosti na vi'? (rovnice (18)), coZ opét ukazuje na reakci
fizenou difuzi. Zavislost log (lIp) = f(log (v)) popsana rovnici (19) potvrzuje tento zavér
vzhledem k hodnoté smérnice (0,477+0,01). Potencial oxida¢niho piku se s rostouci rychlosti
polarizace posouva do anodické oblasti (rovnice (20)), coz potvrzuje ireverzibilni pribéh

oxidaéni reakce TTC na BDDE.

Ep [mV]=(-12,6 +£1,1) pH + (1575 + 8), r = 0,9661 (17)
I, [NA] = (144,6+3,3) v [(mV s1)¥?] + (110,3+39,2), r = 0,9979 (18)
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log (Ip [NA]) = (0,477+0,010) log (v [mV s71]) + (2,237+0,020), r = 0,9984 (29)
Ep [mV] = (113,6 £ 6,5) log (v [mV s71]) + (1292,4 + 13,4), r = 0,9873 (20)

Obrazek 26A ukazuje cyklicky voltamogram DA zaznamenany na BDDE v BRB
(pH 5,5). Je vidét, ze DA poskytuje v souladu s literaturou [249] jeden oxida¢ni a odpovidajici
redukéni pik. Rozdil Ep oxidaéniho a redukéniho piku je pfiblizné 630 mV, takze lze
konstatovat, ze elektrochemicka reakce DA je kvazi-reverzibilni. Zavislost piku na pH je
znazornéna na obrazku 26B. V kyselém az slabé kyselém prostiedi pH (3-6) byly pozorovany
dobfe vyvinuté oxida¢ni a reduk¢ni piky, jejichz vyska se pfili§ neménila. S dal§im zvySenim

pH se proudové odezvy snizovaly.
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Obrazek 26 Cyklicky voltamogram DA v roztoku BRB (pH 5,5) ziskany na BDDE (A), anodické casti
cyklickych voltamogramii DA ziskané na BDDE v zavislosti na pH (B). Zavislost I, a E; na pH (C).
Metoda — CV, elektrolyt — BRB (pH 3-8), E o = 500 MV, Eopray = +1500 mV, v =100 mV s%;
¢pa = 10 umol Lt

4.2.2 Vyvoj voltametrickych metod stanoveni
Vyvoj metod pro voltametrické stanoveni uvedenych latek probihal podobné jako
u MNL. Nejprve byla vybrana optimalni hodnota pH prostiedi a poté byly optimalizovany
parametry DPV a SWV. Na zaklad¢ porovnani parametrti zmétenych koncentracnich zavislosti
pak byla zvolena metoda vyhodnéjsi pro konkrétni latku. Prehled pouzitych zakladnich
elektrolyt a metod s optimalizovanymi parametry pro vSechny studované latky je uveden

v tabulce 3.
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Tabulka 3 Parametry metod pro voltametrické stanoveni vybranych latek pomoci BDDE

Latka pH Metoda  Epot Ekonc Parametry
[mV] [mV]
MNL 10 SwWv 0 2000 v=50mV st A=40mV,f=25Hz
ATX 20 DpPV 500 2000 v=50mV st A=50mV,t=20ms
TTC 6,0 SWV 0 2000 v=40mVst A=40mV,f=20 Hz
DA 55 SWV 0 1500 v=50mVst A=80mV,f=10 Hz
Nasledovalo proméieni ftady koncentranich zavislosti a zjisténi zékladnich

statistickych parametrii navrzenych metod. Piiklady ziskanych voltamogramt v zavislosti na
koncentraci latek jsou uvedeny na obrazku 27 a parametry vlozenych zavislosti jsou shrnuty
Vv tabulce 4. Pro vSechny analyzované latky byl ziskan pomérné Siroky LDR pies nékolik
koncentra¢nich fadt. Vypoctené hodnoty LOD a LOQ jsou uvedeny v tabulce 5, ze které
vyplyva, ze navrzené metody umoznuji stanoveni velmi nizkych koncentraci analyt. Dobra

opakovatelnost méfeni byla ovétena vypoctem RSD11 pro 11 opakovanych kiivek pro stejnou

koncentraci jednotlivych latek, ktera je <5 % (tabulka 5).

Tabulka 4 Statistické parametry koncentracnich zdvislosti pro vSechny studované ldatky

Latka LDR Smérnice Usek r
[pmol L1 [NA pmol L] [NA]

MNL 0,1-30 (94,6740,37)  (691%£5,72)  0,9997

ATX 0,2-20 (45,78£0,19)  (0,66£0,59)  0,9999

TTC 1-20 (21,69+0,15)  (10,34+1,84) 0,9996

DA 0,2-286 (25,5340,13)  (7,41£120)  0,9998
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Obrazek 27 DP voltamogramy ATX (A) a SW voltamogramy TTC (C) a DA (E) v zavislosti na
koncentraci zaznamenané na BDDE, zavislosti |, na koncentraci jednotlivych latek (B, D, F).
Podminky metod jsou shrnuty v tabulce 3

Tabulka 5 Vypocitané hodnoty LOD, LOQ a RSDu1 pro vsechny studované latky

Latka LOD LOQ RSD11"
[nmol L]  [nmol L] [96]
MNL 55 180 0,9
ATX 39 130 50
TTC 250 850 2,5
DA 62 207 14

“Vypoéteno z 11 opakovanych méfeni pii koncentraci MNL, ATX, DA 5 pmol L™%, a TTC 10 pmol L™

Na zavér této kapitoly jsou prezentovany vysledky analyzy modelovych roztoku
0 znamé koncentraci analytd a pesticidnich (TTC/Substral) nebo farmaceutickych (ATX/
Strattera) ptipravkl s vyuZzitim vyvinutych voltametrickych metod. Postupy pfipravy vzorki

I vlastnich analyz jsou uvedeny v Experimentalni ¢asti. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 6, ze
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které vyplyva, ze byly vyvinuty metody umoziujici spravné a opakovatelné stanoveni

24

Tabulka 6 Vysledky stanoveni ATX a TTC vV modelovych roztocich a praktickych vzorcich

Latka Vzorek Dano Stanoveno VytéZnost RSDs
[nmol L] [umol L] [%0] [%0]
TTC Modelovy roztok 50 (5,070+0,100) 98,9-103,7 2,0
ATX Modelovy roztok 1,0 (1,016+0,024) 97,4-107,1 3,5
5,0 (4,990+0,065) 97,2-102,2 2,0
Latka Vzorek Deklarovano Stanoveno VytéZnost RSDs
[mg] [mg] [%0] [%0]
TTC Substral 10 (9,84 £ 0,58) 92,5-105,8 59
ATX Strattera 60 (59,7+£11) 98,2-103,9 2,8

Vysledky ¢asti této studie tykajici se ATX byly publikovany v ¢lanku s nazvem ,,Novel
screen-printed sensors with chemically deposited boron-doped diamond and their use for
voltammetric determination of attention deficit hyperactivity disorder medication atomoxetine*
[168] (Piiloha &. 4).

4.3 Nové tisténé senzory s chemicky deponovanou borem dopovanou
diamantovou elektrodou

V ramci této disertacni prace byly pfipraveny nové tiSténé senzory s chemicky
deponovanou borem dopovanou diamantovou elektrodou (LM-SP/BDDE), byly studovany
jejich povrchové a elektrochemické vlastnosti a moZnosti aplikace pii analyze vybranych
elektroaktivnich latek. Tyto senzory byly zavedeny do praxe publikaci s nazvem ,,Novel screen-
printed sensor with chemically deposited boron-doped diamond electrode: preparation,
characterization, and application.” [167] (Pfiloha ¢. 5).

Postup pripravy téchto senzorti byl popsan v experimentalni ¢asti v kapitole 3.3.1.
Tisténé senzory s borem dopovanou diamantovou elektrodou. Snimek SEM (obrazek 28A)
ukazuje BDD vrstvu piipravenou na substratu z Al>Os. Velikost zrn se pohybuje v rozmezi od
0,2 do 1 um. Tloustka vrstvy po 30 hodinach rtstu je cca 3,5 um, coz zajistuje homogenni
pokryti keramického substratu. Ramanova spektra ziskand pomoci excitac¢ni vinové délky 325
nm a 633 nm (obrazek 28B) obsahuji maxima typicka pro diamant siln¢ dopovany borem. Pésy

B1 (480 cm1) a B2 (1220 cm?) se tykaji inkorporace boru ve struktufe diamantu. Maximum
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ZCPp odpovida diamantu a pasy pfi 1360 cm™ resp. 1570 cm~* odpovidaji amorfnimu uhliku
a sp? vazanému uhliku [266,267].

B
_ ZCPD G band
=
3 B1 Bz aC
3
‘N 325 nm
| =
Q
=]
[

500 1000 1500 2000

Raman shift [cm™]

Obrazek 28 SEM snimek filmu BDD na substratu Al,Oz (45° uhel pohledu) (A) a Ramanova spektra

filmu BDD ziskana p7i excitaci 325 nm a 633 nm (B1 a B, — maxima souvisejici s inkorporaci boru,

ZCPp — fononovy mod kubického diamantu, aC — amorfni uhlik, G band — grafitovy pas souvisejict
s sp? uhlikem) (B)

4.3.1 Studium elektrochemickych vlastnosti s vyuzitim cyklické voltametrie

Elektrochemické vlastnosti LM-SP/BDDE byly zkoumény pomoci CV a ziskané
vysledky byly porovnany s vysledky dosazenymi s pouzitim BDDE ve standardnim uspotadani
elektrochemického ¢lanku a komeréné dostupného SP/BDDE. Prvnim testovanym parametrem
byl vyuzitelny potencialovy rozsah jednotlivych senzorti v prostiedi 0,1 mol L™t H.SO4
(obrazek 29). Mez anodického a katodického potencialu byla definovana jako potencial, kde
proudova hustota prekrocila hodnotu +2000 nA mm2. Obrazek 30 ukazuje, Ze viechny
systémy poskytuji srovnatelné velmi Siroké vyuzitelné potencialové okno (> 3000 mV).

.........

dopovani borem [52,58].
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Obrdzek 29 Cyklické voltamogramy zaznamenané Vv prostiedi 0,1 mol L™ H2SO4 na testovanych
senzorech (v =100 mV s™)
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Obrdzek 30 Vyuzitelny rozsah potencidlu pro jednotlivé elektrody v prostiedi 0,1 mol L™ H,SO4 (limit

byl nastaven na hodnotu proudové hustoty £2000 nA mm2)

Pro studium elektrochemickych vlastnosti novych senzort byly pouzity dva redoxni

systémy bé&zné pouzivané pro charakterizaci elektrod, a to [Fe(CN)s]*”>~ a [Ru(NHz)s]>***.

Zatimco [Fe(CN)s]* 7~ piedstavuje v ptipadé BDDE redoxni systém tzv. ,, vnitini sféry*, kdy

pienos elektront je silné ovlivnén stavem povrchu a materialem elektrody [43,52,268-271],

64



[Ru(NH3)6]?*3* patii mezi markery ,, vnéjsi sféry*, pro které plati, Ze prenos elektrond neni
ovlivnén materialem elektrody ani jeji kvalitou [52,269,271,272]. Reakce s mechanismem
,vnitrni sféry” jsou obecné méné reverzibilni nez reakce ,,vnéjsi sféry™ [273]. Pro lepsi
porovnani vysledkii byly hodnoty proudu ptfepocitany na proudové hustoty (k pfepoctu byla
pouzita geometricka plocha). Nejprve bylo méfeno 10 opakovanych cyklickych voltamogramii
obou redoxnich markerti v roztoku 0,1 mol L KCI (v = 100 mV s%, ¢([Fe(CN)e]*"*") =
c(Ru(NHs)6]?***) = 0,625 mmol L1). Ziskané vysledky svédéi o velmi dobré opakovatelnosti
meéfeni na vSech testovanych senzorech (RSD1o < 2,5 %).

Dale byla zkoumana reverzibilita sledovanych elektrodovych reakci. Obrazek 31A
ukazuje cyklické voltamogramy [Fe(CN)s]* "%~ zaznamenané na konkrétnich elektrodach (vzdy
10. ktivka z predchoziho experimentu). Zakladni charakteristiky anodickych a katodickych
pikti jsou shrnuty v tabulce 7. Dosazené hodnoty jp byly podobné, piesto nejvyssi oxidacéni a
redukéni piky byly zaznamenany vedle BDDE na 2LM- a 3LM-SP/BDDE. Parametr jpa/jpc Se
pro vSechny senzory pohyboval kolem hodnoty 1 potvrzujici reverzibilitu elektrodové reakce.
AE, byl vyssi, nez odpovida teoretické hodnoté 59 mV, coz je pravdépodobné dano tim, zZe se
jedné o marker ,,vnitini sféry‘ a probihajici reakce je ovlivnéna kvalitou povrchu elektrody.
Jednozna¢né nejhorsi vysledek (AEp = 395 mV) byl ziskan pro SP/BDDE. U LM-SP/BDDE
rostla reversibilita reakce s rostouci plochou WE (AEp = 115 mV, 3LM-SP/BDDE).

900 1100
E [Fe{CN)g]*/>- £ [Ru(NH)]?/**
£ £
< 400 < a00 |
= =
-100 | -300
—BDDE —BDDE
—SP/BDDE —SP/BDDE
600 | — 1LM-5P/BDDE -1000 —1LM-SP/BDDE
—2LM-SP/BDDE —2LM-5P/BDDE
——3LM-SP/BDDE ——3LM-SP/BDDE
-1100 L 1 L -1700 . :
-600 -200 200 600 1000 550 -350 -150 50 250
E[mV] E [mV]

Obrdzek 31 Cyklické voltamogramy [Fe(CN)s]**~ (A) a [Ru(NH3)e]**** (B) zaznamenané na
testovanych senzorech. Metoda — CV, elektrolyt — 0,1 mol L KCI, v = 100 mV s, ¢([Fe(CN)s]*”*") =
c(Ru(NH3)]***) = 0,625 mmol L

Cyklické voltamogramy pro komplex [Ru(NH3)s]?*** jsou uvedeny na obrazku 31B
a parametry kiivek jsou opét shrnuty v tabulce 7. Parametr jpa/jpc S pohyboval od 0,96 do 1,03,

coz svédéi o reverzibilnim pribshu reakce. Na rozdil od [Fe(CN)s]* ">~ byly v piipadé
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[Ru(NH3)s]**** zjistény hodnoty AE, bliZici se teoretické hodnoté 59 mV, ktera je typické pro
jednoelektronovou reverzibilni elektrodovou reakci. To lze vysvétlit povahou redoxniho
systému, kdy reakce ani pienos elektroni nejsou ovlivnény fyzikalné-chemickymi vlastnostmi
pracovniho povrchu elektrody [274]. Velmi dobra reverzibilita byla potvrzena zejména u LM-

SP/BDDE a klasického BDDE (AEp = 59-65 mV). U SP/BDDE byl rozdil vétsi (AEp = 85 mV).

Tabulka 7 Parametry cyklickych voltamogramii redoxnich markeri [Fe(CN)s]*™*~ a [Ru(NH3)e]****
Elektroda jpa jpc jpa/jpc Epa Epc AEp

[NA mm—] [NA mm~2] [mV] [mV] [mV]

[Fe(C N)e]4_/3_

BDDE 857 -829 1,03 367 221 146
SP/BDDE 634 -535 1,18 283 112 395
1LM-SP/BDDE 777 —665 1,17 195 19 176
2LM-SP/BDDE 874 -816 1,07 193 60 133
3LM-SP/BDDE 939 -882 1,06 187 72 115
[Ru(NHz)g]2*

BDDE 1283 —-1266 1,01 47  -111 64
SP/BDDE 1094 1144 0,96 -194 279 85
1LM-SP/BDDE 1059 -1024 1,03 -200 265 65
2LM-SP/BDDE 1179 -1162 1,01 -192 251 59
3LM-SP/BDDE 1142 -1144 1,00 -192 253 61

Soucasné byl pozorovan vyznamny posun potencialu redoxnich signalli ziskanych na
SP/BDDE i LM-SP/BDDE do méné pozitivnich hodnot ve srovnani s klasickym uspotadanim
elektrochemického ¢lanku s BDDE. Jak je dokumentovano na obrazku 32, tento posun je
zptiisoben pseudo-RE pouZivanymi v piipadé SPE. Obrazek ukazuje na ptikladu 3LM-
SP/BDDE, Ze po piipojeni externi RE K ti§ténému senzoru se piky [Ru(NHz)s]*** posunuly
Kk pozitivnéj§im potencialim a piekryvaji se s piky ziskanymi na BDDE ve spojeni se stejnou
RE. Podobny potencialovy posun byl pozorovan v celé praci jak v analyze redoxnich markerd,

tak pfi stanoveni dalsich analytii, a nebude mu jiz v dal$im textu vénovana pozornost.
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Obrdzek 32 Cyklické voltamogramy [Ru(NH3)s]**"*" zaznamenané na BDDE V klasickém
trielektrodovém usporadani (RE — AgIAgCI/KCl(sat.)), na 3LM-SP/BDDE (pseudo-RE) a na 3LM-
SP/BDDE s externi RE (Ag/AgCI/KCl(sat.)). Metoda CV, elektrolyt —0,1 mol L™* KCI, v =100 mV s %,
c([Ru(NHz)6]***) = 2,5 mmol L*

V dalsim kroku byl zkouman vliv rychlosti polarizace v rozsahu 25 az 500 mV s na
voltametrické odezvy obou redoxnich markert. Ty se zvySuji s rostouci rychlosti polarizace,
ale ptislusné zavislosti Ip na v nebyly linearni. Naopak linearita byla pozorovana u zavislosti
jo = f(v?), coz ilustruje obrazek 33. Tento vysledek je typicky pro difuzné fizenou elektrodovou
reakci, ktera je bézna pro BDDE vzhledem k nizké sorpci analyt na povrchu. Nejvyssi hodnoty
smérnice (tabulka 8) byly opét ziskany pro 2LM- a 3LM-SP/BDDE, coz svéd¢i o vynikajicich
elektrochemickych vlastnostech téchto senzort. Difuze jako fidici d& byla dale potvrzena
vynesenim logaritmickych zavislosti log (jp) = f(log (v)). Smérnice uvedenych zavislosti
(tabulka 9) se blizi k teoretické hodnoté 0,5 zejména v piipadé komplexu [Ru(NHz)s]>"3*.

Zdéanliva heterogenni konstanta rychlosti pienosu elektront (k%pp) byla vypoétena podle
Nicholsona (rovnice 5) pro v =100 mV s [262]. Na z4kladg literatury byly pouZity nasledujici
hodnoty diftiznich koeficienti (D) za predpokladu Dox = Dred: 7,6x107% cm? s71 [275,276] pro
[Fe(CN)s]* % a 5,5x10°® cm? s [277] pro [Ru(NH3)s]?***. Rychlostni konstanty se oznacuji
jako zdanlivé, protoze nebyla provedena zadnd korekce na jakékoli elektrické dvouvrstvé
efekty. Ziskané vysledky jsou shrnuty v tabulce 8 a mohou slouzit pro kvalitativni odhad
rychlosti prenosu niboje. Vzhledem k vysokym hodnotdm AE, Vv ptipadé [Fe(CN)s]* "~ byl
pouzit diive publikovany vypoéetni postup (rovnice 6) [58]. Hodnoty k’pp se pohybuji pies tfi
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fady (2,10x1073 az 5,70x107° cms™?), coz potvrzuje povrchové citlivy charakter tohoto
markeru. Srovnatelng vysoké hodnoty k%pp indikujici rychlejsi pfenos naboje byly vypodteny
pro LM-SP/BDDE (nejvyssi pro 3LM-SP/BDDE) a BDDE. Vyznamné nizs§i hodnota byla
ziskana pro SP/BDDE. Hodnoty k%pp vypoétené pro [Ru(NHs)s]?"®* se pohybuji v uzkém
rozsahu od 4,40x1072 do 3,16x10°3 cm s, coz odpovida charakteru tohoto markeru (“vnéjsi
sféry”) a je v souladu s publikovanymi vysledky [52,58,267]. Nejvyssi hodnoty potvrzujici

ptiznivé elektrochemické vlastnosti byly opét ziskany pro 2LM- a 3-LM-SP/BDDE.

__2000 3000
£ [Fe(CN)g] +-/3 'z [Ru(NH,)g] /3
- £
.5;1000 F g
= 21000
+ BDDE + SP/BDDE + BDDE + SP/BDDE
0ok + 1LM-SP/BDDE ¢ 2LM-SP/BDDE + 1LM-SP/BDDE + 2LM-SP/BDDE
$ = + 3LM-SP/BDDE + 3LM-SP/BDDE
—t , -1000 |
-1000 | R S atgg e
A »
-2000 -3000 L
4 9 14 1 4 4 9 14 24
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Obrazek 33 Zavislosti j, = f(vY?) ziskané pro [Fe(CN)s]* ™~ (A) a [Ru(NHz3)s]**** (B) s pouzitim
testovanych senzorii. Metoda CV, elektrolyt —0,1 mol L™* KCI, v = 25-500 mV s *,
c([Fe(CN)s]* ") = c([Ru(NH3)6]****) = 0,625 mmol L*

Tabulka 8 Parametry zavislosti j, = f(v*?) a hodnoty k%pp pro [Fe(CN)e]* ™ a [Ru(NHz)s]**"**

Elektroda Smérnice () Smérnice (C) AEp! KCapp!
[NAsmVImm—?] [NAsmVImm?] [mV] [cm s™]
[FE(CN)5]4_/3_
BDDE (55,7+1,10) —(55,10+0,91) 146,8  1,39x107°
SP/BDDE (43,11+0,80) —(38,10+0,61) 394,7 5,70x10°°
1LM-SP/BDDE (56,50+1,00) —(46,21+0,60) 176,5  9,47x107*
21.M-SP/BDDE (65,101,12) ~(55,71+0,80) 1329  1,66x10°°
3LM-SP/BDDE (72,41+0,90) —(66,51+0,81) 1150  2,10x107°
[RU(NH3)6]2+/3+
BDDE (124,61+0,50) —(130,21+0,31) 635  4,19x1073
SP/BDDE (98,21+0,50) —(123,31+0,20) 853  3,16x1073
1LM-SP/BDDE (104,91£0,81)  —(109,00+0,80) 655  4,08x1073
2LM-SP/BDDE (122,20+1,30) —(125,91+0,60) 59,5  4,40x107°
3LM-SP/BDDE (127,60+1,60) —(127,10+0,50) 615  4,30x1073

! pti rychlosti polarizace 100 mV st a — anodicky pik, ¢ — katodicky pik
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Tabulka 9 Parametry zavislosti log(jp) = f(log(v)) pro [Fe(CN)e]* ™ a [Ru(NHs)s]**"**

Elektroda

Smérnice (a)

r

Smérnice (C)

r

[Fe(CN)s]* 7~

BDDE (0,363+0,003)  0,9992 (0,366+0,002)  0,9997
SP/BDDE (0,377+0,003)  0,9995  (0,388+0,023)  0,9997
ILM-SP/BDDE  (0,388+0,007)  0,9973 (0,374+0,004)  0,9989
2LM-SP/BDDE  (0,383+0,003)  0,9995 (0,362+0,001)  0,9999
3LM-SP/BDDE  (0,413+0,002)  0,9997 (0,405+0,002)  0,9998
[RU(NHz)e] 2%

BDDE (0,480+0,001)  0,9999  (0,509+0,001)  0,9999
SP/BDDE (0,469+0,001)  0,9999  (0,521+0,001)  0,9999
ILM-SP/BDDE  (0,489+0,004)  0,9994  (0,510+0,004)  0,9986
2LM-SP/BDDE  (0,507+0,006)  0,9989  (0,527+0,002)  0,9998
3LM-SP/BDDE  (0,525+0,006)  0,9989  (0,533+0,001)  0,9999

4.3.2 Charakterizace pomoci elektrochemické impedanéni spektroskopie

Vsechna ziskana EIS spektra (obrazek 34) dobie koreluji s vysledky CV, protoze
nejostiejsi piky s nejlepsi reverzibilitou byly ziskany na elektrodach s nejniz§imi Ret. Hodnoty
jednotlivych prvki elektrickych ekvivalentnich obvodd (EEC) (R([R]/Q) pro [Fe(CN)e]* ">~
redox marker a R([IRW]/Q) pro [Ru(NHs)s]?*** redox marker vypogitané pomoci simulaéniho
softwaru FRA jsou shrnuty v tabulce 10. Pro [Fe(CN)s]* "~ (obrizek 34A) byla nejvyssi
hodnota Rct = 40,1 kQ zaznamenana na SP/BDDE, coz odpovida nejvétsimu AEp mezi piky
oxidace a redukce. V piipadé¢ LM-SP/BDDE se Rt snizovalo se zvySujici se plochou pracovni
elektrody, a to 21,6, 7,7 a 2,4 kQ pro prumér elektrody 1, 2 a 3 mm, ale po zohlednéni plochy
elektrody byly hodnoty velice blizké (0,17, 0,24 a 0,17 kQ cm?). Ret u BDDE a SP/BDDE byly
11,7 kQ a 0,83 kQ cm?, resp. 40,1 kQ a 4,1 kQ cm?,

Hodnoty Ret pro [Ru(NHs)s]?*** (obrazek 34B) u BDDE a SP/BDDE byly mnohem nizsi
1,0kQ /71,8 Qcm? a 0,12 kQ / 12,3 Q cm?. U LM-SP/BDDE byly hodnoty Ret 1,19, 0,94
a 1,98 Q cm? pro elektrody o priiméru 1, 2 a 3 mm. Vétsi rozptyl hodnot byl zptisoben velmi
nizkym zmétenym Rct na Grovni 30 Q pro 2LM-SP/BDDE a 3LM-SP/BDDE z duvodu obtizné
simulace, resp. fitovani EEC, protoze bylo ziskano jen n¢kolik pouzitelnych boda v pulkruzich
Nyquistova grafu. Nizsi Ret pro oba markery byly podle o¢ekavani pozorovany u elektrod

s vy§8im dopovanim borem, vzhledem k jejich analogickému voltametrickému chovani na
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BDDE s riznymi urovnémi dopovani bérem [52,58]. Kromé toho trvale nizké hodnoty

ziskanych Rct na testovanych elektrodéach ilustruji dlouhodobou stabilitu H-terminace, protoze

odpovidajici Ret na O-terminovanych BDDE jsou vyrazné vyssi, jak uvadi Oliviera a Oliveira-

Brett [63].
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Obrazek 34 Elektrochemicka impedancni spektra (Nyquistovy grafy) zaznamenand na testovanych
senzorech. Metoda — EIS, elektrolyt — 0,1 mol L™* KCI, f = 10 000-1 Hz, A=10mV, ¢ = 2,5 mmol L*
[Fe(CN)e]”“ (A) a [Ru(NHa)s]*"™" (B)

Tabulka 10 Hodnoty jednotlivych prviii EEC (R(/R]/Q) pro [Fe(CN)s]*”~ a R([RW]/Q) pro
[RU(NH3)e]**** vypocitané pomoci simulacniho softwaru FRA

Elektroda Rs Ret Yo n Yo
[Q] [kQ] [uMho s"] [uMho s2]
[Fe(CN)e]* "3~
BDDE 105 11,7 0,77 0,90 —
SP/BDDE 499 40,1 0,75 0,95 —
1LM-SP/BDDE 319 21,6 0,14 0,92 -
2LM-SP/BDDE 149 1,7 0,49 0,93 -
3LM-SP/BDDE 119 2,4 2,17 0,86 —
[Ru(NH3)6]2+’3+
BDDE 0,189 1,016 1,5 0,80 93
SP/BDDE 0,479 0,121 2,4 0,88 581
1LM-SP/BDDE 0,351 0,151 11,1 0,62 34
2LM-SP/BDDE 0,145 0,030 29,3 0,65 165
3LM-SP/BDDE 0,123 0,025 90,1 0,66 455
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4.3.3  Aplikace ti§ténych senzori v elektroanalyze
Jak jiz bylo zminéno, jednim z cild této prace bylo také otestovat aplikaéni moznosti
novych sitotiskovych senzori s BDDE. Pro tyto ucely byly jako analyty vyuzity 1é¢iva
mefenoxalon a atomoxetin a fungicid tritikonazol, pro né€z byly vyvinuty metody stanoveni

s vyuzitim BDDE rovnéz v ramci této disertacni prace a jsou popsany vyse.

4.3.3.1 Studium voltametrického chovani vybranych latek na tisténych senzorech

Voltametrické¢ chovani MNL a TTC bylo studovano s vyuzitim vSech testovanych
senzort, zatimco pro ATX byly porovnany pouze vysledky ziskané na BDDE, SP/BDDE a
2LM-SP/BDDE. Na obrazku 35 jsou uvedeny cyklické voltamogramy (A) MNL (20 umol L1)
zaznamenané V prostiedi BRB (pH 9), (B) TTC (100 pmol L) v prosttedi BRB (pH 6) a (C)
ATX (100 umol L) v BRB (pH 4,5).
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Obrazek 35 Cyklické voltamogramy MNL (4), TTC (B) a ATX (C) zaznamenané na testovanych
senzorech. Metoda — CV, MNL: elektrolyt — BRB (pH 9), E,oc = —1500 mV, Egbrawn = +2200 mV,
v =100 mV s, cun. = 20 umol L™, TTC: elektrolyt — BRB (pH 6), Epoc = —500 MV, Eqbraw =
+2000 mV, v =100 mV s, cune = 100 zmol L*; ATX: elektrolyt — BRB (pH 4,5), E,oc = —1000 mV,
Eobras = +2200 mV, v = 100 mV s%, carx = 100 umol L
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Zatimco na BDDE byl pozorovan pouze jeden oxidacni pik MNL (v souladu s vysledky
Vv kapitole 4.1.1 Studium elektrochemického chovani mefenoxalonu), tiSténé senzory
poskytovaly dalsi Spatné vyvinuté signaly (obrazek 35A). Ziskané hodnoty jp oxida¢niho piku
MNL byly srovnatelné pro vSechny senzory. V piipadé TTC (obrazek 35B) byl na SPE
senzorech vedle stejné anodické odezvy jako na BDDE, jen posunuté k méné pozitivnimu
potencidlu, pozorovan dalsi méné vyvinuty a Spatné vyhodnotitelny pik v oblasti pozitivngjsich
potenciald. Jeho tvar byl vyznamné ovlivnén rozkladem zékladniho elektrolytu. Z obrazku 35C
a obsahuji vice anodickych signali nez v ptipadé BDDE. Problematice ptivodu jednotlivych
signalt ATX je vénovana pozornost v pfilozené praci (Ptiloha 4) [168]. Pro analytické tcely se
jevil pro vSechny analyty vhodny vZdy prvni oxida¢ni signal pozorovany na jednotlivych SPE

odpovidajici odezveé na BDDE.

4.3.3.2 Parametry koncentracnich zavislosti studovanych latek

Pro stanoveni zkoumanych latek byly pouZity metody SWV a DPV s optimalizovanymi
parametry. Nejprve byly prométfeny koncentracni zavislosti S vyuzitim testovanych senzori
a stanoveny zakladni statistické parametry. Priklad SW voltametrickych kiivek MNL
v zavislosti na jeho koncentraci zaznamenanych na SP/BDDE a 2LM-SP/BDDE je uveden na
obrazku 36A a B vcetné odpovidajicich zavislosti lp na cmnL. Obrazek 36C predstavuje
porovnani zavislosti po pfepoctu na jp pro vSechny testované senzory a usporadani. Ziskané
statistické parametry pro MNL jsou shrnuty v tabulce 11.VSechny SPE poskytovaly
srovnatelné hodnoty LDR jako BDDE s vyjimkou SP/BDDE, jejiz vyuziti bylo omezeno pfi
vys§8ich koncentracich. Nejniz§i LOD a LOQ totozné s BDDE poskytla 3LM-SP/BDDE.
S klesajici plochou elektrody se tyto parametry mirné zhorSovaly. Vysledky ziskané pro
SP/BDDE byly srovnatelné s 1LM-SP/BDDE. Vsechny senzory se vyznacovaly vysokou
opakovatelnosti méteni (RSD11 < 1 %).

Stejnd méfeni s vyuzitim vSech testovanych senzort byla realizovana rovnéz pro TTC.
Obrazek 37 ukazuje piiklad SW voltamogramt zaznamenanych v zavislosti na koncentraci
TTC na 2LM-SP/BDDE (A) a porovnani ziskanych zavislosti jp na crrc (B) pro jednotlivé
senzory. Vypocitané statistické parametry jsou shrnuty v tabulce 12. Je zifejmé, Ze citlivost je
mirné vyssi pro nové LM-SP/BDDE ve srovnani s BDDE a SP/BDDE. Hodnoty LOD jsou
V podstaté shodné pro vSechny testované senzory. TiSténé senzory poskytuji vyrazné Sir§i LDR

oproti BDDE. Opakovatelnost méfeni je na vSech senzorech dobra (RSD11 < 4 %).
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Obrazek 36 SW voltamogramy MNL v zavislosti na koncentraci zaznamenané na SP/BDDE (A)
a 2LM-SP/BDDE (B) s vioZzenymi, zavislostmi |, na Cunw @ zavislost j, Na CunL pro vsechny testované
senzory (C). Metoda — SWV, elektrolyt — BRB (pH 9), E,oc = 0 mV, Exon = +2000 mV, v=50 mV s %,
A=40mV, f =25 Hz, cun = 0,1-20 (A) a 0,1-30 zmol L * (B, C)

Tabulka 11 Statistické parametry koncentracnich zavislosti zmérenych pro MNL pomoci vsech
testovanych senzori

Elektroda LDR Smérnice LOD? LOQ2  RSDi?
[pmol L1 [nAL pmol™?mm=?] [nmolL™] [nmolL™] [%]
BDDE 0,1-30 (13,39+0,05) 55 180 0,9
SP/BDDE 0,3-21 (11,74+0,07) 94 310 1,0
1LM-SP/BDDE  0,3-30 (12,81:£0,05) 99 330 0,7
2LM-SP/BDDE 0,3-30 (15,31+0,06) 74 250 0,6
3LM-SP/BDDE 0,2-30 (11,15+0,04) 58 190 1,0

2 Vypodteno ze zaznamenané koncentra¢ni zavislosti v rozmezi 0,5-10 umol L™,
® Vypodteno z 11 opakovanych méfeni pti koncentraci MNL 5 umol L2,
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Obrazek 37 SW voltamogramy TTC v zavislosti na koncentraci zaznamenané na 2LM-SP/BDDE (A)
S vlozenymi, zavislostmi I, na Crrc a zavislost j, Na Crrc pro vSechny testované senzory (B). Metoda
SWV, elektrolyt BRB (pH 6), Epoc = 0 MV, Exonc = +2000 mV, v =40 mV s, A=+40mV, f = 25 Hz

Tabulka 12 Statistické parametry koncentracnich zavislosti zmérenych pro TTC pomoci vsech
testovanych senzori

Elektroda LDR Smérnice LOD? LOQ? RSD11”
[wumol L7Y] [nA L pmol™ mm=?] [umelL™] [umolL™] [%6]
BDDE 1-20 (3,07+0,02) 0,25 0,83 25
SP/BDDE 1-60 (3,04+0,01) 0,21 0,70 1,4
1LM-SP/BDDE 1-51 (3,71+0,02) 0,28 0,93 3,2
2LM-SP/BDDE 1-63 (3,64+0,01) 0,18 0,60 2,6
3LM-SP/BDDE  1-70 (3,85+0,03) 0,34 1,13 3,9

2 Vypoéteno ze zaznamenané koncentraéni zavislosti v rozmezi 1-20 umol L.
® Vypoéteno z 11 opakovanych méteni pti koncentraci TTC 10 pmol L.

Voltametricka metoda stanoveni ATX vyvinutd pomoci BDDE byla pfenesena na
SP/BDDE a 2LM-SP/BDDE. Pro porovnani citlivosti jednotlivych senzorti byly zméfeny
koncentraéni zavislosti v rozsahu od 1 do 10 umol L™ v prosttedi BRB (pH 2). Piiklad
zaznamenanych DP voltamogramut pro 2LM-SP/BDDE (A) s vynesenymi zavislostmi jp = f(C)
pro jednotlivé senzory (B) jsou uvedeny na obrazku 38 a vypoctené statistické parametry jsou
shrnuty v tabulce 13. Je zfejmé, ze jak SP/BDDE, tak 2LM-SP/BDDE poskytuji vyssi hodnoty
smérnice nez BDDE, ale hodnoty LOD pro vsSechny tifi senzory byly srovnatelné.

Opakovatelnost méfeni byla opét velice dobra (RSD11 < 2 %).
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Obrazek 38 DP voltamogramy ATX v zavislosti na koncentraci zaznamenané na 2LM-SP/BDDE (A)
S vlozenymi, zavislostmi I na Catx a zavislost j, Na Catx pro vSechny testované senzory (B). Metoda —

DPV, elektrolyt — BRB (pH 2), Epo: = +500 mV, Exon = +2000 mV, v =50 mV s}, A = +50 mV,
t =20 ms, carx = 1-10 umol L™

Tabulka 13 Statistické parametry koncentracnich zavislosti zmérenych pro ATX pomoci BDDE,
SP/BDDE a 2LM-SP/BDDE

Elektroda LDR Smérnice LOD LOQ RSD112
[umol L] [NA L mm=2pmol] [pmol L] [pmol L] [%]
BDDE 1-10 (5,084+0,044) 0,16 0,53 11
SP/BDDE 1-10 (8,990+0,053) 0,14 0,48 1,8
2LM-SP/BDDE 1-10 (7,888+0,070) 0,13 0,42 1,5

2 Vypocteno z 11 opakovanych méfeni pii koncentraci ATX 5 pmol L2,

4.3.3.3 Opakovatelnost a reprodukovatelnost mereni

Vzhledem Kk potencialni aplikaci senzort v praxi hraje dulezitou roli rovnéz
opakovatelnost méfeni a reprodukovatelnost ptipravy senzorti. Reprodukovatelnost vysledka
méteni mezi jednotlivymi kusy elektrod stejného typu je dileZitd zejména s ohledem na
moznost pouziti SPE jako jednorazovych senzorti. Navic plati, Ze reprodukovatelnost tisténych
senzori muze byt problematicka. Pro studii bylo pouzito vzdy 5 senzorti kazdého testovaného
typu, bylo provedeno 10 opakovanych méteni 10 pmol L MNL a ziskané priimérmé j, spolu
s chybovymi useckami vyjadiujicimi rozptyl hodnot naméfenych na jednotlivych senzorech
jsou shrnuty na obrazku 39A. Podobna studie byla provedena i pro TTC (obrazek 39B).

Je zfejmé, Ze v piipadé MNL vSechny testované typy senzord vykazuji velmi dobrou
reprodukovatelnost, kdy vzdy 5 senzorti daného typu poskytovalo srovnatelnou proudovou
odezvu (RSDs < 5,0 %). V piipadé pouziti SP/BDDE bylo zjisténo, ze Ag pseudo-RE neni
stabilni, na rozdil od Ag/AgCl pseudo-RE pouzit¢ u LM-SP/BDDE a klasické
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Ag/AgCI/KCl(sat.), hodnota Ep zna¢né kolisa mezi jednotlivymi senzory, coz je vidét na
obrazku 40. V ptipad¢ TTC byla reprodukovatelnost méteni pro jednotlivé typy senzorl o néco
horsi, ale v pfipadé¢ LM-SP/BDDE se stale pohybovala kolem 5 %. Opakovatelnost méfeni na
jednotlivych elektrodach (chybové tsecky u sloupcti v grafu na obrazku 39) byla velice dobra

pro vSechny testované typy senzorti a oba analyty.
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Obrazek 39 Schematické znazornéni opakovatelnosti a reprodukovatelnosti méreni zaznamenané na
vSech testovanych senzorech pri voltametrické analyze MNL (A) a TTC (B). Metoda — SWV, MNL:
elektrolyt — BRB (pH 9), E o = 0 MV, Exon = +2000 mV,v=50mV s A=40mV, f =25 Hz,
cune = 10 umol LY; TTC: elektrolyt BRB (pH 6), Epoc = 0 MV, Exonc = +2000 mV, v =40 mV s,
A=40mV, f=25Hz, crrc=20 ,umolLil

Na zavér byla testovana také reprodukovatelnost signadlu MNL v zavislosti na ¢ase. Na
zacatku experimentu byla kazda elektroda aktivovéna s vyuzitim CV. Poté byl kazdych 10
minut méfen pik MNL (20 umol L ™). Mezi méfenimi nebyla provddéna 7adna aktivace ani
regenerace povrchu elektrody, ale bylo zatazeno pouze michani roztoku. Bylo zjisténo, ze MNL
nepasivuje povrch pracovnich elektrod po dobu 150 minut. Byla vypoctena teoreticka hodnota
RSD15 pro kazdou z elektrod a v zadném piipadé nebylo piekroceno 3,0 % (viz obrazek 41).

Vsechny tisténé senzory vykazuji vétsi stabilitu odezvy v zavislosti na Case ve srovnani s
BDDE.
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Obrazek 40 Opakované SW voltamogramy MNL zaznamenané na BDDE (4), SP/BDDE (B) a 2LM-
SP/BDDE (C). Parametry u obrdzku 39
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Obrazek 41 Zavislost jp oxidacniho piku MNL na case. Parametry u obrazku 39
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4.3.34 Analyza modelovych roztokii a praktickych vzorkii

Nov¢ vyvinuté metody pro stanoveni MNL, TTC a ATX s vyuzitim testovanych senzorti
byly ovéfeny pii analyze modelovych roztokli a poté aplikovany pii analyze praktickych
vzorkl. Analyza byla vzdy opakovana 5x a byly vypocitany ptislu$né statistické parametry.
MNL byl nejprve stanovovan v modelovych roztocich o koncentraci 1 a 5 pmol L. Ptiklad
analyzy s pouzitim 2LM-SP/BDDE spolu s grafickym vyhodnocenim metody standardniho
ptidavku je uveden na obrazku 42. Vysledky jsou shrnuté v tabulce 15 a ukazuji, Ze vSechny
testované senzory umoznuji ziskat spravné a velice dobfe opakovatelné vysledky stejné jako
pfi vyuziti srovnavaci metody HPLC/DAD. Nésledovala analyza farmaceutického ptfipravku
Dimexol. Postup pfipravy vzorku i vlastni analyzy je uveden v experimentalni casti.
Z tabulky 15 vyplyva, ze dosazené vysledky jsou ve velmi dobré shodé jak s vyrobcem
deklarovanym obsahem MNL v tabletach, tak s vysledky dosaZzenymi s vyuZzitim HPLC/DAD.
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Obrazek 42 SW voltamogramy analyzy farmaceutického pripravku Dimexol 200 mg ziskané na 2LM-

SP/BDDE s vyuzitim metody standardniho pridavku. Metoda — SWV, elektrolyt — BRB (pH 9), Ejoc =

0mV, Exon=+2000mV,v=50mVs i A=40mV, f=25 Hz, standardni pridavky —\V = 10 ul, cune
= 0,001 mol L™ Viozeno grafické vyhodnoceni metody standardniho pridavku

Analyza séra byla provedena pouze s pouzitim ti$t€éného senzoru, coz umoznilo pracovat
v malém objemu vzorku. Konkrétné byla méteni provedena s vyuzitim LM-SP/BDDE v kapce
séra 0 objemu 50 puL nanesené na povrch senzoru pomoci mikropipety. Prvnim krokem byla

optimalizace poméru séra a zékladniho elektrolytu. Na zékladé fady experimentt bylo zjiSténo,
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ze sérum Vykazuje dostateCnou vodivost a pridavek elektrolytu neni nutny. Vzhledem
k realnym koncentracim MNL v lidském séru béhem uzivani 1éku kolem 5,0 umol L™t [278]
byly vzorky obohaceny piidavkem standardniho roztoku MNL na koncentraci 3,5 pmol L.
K vyhodnoceni analyz byla pouZzita metoda kalibra¢ni kiivky (obrazek 43). Jak je uvedeno
v tabulce 14, LM-SP/BDDE umoziuji stanoveni MNL v séru, dosazené vysledky byly spravné
a velmi dobie opakovatelné (RSDs < 5 %). Pti analyze séra nebyla aplikovana HPLC, nebot by
bylo nutné optimalizovat zpiisob ptipravy vzorku pted vlastni analyzou, coz nebylo pfedmétem
této prace. Velkou vyhodou pouziti voltametrie ve spojeni s tiSténymi senzory je moznost
analyzy malych objemi vzorkl bez jejich piedupravy. V ptipadé SP/BDDE nebyla analyza séra
provedena, protoze minimalni koncentrace, kterou tento senzor dokazal v séru detekovat, byla

20 pmol L.
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Obrazek 43 SW voltamogramy analyzy séra ziskané na 2LM-SP/BDDE s vyuzitim metody kalibracni
krivky. Metoda — SWV, elektrolyt — sérum, Epoc= 0 mV, Exonc = +2000mV, v = 50 mV s A=40mV, f
= 25 Hz, cune = 1,0-5,0umol L™ Viozeno grafické vyhodnoceni metody kalibracni kiivky

Obdobn¢ jako pro MNL byla provedena analyza modelovych roztokt i readlnych vzorki
pro dalSi studované latky. Konkrétni postupy pifiprav vzorkli i analyzy jsou uvedeny
v Experimentalni ¢asti a vysledky pro TTC jsou shrnuty v tabulce 15 a pro ATX v tabulce 16.

Je zifejmée, Ze nové tisténé senzory mohou byt ispéSné pouzity nejen pii analyze modelovych
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roztokll, ale poskytuji spravné a dobie opakovatelné vysledky i1 v prostiedi komplikované

matrice redlnych vzorkda.

Tabulka 14 Vysledky opakovaného stanoveni MNL v modelovych roztocich, pripravku Dimexol a séru

Elektroda Dano Stanoveno VytéZnost RSDs
[umol L] [umol L] [%0] [%0]
BDDE (0,999+0,026)  97,0-103,1 2,6
SP/BDDE (0,997+0,011) 98,1-101,0 1,1
1LM-SP/BDDE 1,0 (1,004+0,023) 98,4-104,5 2,3
2LM-SP/BDDE (1,014+0,017) 99,3-104,5 1,6
Modelovy 3LM-SP/BDDE (0,995+0,016) 96,4-100,8 1,6
roztok BDDE (5,015+0,077) 97,9-102,0 15
SP/BDDE (5,035+0,065) 99,0-103,0 1,3
1LM-SP/BDDE 5,0 (5,074+0,081) 98,7-103,4 1,6
2LM-SP/BDDE (5,090+0,120) 98,7-104,4 2,3
3LM-SP/BDDE (4,950+0,059) 97,4-100,4 1,2
HPLC/DAD 5,0 (5,130+0,140) 98,0-104,9 2,40
Elektroda Deklarovano Stanoveno VytéZnost RSDs
[mg] [mg] [%0] [%0]
BDDE (198,7+3,5) 98,0-102,2 1,8
SP/BDDE (198,9£2,1) 97,5-100,1 1,1
Dimexol  1LM-SP/BDDE 200 (198,643,2) 97,6-102,1 1,0
2LM-SP/BDDE (199,9£1,2) 98,9-100,6 0,6
3LM-SP/BDDE (199,14£2,6) 97,6-101,2 1,3
HPLC/DAD 200 (206,1£6,6) 97,1-106,6 3,2
Elektroda Déano Stanoveno VytéZnost RSDs
[pmol L] [pmol L] [%0] [%0]
1LM-SP/BDDE (3,57+0,14) 95,5-106,5 3,8
Sérum 2LM-SP/BDDE 3,5 (3,62+0,13) 97,4-108,7 3,5
3LM-SP/BDDE (3,62+0,18) 94,7-110,2 4,9
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Tabulka 15 Opakované stanoveni TTC v modelovych roztocich a pripravku Saprol

Elektroda Déno Stanoveno VytéZnost RSDs

[pmol L] [amol L7] [%0] [%0]

BDDE (5,070+£0,100)  98,9-103,7 2,0
Modelod SP/BDDE (4,953+0,097)  96,8-102,4 2,0
roztok 1LM-SP/BDDE 5 (5,084+0,112)  98,9-104,8 3,8
2LM-SP/BDDE (4,946+0,089)  96,7-101,6 1,8
3LM-SP/BDDE (4,999+0,089)  98,7-103,2 3,0
HPLC/DAD 5 5,013+0,098 98,1-104,3 3,3
Elektroda Deklarovano  Stanoveno VytéZnost RSDs

[a] [a] [%0] [%0]

BDDE (9,84+0,58) 92,5-105,8 5,9
SP/BDDE (9,96+0,20) 96,5-102,2 2,1

Saprol  1LM-SP/BDDE 10 (9.9140,22)  96,1-103,1 3,0
2LM-SP/BDDE (9,98+0,25) 96,2-103,5 2,5
3LM-SP/BDDE (9,89+0,31) 95,3-104,3 4.3
HPLC/DAD 10 (9,97+0,24) 96,2-103,5 2,4

Tabulka 16 Vysledky opakovanych analyz modelovych roztokit ATX a léku Strattera 60MG

Elektroda Déano Stanoveno VytéZnost RSDs
[wmol L] [umol L] [%0] [%0]
BDDE 5,0 (4,99+0,07) 97,2-102,2 2,0
Modelovy (1,02+0,02) 97,4-107,1 3,5
roztok  SP/BDDE 1,0 (1,02+0,02) 98,5-106,0 3,2
2LM-SP/BDDE (1,02+0,02) 98,2-103,9 2,7

Elektroda Deklarovano  Stanoveno VytéZnost RSDs
[mg] [mg] [%0] [%0]
BDDE (59,70+1,10) 98,2-103,9 2,8

Strattera

S5OMG SP/BDDE 60 (59,40+0,90) 97,0-102,6 2,3
LM-SP/BDDE (59,48+0,75) 96,9-101,8 1,9
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4.4 Tisténé senzory sborem dopovanou diamantovou elektrodou

modifikovanou zlatymi nanoc¢asticemi

Tisténé senzory s chemicky deponovanou borem dopovanou diamantovou elektrodou,
charakterizované v ptedchozi kapitole, byly v ramci této disertaéni prace ve spolupraci se
skupinou Dr. Vojse a prof. M. Weise z FEI STU v Bratislavé modifikovany zlatymi
nanocasticemi (AuNPS) s vyuzitim originalni procedury zaloZené na fyzikalni depozici zlata
(nAu-SP/BDDE) popsané v experimentalni Casti (obrazek 8) a podrobnéji v Priloze 6 [279].
Byla provedena povrchova a elektrochemicka charakterizace téchto senzort, které byly
nasledné¢ aplikovany pfi analyze dopaminu. Ziskané vysledky byly porovnavéany s témi,
dosaZzenymi pro LM-SP/BDDE modifikované AuNPs s vyuZitim elektrochemické depozice

z roztoku (eAu-SP/BDDE), jejiz podminky jsou opét shrnuty v experimentalni ¢asti.

4.4.1 Charakterizace povrchu tiSténych senzori modifikovanych nanocasticemi zlata
4.4.1.1 Skenovaci elektronova mikroskopie

Na obrazku 44 jsou zobrazeny SEM snimky povrchu nemodifikovaného BDD a LM-
SP/BDDE modifikovanych riznym typem AuNPs. Statické histogramy distribuce velikosti
nanocastic na povrchu elektrod jsou uvedeny na obrazku 45. Nejmensi velikost nanoc¢astic byla
dosazena na senzoru 5Au-SP/BDDE (aplikovana vrstva Au nejmensi tloustky (n = 5 nm)
a nasledné zihani), kde se pohybovala v rozsahu (16,8+1,7) nm. V ptipadé aplikace vrstvy zlata
o tloust’ce 15 nm jsou piitomny dvé velikosti nanocastic, vétsi mnozstvi s mensi velikosti
(25,140,8) nm a mensi mnozstvi s vétsi velikosti (128,1+5,1) nm. U senzoru 50Au-SP/BDDE
byly ziskany nanocastice o velikosti (317,4+24,4) nm. Podle oc¢ekavani velikost AUNPs na
povrchu elektrody se zvétsovala s rostouci tloustkou vrstvy deponovaného zlata. U pAu-
SP/BDDE byly ziskany nanocastice o velikosti (54,1+1,6) nm s pory o velikosti (6,9+0,2) nm.
Po elektrochemické depozici byly ziskany nanocastice s primérem (21,7+0,9) nm, které se lisi
ve své krystalografické struktute od téch ziskanych fyzikalni depozici, jsou drsnéjsi, tvarem
pfipominaji hvézdy (obrazek 44). Hustota pokryti povrchu elektrody nanocésticemi byla
nejvyssi po elektrochemické depozici. Nanocastice ziskané obéma prezentovanymi metodami

rovnomeérne pokryvaji cely povrch pracovni elektrody.
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Obrazek 44 SEM snimky nemodifikovaného BDD a povrchu BDD modifikovaného riiznymi typy
nanocastic zlata (zvétSeni 100 000 X)
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Obrazek 45 Statisticke histogramy distribuce velikosti nanocastic zlata

4.4.1.2 Ramanova spektroskopie

Ramanova spektroskopie (obrazek 46) ukazala typicka maxima odpovidajici diamantu
dopovanému borem piiblizné pti 460 cm™ (B1) a 1200 cm™ (B2), ktera jsou spojena S
inkorporaci boru do struktury diamantu, maximum pii 1290 cm™ (ZCPD) je spojené s
diamantovou strukturou a pii 1560 cm™! (G) odpovida obsahu nediamantového uhliku, pfevazné

uhlikem s vazbou sp?. Modifikace povrchu BDD AuNPs ma vyznamny vliv na maximum G,
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coz naznacuje zvySeny obsah nediamantové faze v ptipadé eAu-, Au-, 15Au- a 5Au-SP/BDDE.
Vzhledem k tomu, ze uhlik s vazbou sp? je povazovan za efektivni centrum pfenosu naboje,
zvyseni jeho obsahu na povrchu BDD miize také ovlivnit elektrochemické vlastnosti téchto

elektrod.

T T T T T T T T T T
eAu-SP/BDDE
Au-SP/BDDE
—— pAu-SP/BDDE
1 — 50Au-SP/BDDE|
B, - —— 15Au-SP/BDDE|
D 5Au-SP/BDDE
G —— SP/BDDE

Intensity [a.u.]
vs)

500 1000 1500 2000 2500
Raman shift [cm™]

Obrazek 46 Ramanova spektra BDD filmu porizend pri excitaci pri 633 nm (B; a B, — maxima
souvisejici s inkorporaci boru, ZCPD — fononovy mod se stredem zony kubického diamantu, G — pds
grafitu souvisejici s uhlikem sp®)

44.2  Studium elektrochemickych vlastnosti pomoci cyklické voltametrie

Elektrochemické vlastnosti modifikovanych senzorti byly studovany pomoci CV
a ziskané vysledky byly porovnany s nemodifikovanou SP/BDDE (v ptedchozi kapitole
oznacena jako 3LM-SP/BDDE) a BDDE v klasickém ttielektrodovém uspotadani. Byly pouzity
tfi redoxni markery [Ru(NH3)s]?"®*, ([Fe(CN)s]*”*~ a DA. Nejprve byla ovéfena
opakovatelnost méfeni na deseti cyklickych voltamogramech zméfenych pro vSechny redoxni
markery pii rychlosti polarizace 100 mV s v prostiedi 0,1 M KCI pro Ru(NHs)e]?"**
a [Fe(CN)s]* "> a v BRB (pH 5,5) pro DA. Vysledky svédéi o velmi dobré opakovatelnosti ve
vSech piipadech (RSD1o < 4 %).

Dalsim sledovanym parametrem byla reverzibilita elektrochemickych reakci. Na
obrazku 47A jsou uvedeny cyklické voltamogramy Ru(NHs)s]*"** zaznamenané na viech
testovanych elektrodach. Konkrétni hodnoty lpa, Ipc @ lpa/lpc, Epa, Epc @ AEp jsou shrnuty
v tabulce 17. Vyska proudové odezvy byla velice podobna s vyjimkou Au-SP/BDDE, ktera

poskytla mensi piky. Pomér lpa/lpc Se pohyboval od 0,9 do 1,3, coz potvrzuje reverzibilni reakci.
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AE, se blizi teoretické hodnoté 59 mV opét s vyjimkou Au-SP/BDDE (AE, = 110,8 mV).
Vysledky odpovidaji charakteru pouzitého redoxniho systému ,,vnejsi sféry*. Vyznamny posun

potenciall piki u tiSténych senzort je opét zpiisoben pouzitou RE.
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Obrdzek 47 Cyklické voltamogramy [Ru(NH3)s]**"™** (A), [Fe(CN)s]* ™ (C) a DA (E) zaznamenané na
testovanych senzorech spolu se zavislostmi I, na v? pro [Ru(NHs)s]*"** (B), [Fe(CN)s]* (D) a DA
(F). Metoda — CV, elektrolyt — 0,1 mol L™ KCI (A-D), BRB (pH 5,5) (E, F),v=100mVs* (A C,E)a
25-200 mV s (B, D, F), ¢([Fe(CN)s]* ") = c([Ru(NH3)6]****) = 2,5 mmol L%, ¢(DA) = 50 umol L™*
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Tabulka 17 Parametry cyklickych voltamogramii redoxnich markerii [Ru(NHz)s]**"**, [Fe(CN)e]* ">
a DA

Elektroda lpa lpc Ipa/lpc Epa Epc AEp
[nA] [nA] [mV] [mV] [mV]
[Ru(NHz)e]Z"*
BDDE 34597 35647 1,0 -5,49 —78,89 73,4
SP/BDDE 35186  —31947 1,1 —184,48 —255,89 71,4
5Au-SP/BDDE 33033 37014 0,9 188,45 —269,78 81,3
15Au-SP/BDDE 32409 37502 0,9 -184,48 —-265,81 81,3
50Au-SP/BDDE 33207  -36608 0,9 —184,48 —263,82 79,3
pAu-SP/BDDE 33258 26654 1,3 —-186,46 —259,86 73,4
Au-SP/BDDE 29771 -27595 1,1 -183,11 —-293,88 110,8
eAu-SP/BDDE 33518 30057 1,1 186,46 —-259,89 73,4
[Fe(CN)e]* 3~
BDDE 26974 26175 1,0 404,4 261,8 142,6
SP/BDDE 27633 26141 1,1 2145 53,4 161,1
5Au-SP/BDDE 21528 20457 1,1 2274 36,0 191,3
15Au-SP/BDDE 12564 14060 0,9 257,6 15,9 241,7
50Au-SP/BDDE 6429 —4994 1,3 338,1 -115,1 453,2
pAu-SP/BDDE 27832 26142 1,1 197,1 66,2 130,9
Au-SP/BDDE 552 -327 1,7 177,0 86,4 90,6
eAu-SP/BDDE 29417 28349 1,0 177,0 86,4 90,6
DA
BDDE 797,0 -568,1 1,4 779,0 114,3 664,7
SP/BDDE 939,1 -827,9 1,1 345,9 -117,3 463,3
5Au-SP/BDDE 1755,7 -2021,0 0,9 114,3 3,5 110,8
15Au-SP/BDDE  1393,3 -1783,0 0,8 134,4 —6,6 141,0
50Au-SP/BDDE 597,4 -824,9 0,7 215,0 -36,8 251,8
pAu-SP/BDDE 478,5 -593,3 0,8 335,9 -87,1 423,0
Au-SP/BDDE 378 —238 1,6 124,4 —6,6 130,9
eAu-SP/BDDE 14248 -1427,8 1,0 104,2 23,7 80,6
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Totozny experiment pro [Fe(CN)s]*”*~ je zaznamenan na obrazku 47B a parametry
meéfenych voltamogrami jsou v tabulce 17. Projevuje se fakt, ze se jedna o systém ,,vnitrni
sféry™ citlivy na kvalitu povrchu pracovni elektrody. Pomér lpa/lpc Se opét pohyboval v rozmezi
od 0,9 do 1,3 na vSech testovanych senzorech, coz potvrzuje reverzibilitu elektrodové reakce.
Nejvyssi Ip a nejmensi AEp (90,6 mV) byly zaznamenany na eAu-SP/BDDE. Naopak, na Au-
SP/BDDE byly zaznamenany pouze velice malé piky. Pro BDDE, 5LM-SP/BDDE a pAu-
SP/BDDE byly ziskany podobné vysledky o néco horsi nez na eAu-SP/BDDE. Velmi zajimava
zavislost byla pozorovdna u senzort po fyzikdlni depozici zlata, kde se vysSka piku a
reverzibilita reakce zhorSovaly s naristem velikosti AuNPs. Cyklické voltamogramy DA jsou
uvedeny na obrazku 47C. Parametr lpa/lpc (tabulka 17) se pohyboval v rozmezi od 0,7 (50Au-
SP/BDDE) do 1,4 (BDDE) u vSech testovanych senzorti. Opét pouze malé oxidacni a redukéni
piky byly ziskdny na Au-SP/BDDE. Nejvyssi proudové odezvy byly zaznamenany u 5Au-
SP/BDDE a s rostouci velikosti nano¢astic I Klesala stejné jako v piipadé [Fe(CN)e]* .
Hodnota AE; se s rostouci velikosti nanocastic zvétSovala, coz miize naznaCovat pomalejsi
zaznamenana u eAu-SP/BDDE. Ne¢kolikanasobné vyS$i rozdil potencidli byl pozorovan
u (3LM-)SP/BDDE a pAu-SP/BDDE a nejhorsi vysledek byl ziskan pro BDDE. Tento rozdil
Ize pravdépodobné vysvétlit katalytickym ptisobenim AuNPS.

Nasledné byl zkouman vliv rychlosti polarizace na voltamogramy téchto redoxnich
markerti. Tento experiment byl provadén v rozsahu rychlosti od 25 do 200 mV s™*. Vysky pikt
vSech redoxnich markert se zvySovaly s rostouci rychlosti polarizace (V), ale zavislosti byly
nelinearni. Namisto toho byly pozorovany linearni zavislosti mezi vyskou piku (Ip) a druhou
odmocninou rychlosti polarizace (v?), které jsou zobrazeny na obrazku 47B (pro
[Ru(NH3)s]>***), obrazku 47D (pro [Fe(CN)e]*’*") a obrazku 47E (pro DA). Statistické
parametry téchto zavislosti jsou shrnuty v tabulce 18. Statistické parametry logaritmickych
zavislosti lp na v jsou shrnuty v tabulce 19. V pfipadé redoxniho markeru [Fe(CN)g]*"*~
naméfeného na vSech elektrodach s vyjimkou Au-SP/BDDE byla smérnice mensi nez 0,5, coz
naznacuje kineticko-difuzné fizenou elektrodovou reakci. V ptipadé DA a [Ru(NHs)s]*"3* byla
smérnice pro vSechny senzory velmi blizka teoretické hodnoté 0,5, coz naznacuje difuzné

fizenou reakci.
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Tabulka 18 Statistické parametry zavislosti I, = f(v*?) pro [Ru(NHz)s]**"**, [Fe(CN)s]**~ a DA

Elektroda Smérnice (a) r Smérnice (a) r
[NA s mV-t mm?] [NA s mV-t mm?]
[Ru(NHz)e] 2"
BDDE (3358,7+12,7) 0,9999  —(3540,9+14,7)  0,9999
SP/BDDE (3745,6+50,6) 0,9995 —(3333,5+32,4) 0,9997
5Au-SP/BDDE (3981,3+22,7) 0,9999 —(3161,8+37,0) 0,9996
15Au-SP/BDDE (4078,1+67,2) 0,992  —(3109,0£46,5)  0,9993
50Au-SP/BDDE (3845,8+187,0) 09940  —(3091,7429,9)  0,9997
pAu-SP/BDDE (3435,9+30,8) 0,9998 —(2789,4431,5) 0,9996
Au-SP/BDDE (2457,5+77,9) 0,9970 —(2215,4429,4) 0,9995
eAu-SP/BDDE (3321,1+14,5) 09999  —(3091,9423,6)  0,9998
[Fe(CN)e]* ">~
BDDE (2168,1+48,2) 0,9985 —(2096,2+53,5) 0,9981
SP/BDDE (2343,2+36,7) 09993  —(2180,2+41,1)  0,9990
5Au-SP/BDDE (1490,7+55,7) 09958  —(1391,5+£56,9)  0,9950
15Au-SP/BDDE (642,8+15,8) 0,9982 —(981,1£18,8) 0,9989
50Au-SP/BDDE (109,9+18,6) 0,9241 —(71,7£17,7) 0,8557
pAu-SP/BDDE (2464,1+46,7) 09989  —(2152,8461,5)  0,9976
Au-SP/BDDE (63,04,0) 0,9906 —(63,03,7) 0,9521
eAu-SP/BDDE (2861,2+16,2) 0,9999 —(2871,9+6,2) 0,9999
DA
BDDE (3358,7+12,7) 09999  —(3540,9+14,5)  0,9999
SP/BDDE (3745,6+50,6) 0,9995 —(3333,5+32,4) 0,9997
5Au-SP/BDDE (3981,3+22,7) 0,9999 —(3161,8+37,1) 0,9996
15Au-SP/BDDE (4078,1+67,2) 0,9992 —(3109,1446,5) 0,9993
50Au-SP/BDDE (3845,8+187,1) 09930  —(3091,7429,9)  0,9997
pAu-SP/BDDE (3435,9+30,8) 09998  —(2789,4+31,5)  0,9996
Au-SP/BDDE (66,0+4,0) 0,9872 —(59,0+8,0) 0,9502
eAu-SP/BDDE (3321,1+14,5) 0,9999 —(3091,3+23,6) 0,9998

a — anodicky pik, ¢ — katodicky pik
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Tabulka 19 Statistické parametry zavislosti log(I,) = f(log(v)) pro [Ru(NHs)s]*"**, [Fe(CN)s]* * a DA

Elektroda Smérnice (a) r Smérnice (C) r
[NA s2 mv-172] [NA s12 mv-12]
[Ru(NHz)e] 2
BDDE (0,486+0,001) 0,9999 (0,492+0,003) 0,9999
SP/BDDE (0,529+0,005) 0,9997 (0,215+0,004) 0,9998
5Au-SP/BDDE (0,534+0,001) 0,9999 (0,424+0,001) 0,9999
15Au-SP/BDDE (0,543+0,006) 0,9996 (0,410+0,002) 0,9999
50Au-SP/BDDE (0,520+0,018) 0,9963 (0,416+0,002) 0,9999
pAu-SP/BDDE (0,515+0,004) 0,9998 (0,534+0,005) 0,9997
Au-SP/BDDE (0,423+0,008) 0,9989 (0,394+0,003) 0,9998
eAu-SP/BDDE (0,500+0,002) 0,9999 (0,508+0,003) 0,9999
[Fe(CN)e]* "~
BDDE (0,402+0,004) 0,9997 (0,403+0,005) 0,9995
SP/BDDE (0,423+0,003) 0,9999 (0,418+0,004) 0,9998
5Au-SP/BDDE (0,346-+0,006) 0,9991 (0,342+0,007) 0,9986
15Au-SP/BDDE (0,241+0,002) 0,9987 (0,339+0,002) 0,9999
50Au-SP/BDDE (0,084+0,009) 0,9652 (0,071+0,013) 0,9112
pAu-SP/BDDE (0,445+0,005) 0,9996 (0,419+0,007) 0,9991
Au-SP/BDDE (0,543+0,024) 0,9941 (0,730+0,072) 0,9723
eAu-SP/BDDE (0,486+0,002) 0,9999 (0,507+0,001) 0,9999
DA
BDDE (0,486+0,001) 0,9999 (0,492+0,006) 0,9999
SP/BDDE (0,529+0,005) 0,9997 (0,515+0,004) 0,9998
5Au-SP/BDDE (0,534+0,001) 0,9999 (0,424+0,001) 0,9999
15Au-SP/BDDE (0,543+0,006) 0,9996 (0,543+0,006) 0,9999
50Au-SP/BDDE (0,520+0,018) 0,9963 (0,416+0,002) 0,9999
pAu-SP/BDDE (0,515+0,004) 0,9998 (0,534+0,005) 0,9997
Au-SP/BDDE (0,543+0,025) 0,9939  (0,740+0,074)  0,9712
eAu-SP/BDDE (0,499+0,002) 0,9999 (0,508+0,003) 0,9998

a — anodicky pik, ¢ — katodicky pik
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4.4.3 Charakterizace pomoci elektrochemické impedancni spektroskopie

Vedle cyklické voltametrie byla pro studium elektrochemickych vlastnosti
modifikovanych senzori pouZita také EIS. Pro systém [Ru(NHs)e]>*** (obrazek 48A) byla
vV Nyquistovych grafech pozorovana piima ¢ara pod thlem velmi blizkym 45°, coz odpovida
Warburgové impedanci (difuzni impedanci) [280-282]. Toto bylo v souladu s o¢ekavanim,
protoze se jedna o redoxni marker "vnéjsi sféry"”, ktery neni citlivy na povrch elektrody.
Vsechny vypocitané hodnoty [36,280-284] jsou shrnuty v tabulce 20. Hodnoty Rs a z nich
vypoétené k%pp se pohybovaly v Sirokém rozmezi, coz je dano specifiky elektrochemie
pouzitého redoxniho markeru. Vysledky ukazuji, ze Warburgovy koeficienty a difuzni

koeficienty jsou velmi blizké, coz naznacuje, ze difuze probihd na vSech nemodifikovanych

a modifikovanych elektrodach na zakladé¢ stejného mechanismu a relativné podobnou rychlosti.
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Obrazek 48 Elektrochemickd impedancni spektra (Nyquistovy grafy) [Ru(NHz)s]*** (A),
[Fe(CN)s]* " (B) a DA (C) zaznamenand na testovanych elektroddch. Metoda — E1S, elektrolyt —
0,1 mol L™* KCI, f = 0,1-10 000 Hz, A = 10 mV, c([Fe(CN)6]* ") = c([Ru(NHs)s]**"*") =
¢(DA) = 2,5 mmol L™
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Tabulka 20 Hodnoty jednotlivych prvkii elektrickych ekvivalentnich obvodii [RW] pro [Ru(NHz)e]>***
redox marker vypocitané pomoci simulace FRA software

Elektroda Rs Yo ow Kapp
Q] [nMh 2] [Q m?/s] [10%cm s71]
BDDE 410,8 435 103,7 3,66
SP/BDDE 182,0 407 1129 8,27
5Au-SP/BDDE 808,4 439 108,3 1,86
15Au-SP/BDDE 123,3 451 105,2 12,2
50Au-SP/BDDE 463,9 344 134,2 3,25
pAu-SP/BDDE 242,2 453 103,7 6,21
Au-SP/BDDE 182,5 428 107,8 8,24
eAu-SP/BDDE 147,14 473 103,7 10,2

Zkratky: Rs — odpor roztoku, Yo — admitance, ow — Warburgiiv koeficient, k%p, — heterogenni konstanta
rychlosti pfenosu elektronti

Co se tyce ostatnich markert tzv. "vnitini sféry", jako je [Fe(CN)s]* >~ a DA, ty jsou
velmi citlivé na kvalitu povrchu elektrody. Vysledky EIS (viz obrazky 48 B,C) poskytly
informace o vlivu modifikace na elektronovy ptenosovy odpor. Pro ptizptisobeni a simulaci
téchto redoxnich markerti byl pouzit elektricky obvod R(Q/[RW]). Pro vypocet kapacity
dvojvrstvy na povrchu vSech nemodifikovanych a modifikovanych elektrod [285] byl pouzit
konstantni fazovy prvek (Q). Vsechny vypoctené hodnoty jsou uvedeny v tabulce 21.

Odpor Rs, ktery odpovida odporu elektrolytu u vSech elektrod, vykazoval ptiblizné
stejné hodnoty. Pouze elektrody 5Au- a 50Au-SP/BDDE mély odpor mirné vyssi. To je spojeno
pravdépodobné piedevSim s vyrobnim postupem, protoze je obtizné vyrabét senzory
s identickym odporem vzhledem k heterogenité diamantovych filmu. V pfipadé témét vSech
modifikovanych elektrod bylo pozorovano snizeni Ret a zvyseni k%pp, coz naznaduje zrychleni
elektrochemické reakce. VéEtsi velikost nanocastic po fyzikalni depozici zlata vede k poklesu
rychlosti pfenosu elektront. Bylo zjisténo, Ze u DA odpor pienosu naboje koreluje s maximem

[RA4

naznacuje vliv faze sp? na mechanismus reakce, coz bylo popsano McLaughlinem a kol. [285].
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Tabulka 21 Hodnoty jednotlivych prvkii elektrickych ekvivalentnich obvodii R(Q/[RW]) pro
[Fe(CN)s]* ”~ a DA redoxni markery vypocitané pomoci simulace FRA software

Elektroda Rs Ret Yo Yo n Cetf koapp T
[Q] [k] [uMh s¥?] [uMh s"] [nF cm?] [108%cm s7Y] [ms]

[Fe(CN)e]* %~

BDDE 762 34,8 266 474 094 32,7 0,04 80,4
SP/BDDE 247 55,2 360 337 087 472 0,03 16,4
5Au-SP/BDDE 926 0,9 458 194 089 93 1,67 0,59
15Au-SP/BDDE 169 4,6 427 25 091 27 0,33 0,88
50Au-SP/BDDE 461 6,9 378 3557 088 472 0,22 2,04
pAu-SP/BDDE 283 0,5 440 178 0,74 26,8 3,16 0,94
Au-SP/BDDE 196 31,2 431 597 088 51 0,09 11,2
eAu-SP/BDDE 229 0,02 444 12,7 0,82 6,65 80,9 0,01
DA

BDDE 250 157 68,6 472 095 29,6 0,01 328
SP/BDDE 270 719 80 2,14 093 272 0,02 11,2
5Au-SP/BDDE 898 14,1 260 148 0,87 10,6 0,11 10,5
15Au-SP/BDDE 204 15,1 255 6,05 087 56 0,10 5,98
50Au-SP/BDDE 406 97,7 60,8 258 084 51 0,01 35,2
pAu-SP/BDDE 262 25,8 345 8,09 084 82 0,06 14,9
Au-SP/BDDE 706 12,7 7,15 27,2 086 149 0,12 13,4
eAu-SP/BDDE 238 9,19 490 170 091 71 0,16 4,61

Zkratky: Rs —odpor roztoku, Re — odpor pfenosu naboje, Yo —admitance, n — exponent prvku konstantni
faze, Cerr — efektivni kapacita, k%pp — heterogenni konstanta rychlosti pfenosu elektront, ¢ — doba
relaxace

Na druhou stranu, EIS je dobrym nastrojem pro zkoumani vlastnosti analytu
i elektrodového materialu [286], pokud je vybran vhodny ekvivalentni elektricky obvodovy
model. Je tfeba poznamenat, Ze efekt Maxwell-Wagnera fidi procesy relaxace naboje na
rozhrani analytu/elektrody. Vysledkem je relaxaéni doba, ktera je déana dielektrickou
konstantou a pomérem vodivosti, a lze ji modelovat pomoci paralelniho rezistoru R
a kondenzatoru C [287]. Vzhledem k tomu, Ze exponent konstantniho fazového posunu (CPE)
se pfiblizuje hodnoté 1, vykazuje CPE kapacitni chovani a lze pfiblizné¢ odhadnout relaxa¢ni
¢as jako 7 = Rct Cest. Je zajimavé, ze BDDE vykazuje nejdelsi relaxacni ¢asy, zatimco SP/BDDE

nabizi relaxaci rychlosti o jeden fad rychlejsi. Navic nanostrukturované povrchy, jako jsou 5

92



nebo 15 nm velké nanocastice zlata nebo porézni nanocastice zlata, vykazuji nejkratsi relaxacni
Cas. Je tieba poznamenat, Ze povrchové struktury ¢asto ovliviwji difuzi na povrchu [288], coz
vede k ne-Cottrellovu chovani blizko povrchu.

Obecné lze fici, Zze modifikace povrchu BDDE zlatymi nanocésticemi urychluje
elektrochemickou reakci ve srovnani s nemodifikovanym diamantem a Cistym zlatem. Je tfeba

poznamenat, ze senzor modifikovany elektrochemickou depozici AuNPs vykazoval nejnizsi

hodnotu Ret a nejvyssi hodnotu k%pp pro viechny testované redoxni systémy.

4.4.4 Aplikace v elektroanalyze pfi stanoveni dopaminu
4.4.4.1 Koncentracni zavislosti

Pro ovéteni vyuzitelnosti SP/BDDE modifikovanych AuNPs v elektroanalyze byl jako
analyt zvolen dopamin, ktery je ¢asto pouzivan pravé pii testovadni novych elektrodovych
material [68,255,256,289,290]. P#i téchto studiich byla aplikovana SWV s parametry
optimalizovanymi v kapitole 4.2.2 Vyvoj voltametrickych metod stanoveni. Testované senzory
byly pouzity nejprve k méfeni zavislosti I, na koncentraci DA v rozsahu (1 az 15 pmol L) pro
stanoveni zékladnich statistickych parametra a jejich porovnani. Zaznamenané voltamogramy
s ptislusnymi zavislostmi Ip na Cpa jsou uvedeny na obrazku 49. Srovnani ziskanych zavislosti
je mozné z obrazku 50. Vzhledem ke stejné velikosti povrchu vSech elektrod nebyl nutny
prepocet na proudové hustoty. Statistické parametry jako smérnice a usek s odpovidajicimi
intervaly spolehlivosti a korela¢ni koeficienty shrnuté v tabulce 22 naznacuji, Ze modifikace
povrchu AuNPs obecné zvysuje citlivost stanoveni DA. Nejvyznamnéjsi narust hodnoty
smérnice (176,8+4,3 nA L umol?), konkrétné 6,5krét ve srovnani s nemodifikovanymi BDDE
nebo SP/BDDE, byl pozorovan pro senzor modifikovany fyzikalni depozici s nejmensi
velikosti nanocastic (5Au-SP/BDDE). S rostouci velikosti nanocastic citlivost klesala.
Srovnatelné vynikajici vysledky byly dosazeny pro eAu-SP/BDDE (149,1+1,6 nA L umol ).
Snizeni rychlosti polarizace na eAu-SP/BDDE navic vede k dalSimu zvySeni citlivosti
(199,60+0,54 nA L pmolt). To lze vysvétlit tim, ze pfi nizké v mohou byt vyuzity viechny
elektroaktivni centra v€etné téch uvnitt strukturovaného materidlu, které pti vyssich rychlostech
nejsou zapojeny do probihajicich redoxnich reakci [291]. Tento jev nebyl pozorovan u senzort
s fyzikaln¢ deponovanym zlatem (kromé pAu-SP/BDDE), coz Ize vysvétlit niz§i hustotou
pokryti povrchu elektrody. Navic, samotny povrch elektrochemicky deponovanych AuNPs je
strukturovany, zatimco v ptipadé fyzické depozice je hladky (obrazek 51). V piipadé poréznich

AuNPs jsou tyto zapustény hluboko do diamantové vrstvy, coz vede k zapojeni povrchu BDD
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do reakci pii vysoké rychlosti polarizace, a to vede ke vzniku dvou oxidaénich pikd. Po snizeni
rychlosti polarizace (obrazek 52) je pozorovan pouze prvni pik odpovidajici reakci na pAuNPs,
jeho vyska se nezménila. Na rozdil od eAu-SP/BDDE se tedy citlivost v piipadé pAu-SP/BDDE
nezvysila pii nizsi polariza¢ni rychlosti, coZz lze vysvétlit malou velikosti pora (cca 7 nm)

a pusobenim elektrokapildrnich sil.
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Obrazek 49 SW voltamogramy DAV zavislosti na koncentraci ziskané pro viechny testované senzory
a odpovidajici zavislosti |, = f(c). Metoda — SWV, elektrolyt — BRB (pH 5,5), ¢pa = 1-15 umol L™,
v=50mVs?!(a5mVs’proeAu-SP/BDDE), A=80mV, f=10 Hz
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Obrazek 50 Koncentracni zavislosti ziskané pro vSechny testované senzory s pridanou zavislosti
ziskanou pro eAu-SP/BDDE pri nizké rychlosti polarizace. Metoda CV, elektrolyt — BRB (pH 5,5),
Coa = 1-15 umol LY, v=50mV s* (a5 mV s pro eAu-SP/BDDE), A = 80 mV, f = 10 Hz

Tabulka 22 Statistické parametry zavislosti |, na Cpa ziskané na vsech testovanych senzorech

Elektroda Smérnice Usek r
[NA pmol L] [nA]

BDDE (23,64+0,059)  (1,20+0,49)  0,9998
SP/BDDE (27,17£0,088)  (0,17+0,71) 0,997
5Au-SP/BDDE (176,8+4,3) (258+40) 0,9998
15Au-SP/BDDE (96,9+2,7) (128+25) 0,0976
50Au-SP/BDDE (49,6+1,1) (82,249,8) 0,0998
pAU-SP/BDDE (24,5+0,17) (6,4+1,7) 0,9998
eAu-SP/BDDE (149,11,57) (64+15) 0,9997
eAU-SP/BDDE (5mVs?)  (199,6+054)  —(43,8:50)  0,9998
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Obrazek 51 SEM snimky 5Au, pAu a eAu (zvétseni 100 000 %)
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Obrazek 52 SW voltamogramy DA zaznamenané na pAu-SPIBDDE pri riizné rychlosti polarizace.
Metoda — SWV, elektrolyt — BRB (pH 5,5), v = 50 mV s (prerusovand éara) a 5 mV s (pind éara),
A=80mV, f=10Hz, cpa =15 umol L™*

Pro vypocet limitu detekce byly zméfeny koncentracni zavislosti v niZ§im
koncentraénim rozsahu od 0,2 do 1 umol L~ (P¥iloha 6, [279]). Vypoétené hodnoty LOD
a jejich srovnani s hodnotami dosazenymi s vyuzitim jinych senzort popsanych v literatuie je
uvedeno v tabulce 23. Je zifejmé, Ze pouziti novych (LM-)SP/BDDE modifikovanych AuNPs
vede ke snizeni LOD. Zarovei bylo zjisténo, ze nejlepsi vysledky poskytuji senzory s mensimi
nanocasticemi, jako je 5Au- a 15Au-SP/BDDE nebo eAu-SP/BDDE (zejména pii nizkych
rychlostech polarizace). Podobné hodnoty LOD byly také ziskany pro pAu-, i kdyz citlivost
téchto senzort (24,5+0,17) byla vyznamné niz$i. Hodnoty LOD dosazené v této praci pro nové

cvwr

pro jiné typy senzort.

96



Tabulka 23 Porovnani vysledkii ziskanych v ramci této prace s vysledky drive publikovanymi pro
stanoveni DA

Elektroda Metoda Elektrolyt LOD Cit.
[nmol L]
BDDE DPV ABS (pH 3,0) 90 [292]
AuNPs-BDDE SWV PBS (pH 7,4) 100 [293]
Au/pBDDE DPV 0,1 M HCIO4 60 [294]
Au/PE/PS-BDDE CcVv PBS (pH 7,2) 800 [295]
Au-C@Ni/BDDE DPV 0,1 M HClO4 15 [97]
Au-PANI/BDDE SWV PBS (pH 7,0) 30 [296]
GC/NiOx-Au SWV PBS (pH 7,0) 79 [297]
graphite—polyurethane DPV PBS (pH 7,0) 15,5 [298]
poly-taurine/AUNP/GCE DPV PBS (pH 7,4) 160 [299]
AuUNP@3D GR DPV PBS (pH 7,0) 100 [300]
ErGO-AuNP/ITO DPV PBS (pH 7,4) 15 [301]
3D-MoS2/rGO/Au@GCE DPV PBS (pH 7,0) 110 [302]
AuNPs/GCE DPV PBS (pH 7,2) 130 [303]
CoS2/IL-GN/GCE DPV PBS (pH 7,4) 40 [304]
rGO-Mn3z0O4/Nafion-Au/GC AM PBS (pH 4,5) 250 [305]
MWCNT/PSVM/Au/GCE DPV PBS (pH 7,0) 56 [306]
Au/MWNTs/Nafion/GCE DPASV  PBS (pH 6,0) 40 [307]
Au/ATP-ABA/GCE DPV PBS (pH 6,0) 9200 [308]
BDDE SWV BRB (pH 5,5) 62,2 v této préci
SP/BDDE SWv BRB (pH 5,5) 77,3 v této praci
5Au-SP/BDDE SWvV BRB (pH 5,5) 2,5 v této praci
15Au-SP/BDDE SWvV BRB (pH 5,5) 9,3 v této praci
50Au-SP/BDDE SWvV BRB (pH 5,5) 36,6 v této praci
pAu-SP/BDDE SWv BRB (pH 5,5) 13,4 v této praci
eAu-SP/BDDE SWV BRB (pH 5,5) 12,8 v této praci
eAu-SP/BDDE (5 mV s™?) SWV BRB (pH 5,5) 9,9 v této praci

PE — polyelektrolyt, PS — polystyren, Au — zlato, pPBDDE — porézni borem dopovana diamantova
elektroda, Au-C@Ni — zlaté nanocastice a grafitem potazené nanocastice niklu, PANI — polyanilin, AM
— amperometrie, AUNP@3D GR - zlaté nanocastice a trojrozmérny grafen; ErGO-AuNP/ITO — oxid
grafenu a nanocastice zlata na elektrodé oxidu india a cinu; 3D-Mo0S2/rGO/Au@GCE - zlaté nanoc¢astice
na 3D siti skladajici se z nanokompozitu MoS2/rGO; MWCNT/PSVM/Au/GCE — uhlikové nanotrubice
a zlaté nanocastice v kopolymeru; Au/ATP-ABA/GCE — nanocastic zlata navazané pomoci 4-
aminothiofenolu a kyseliny 4-aminobenzoové na uhlikové sklenéné elektrodé
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4.4.4.2 Stanoveni dopaminu v modelovém roztoku a vzorku moci

Pro ovéfeni aplikovatelnosti testovanych senzord pii analyze DA v modelovych
roztocich a vzorku moc¢i byly pouzity dva vybrané modifikované senzory s nejlepSimi
elektrochemickymi vlastnostmi (SAu-SP/BDDE a eAu-SP/BDDE). Byl pfipraven modelovy
roztok DA a rovnéz vzorek moci, oba o koncentraci DA 1 pmol L. Pro vyhodnoceni analyzy
byla pouzita metoda standardniho ptidavku. Postup piipravy vzorkd a nasledné analyzy je
popsan v experimentalni ¢asti. Piiklady analyzy véetné grafického vyhodnoceni jsou uvedeny
na obrazku 53 a vysledky jsou shrnuty v Tabulce 24. Je ziejmé, Ze testované senzory umoznuji

dosazeni spravnych a dobie opakovatelnych vysledkii v modelovych roztocich i ptfi analyze
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Obrazek 53 SW voltamogramy analyzy DA v modelovém roztoku (A) a vzorku moci (B).
Metoda — SWV, elektrolyt — BRB (pH 5,5), E e = —300 mV, Exon = +300 mV, v =50 mV's*, A=
80 mV, f = 10 Hz, metoda standardniho pridavku: vzorek — V = 10 mL, standardni pridavky —\V

=10 L, cpa=0,001 mol L™; VioZené grafické vyhodnoceni metody standardniho pridavku

Tabulka 24 Vysledky opakovaného stanoveni DA v modelovém roztoku a vzorku moci

Elektroda Dano Stanoveno VytéZnost RSDs
[pmol L] [pmol L] [%] [%0]
Modelovy ~ 5Au/SP-BDDE o (1,005+0,045) 94,2-108,1 45
roztok eAu/SP/BDDE ’ (1,006+0,024) 97,7-103,4 2,4
Mog 5Au/SP-BDDE o (0,995+0,042) 95,1-104,2 4,8
eAu/SP/BDDE ’ (0,998+0,022) 96,3-104,5 3,9

Studie tykajici se tisténych senzori modifikovanych AuNPs byla publikovana v praci
,,Effect of different modification by gold nanoparticles on the electrochemical performance of

screen-printed sensors with boron-doped diamond electrode* [279] (Ptiloha €. 6,).
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ZAVER

Predmétem této disertatni prace byly nové elektrochemické sitotiskové senzory s
chemicky deponovanou BDDE. Byly zkoumény fyzikalni a elektrochemické vlastnosti téchto
senzorti a moznosti jejich modifikace a aplikace v elektroanalyze.

Uvodni kapitoly vysledkové &asti se tykaly studia elektrochemického chovani a vyvoje
metod stanoveni vybranych biologicky aktivnich latek vyznamnych pro zdravi clovéka
a ochranu zivotniho prostfedi s vyuzitim BDDE v klasickém tfielektrodovém usporadani
elektrochemického ¢lanku. Konkrétné se jednalo o 1é¢iva MNL a ATX, neurotransmiter DA
a pesticid TTC. Vedle CV byly pouzity metody DPV nebo SWV, byly optimalizovany jejich
parametry, postup piedipravy povrchu elektrody, a poté ziskany nasledujici statistické
parametry: MNL — LDR 0,1-30 pmol L%, LOD 55 nmol L-*a LOQ 320 nmol L-!; ATX - LDR
0,2-20 umol L%, LOD 39 nmol L~! a LOQ 130 nmol L™; TTC — LDR 1-20 pmol L}, LOD
250 nmol L~! a LOQ 850 nmol L~!; DA — LDR 0,2-286 umol L, LOD 62 nmol L a LOQ
207 nmol L. Metody byly tsp&sné aplikovany pii analyze farmaceutickych a pesticidnich
ptipravkd. Pro MNL byl navrzen mechanismus elektrochemické oxidace s vyuzitim LC-MS
analyzy produktii preparativni elektrolyzy a spektroelektrochemie. VSechny vyvinuté metody
byly pozdé&ji pouzity pfi testovani novych senzort.

Hlavni ¢ast disertacni prace byla vénovana nové pfipravenym tiSténym senzorim
s BDDE (LM-SP/BDDE). Jejich povrch byl charakterizovan pomoci SEM a Ramanovy
spektroskopie. Elektrochemickeé vlastnosti byly testovany s vyuzitim CV a EIS dvou redoxnich
markert [Fe(CN)s]>* a [Ru(NHs)e]*"'?". Dosazené vysledky byly porovnany s komer&né
dostupnym SP/BDDE a BDDE vV klasickém uspofadani. VSechny senzory vykazovaly Siroké
vyuzitelné potencidlové okno kolem 3 V (0,1 mol L~ H2SO4). Na zakladé méfeni CV a EIS se
ukézalo, ze nové senzory vykazuji ¢asto lepsi nebo srovnatelné elektrochemické vlastnosti nez
BDDE. Nejlepsi vysledky, napt. reversibilita reakce, lp nebo kopp, byly ziskany pro 2LM- a
3LM-SP/BDDE, nejhorsi naopak pro komeréni SP/BDDE. Aplika¢ni moznosti novych senzort
Vv elektroanalyze byly testovany pro vyse uvedené analyty s vyuzitim nové vyvinutych metod.
Ziskané statistické parametry se vyznamné neliSily. Citlivost byla srovnatelna s vyjimkou ATX,
kde BDDE poskytovala niz§i hodnotu smérnice koncentracni zavislosti. LOD byly rovnéz
podobné s vyjimkou SP/BDDE a 2LM-SP/BDDE, kde byla hodnota cca dvojnasobna. BDDE
a zejména SP/BDDE pak pro n¢které analyty vykazovala uzsi LDR. VSechny testované senzory
byly Gspésné pouzity pii analyze realnych vzorka s obsahem MNL, ATX a TTC a je ziejmé, ze

mohou byt Gspésné pouZity nejen pii analyze modelovych roztoki, ale poskytuji spravné a
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dobie opakovatelné vysledky i v prostiedi komplikované matrice realnych vzorkt. Vyhodou
titénych senzort je moznost analyzy v malych objemech vzorki. Tato moznost byla ovéfena
pfii aplikaci LM-SP/BDDE pro stanoveni MNL V séru, které probihalo v objemu 50 plL. Tato
analyza nebyla provedena na SP/BDDE, protoze hodnota LOQ v séru pro tento senzor byla
ptili§ vysoka. Bylo také potvrzeno, ze vSechny testované SPE vykazuji velmi dobrou
opakovatelnost méfeni a jejich ptiprava je dobie reprodukovatelna. Vyhodou LM-SP/BDDE
oproti SP/BDDE je stabilita referentni elektrody. Navic v prub&hu zpracovani této diserta¢ni
prace bylo zjisténo, Ze vyroba testovaného komercné dostupného SP/BDDE byla ukoncena, coz
zdlraznuje vyznam dosazenych vysledkti nabizejicich kvalitni alternativu.

V dalsi fazi prace byly nové senzory, S vyuzitim origindlni procedury zalozené na
fyzikalni depozici zlata, modifikovany AuNPs rGznych velikosti. Byla provedena povrchova
a elektrochemickd charakterizace téchto senzord, které byly nasledné aplikovany pfi analyze
DA. Ziskané vysledky byly porovnavany s témi, dosazenymi pro LM-SP/BDDE modifikované
AUNPs s vyuzitim elektrochemické depozice z roztoku a nemodifikované senzory. Pomoci
SEM bylo zjisténo, ze s rostouci tloustkou deponovaného filmu Au roste i velikost ziskanych
nanocastic. Ve srovnani s elektrochemicky piipravenymi AuNPs, které jsou hrubsi
a pfipominaji tvarem hvézdy, maji jinou krystalografickou strukturu a hladsi povrch. Pokryti
povrchu elektrody nanocasticemi je ve vSech ptipadech homogenni, ale jeho hustota byla
vyrazné¢ vyS$i po elektrochemické depozici. Nejlepsi elektrochemické vlastnosti,
pravdépodobné diky katalytickému efektu AuNP, byly pti CV analyze redoxnich markert
zaznamenany pro senzory s nejmensi velikosti nanocastic, tj. eAu-SP/BDDE a 5Au-SP/BDDE.
S rostouci velikosti NPs se zhorSuje rychlost pfenosu naboje. Tyto vysledky byly potvrzeny
pomoci EIS. Obecné modifikace povrchu AuNP vede k urychleni elektrochemické reakce
v porovnani s nemodifikovanou BDDE. Sensory eAu-SP/BDDE navic vykazovaly nejnizsi
hodnotu odporu ptenosu elektronti. Na zavér byly modifikované senzory aplikovany pfi analyze
DA aopét se potvrdilo, Ze senzory s menSimi NPs dosahuji lepSich vysledku, tedy vyssi
citlivosti a niz§ich LOD od jednotek do desitek nmol L! a jsou nejnizsi ve srovnani s

publikovanymi hodnotami v literatufe pro jiné typy senzorti.
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