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ANOTACE

Habilita¢ni prace shrnuje hlavni vysledky vyzkumu integrace nanotechnologii, biotechnologie
a elektrochemie. Ty jsou rozdeleny do trech hlavnich oblasti, tj. nanotechnologie pro
biopalivové c¢lanky, nanotechnologie pro afinitni biosenzory a nanotechnologie pro
elektrochemické senzory a elektrokatalyzatory bez biologické slozky. Kazdé oblasti je

veénovana samostatna kapitola prace.

V prvni oblasti se vyzkum zaméfil primarn€ na nanomaterialy vhodné pro fyzisorpci enzymu
bilirubin oxidazy a fruktéza dehydrogenazy. Za timto Ucelem byl testovan chitosan jako
vyuzivaného polyvinylidenfluoridu. V chitosanové matrici bylo nutné zvysit vodivost integraci
uhlikovych nanotrubicek, coz ale nebylo nutné v dal§im testovaném disperznim Cinidle —
poly(mlécné kyselin€). Samostatné publikace pak byly vénovany popisu elektronové vymeny
mezi aktivnimi misty bilirubin oxidazy a elektrodou, pifi¢emz bylo zjist€no, ze imobilizaéni
matrice sestavajici z chitosanu a v ném dispergovanych uhlikovych nanotrubicek a sazi ma
vyborné vlastnosti pravé pro tento typ experiment, nebot’ poskytuje unikatni elektronovy
transfer mezi vSemi aktivnimi misty bilirubin oxiddzy a elektrodou. Dal§im testovanym
nanomaterialem byl oxid grafenu, ktery se ukazal jako vyborny substrat pro nekovalentni
imobilizaci bilirubin oxidazy. Navic bylo mozné provést jeho elektrochemickou redukci za
ucelem zvySeni vodivosti rozhrani, aniz by doslo ke ztrat€ aktivity nasorbovaného enzymu. V
dalSich experimentech byly bakterie Gluconobacter oxydans integrovany sruznymi typy
uhlikovych nanomateriald  (sférické nanocastice, uhlikové nanotrubicky, grafitové
nanocastice...) pomoci ultrazvukové lazné€. Timto zpusobem bylo dosazeno efektivnéjsi
elektronové vymeény (pouze zprostiedkované, nikoliv ptfimé) mezi periplasmatickymi enzymy
bakterii a povrchem elektrody, coz bylo vyuzito pro konstrukci citlivého mikrobidlniho

biosenzoru monitorujiciho modelovou fermentaci bez nutnosti upravovat odebrané vzorky.

V oblasti afinitnich biosenzori byly predev§im studovany moznosti imobilizace lektinu
konkanavalin A na povrch modifikovany oxidem grafenu. Toho bylo dosazeno pomoci aktivace
karboxylu oxidu grafenu karbodiimidy, které reakci s aminy proteinové struktury imobilizuji
lektin vznikem amidové vazby. Dale byla zkouména imobilizace konkanavalinu A na
redukovany grafenovy oxid modifikovany thioninem, na n&jz byla proteinova struktura lektinu
kovalentn¢€ navazana sitovacim Cinidlem glutaraldehydem. V obou pfipadech byl sestrojen

lektinovy biosenzor schopny selektivni detekce glykosylované invertazy. V ramci dal$ich studii



byly pak pfipravovany povrchy funkcionalizované pomoci karboxybetainovych derivatu
kyseliny lipoové tak, aby bylo mozné nastavit jejich vlastnosti (hydrofobnost/hydrofilnost,
povrchovy naboj...). Toho je mozné vyuzit napt. pfi cileném uvolfiovani DNA ¢&i zlatych
nanocastic, navic bylo zjisténo, ze aplikaci thioninu lze zvysit elektrochemickou odezvu na

DNA nasorbovanou na pfipraveny funkcionalizovany povrch.

Treti oblast vyzkumu zahrnuje charakterizaci platinovych nanocastic syntetizovanych na
povrchu vrstveného karbidu titanu ,, MXenu®. Syntéza te€chto nanocastic probihd i spontanne
diky redukénimu potencialu atomt Ti ve struktufe MXenu, je tedy mozné vyhnout se pouZiti
redukCnich Cinidel. Syntetizovany nanomaterial byl testovan jako katalyzator elektrochemické
redukce H', tedy produkce vodiku, coz ma vyznam napf. pii udrzitelné vyrobé&/skladovani
elektrické energie. Dale byly podobnym zpusobem syntetizovany a charakterizovany stfibrné
nanoCastice na povrchu MXenu a na povrchu nanoCastic oxidu grafenu. Oba typy
nanomaterialu byly opét syntetizovany bez pridavkt reduk¢nich €inidel, za laboratorni teploty.
Byly pak pouzity pro piipravu elektrochemickych senzorti chloridu a herbicidu metazachloru.
Dale byla testovana modifikace elektrod hydrogely pfipravenymi termalnim sitovanim derivatu
celulézy kyselinou citronovou. Tento velmi jednoduchy postup vedl k priprave
elektrochemickych senzort t€zkych kovu, coz je dano predevsim pfitomnosti vazebnych mist
(karboxyly z kyseliny citronové ¢i hydroxyly z derivatd celulézy) pro kationty. Takto
modifikované povrchy navic vuritych pfipadech vykazovaly vyznamny posun

elektrochemickych vlastnosti v z&vislosti na pH roztoku.

Posledni kapitola pak shrnuje dosazené vysledky a jejich kontext v oblasti environmentalni

chemie a inZenyrstvi.
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TITLE

Nanotechnologies for fabrication of electrodes and bioelectrodes

ANNOTATION

The habilitation thesis introduces main results of the author’s research on integration of
nanotechnology, biotechnology and electrochemistry. The results are divided into three main
parts, namely nanotechnology for biofuel cells, nanotechnology for affinity biosensors and
nanotechnology for electrochemical sensors without the biological component. Each one is

discussed in the separate chapter.

The first research area is focused mainly to nanomaterials suitable for physisorption of enzymes
bilirubin oxidase and fructose dehydrogenase. To achieve this, carbon black was dispersed in
chitosan, as an alternative to more commonly employed poly(vinylidene fluoride). It was
necessary to increase the conductivity of such matrix by integration of carbon nanotubes.
Interestingly, when poly(lactic acid) was employed as another alternative dispersing agent, such
amelioration was not needed. Furthermore, the nature of electron exchange between active sites
of bilirubin oxidase was investigated in other papers with finding that chitosan matrix with
integrated carbon black and bilirubin oxidase is more than suitable for such types of
investigation, because it provides unique electron transfer between all three active sites of
bilirubin oxidase and the electrode surface. Graphene oxide was another nanomaterial found to
provide excellent properties for of physisorption of bilirubin oxidase. In addition, it could be
electrochemically reduced without losing the activity of bilirubin oxidase adsorbed on its
surface. Other experiments were focused on integration of bacteria Gluconobacter oxydans
cells with diverse types of carbonaceous nanomaterials (spherical carbon nanoparticles, carbon
nanotubes, graphite nanoplatelets...) using simple ultrasound treatment. Such treatment led to
more efficient electron exchange (mediated electron transfer, not the direct one) between the
bacterial periplasmic enzymes and the electrode surface allowing for fabrication of sensitive
microbial biosensor for monitoring of model fermentation, without a need for sample

pretreatment.

The affinity biosensors research was mainly aimed to an immobilization of lectin concanavalin
A on the graphene oxide-modified surface. It was achieved by activation of graphene oxide’s
carboxyls by carbodiimides which tether lectins by formation of amide bonds with the anime

groups of protein structure. Next study was focused to concanavalin A immobilization to the



reduced graphene oxide surface, grafted by thionine. Both lectin’s and thionine’s amine groups
reacts with crosslinking agent glutaraldehyde, forming strong covalent bond. In both cases,
lectin biosensor was developed, capable to selectively determine glycosylated invertase. Other
experiments were devoted to preparation and characterisation of surfaces modified by
carboxybetain derivatives of  lipoic acid with adjustable properties
(hydrophobicity/hydrophilicity, surface charge...). It can be employed for controlled release of
DNA or other molecules. Furthermore, the integration of thionine into the prepared modified

surface increased the electrochemical response of the surface towards the adsorption of DNA.

The third research area includes preparation of platinum nanoparticles on the surface of layered
titanium carbide “MXene”. Synthesis of the nanoparticles was found to occur spontaneously
because of the reducing potential of Ti atoms in the MXene structure, hence there is no need to
use additional reducing agents. The prepared nanomaterial was employed as a catalyst of
electrochemical reduction of H', that is, hydrogen evolution reaction important, for example,
for sustainable energy storage/generation. In a similar way, silver nanoparticles were
synthesized on the surface of MXene and graphene oxide nanosheets. Both types of
nanomaterials could be also prepared by spontaneous reaction, without the additional reducing
agents, at room temperature. These nanomaterials were employed for preparation of
electrochemical sensors of chlorides and of herbicide metazachlor. Further, modification of
electrode surfaces by hydrogels prepared by thermal crosslinking of cellulose derivatives by
citric acid was investigated. This simple method has been employed for fabrication of
electrochemical sensors of heavy metals taking advantage of number of binding sites (citric
acid’s carboxyls, cellulose derivatives’ hydroxyls...) for cations. Furthermore, electrodes
coated by these hydrogels exhibited significant shift in electrochemical properties (surface

charge resistance) with a varied pH of the surrounding electrolyte.

The last chapter summarizes the results and their context in the environmental chemistry and

engineering.
KEYWORDS

nanomaterials, electrochemistry, biotechnology, sensors, pollutants detection, biofuel cells
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

apoGOx apoenzym gluko6za oxidaza, bez kofaktoru
AuNP zlaté nanocastice

BFC biopalivovy ¢lanek

BOD bilirubin oxidaza

CBE karboxybetain ester

CHI chitosan

(T-)CMC (termalné predupravend) karboxymethyl celuléza

CNT uhlikové nanotrubicky

ConA konkanavalin A

DET ptimy elektronovy transfer

DLS dynamicky rozptyl svétla

EDC (1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) karbodiimid
ELS elektroforeticky rozptyl svétla

FAD flavinadenindinukleotid

FDH fruktéza dehydrogenaza

GO oxid grafenu, grafenoxid

GOx glukéza oxidaza

HEC hydroxyethyl celuloza

HER produkce plynného vodiku redukci H
IUPAC Mezinarodni unie pro Cistou a uzitou chemii
j proudova hustota (A/cm?)

KB saze ,,Ketjan Black™

MET zprosttedkovany elektronovy transfer



MXene vrstveny planarni karbid titanu (TizCa(F, OH)x)

NAD/NADH oxidovana/redukovana verze nikotinaminadenindinukleotidu

NHS N-hydroxysukcinimid

ORR redukce kysliku

PLA poly(mlécna kyselina)

PNT polypyrolové nanotrubicky

PtNP platinové nanocastice

PQQ pyrollochinolin chinon

PVDF polyvinylidenfluorid

Rer odpor povrchu pro prenos elektrického naboje
SAM samoskladebn4 monovrstva

TP papir z uhlikovych vlaken ,, Toray Paper

Cnom nominalni C-potencial, vztazeny na jednotkovou plochu povrchu nanocastic



1. UVOD DO PROBLEMATIKY

1.1 (Bio)elektrochemicka zarizeni

V roce 1911 popsal M. C. Potter ,,uvoliiovani“ elektrické energie metabolickou aktivitou
mikroorganisma zméfené pomoci anody a katody ponofené do zivného média s bakteriemi £.
coli a kvasinkami rodu Saccharomyces [1]. Na to vr. 1935 navazal Barnett Cohen z John
Hopkins Medical School v Baltimoru svym popisem prvnich bakterialnich poloclankt a
biobaterii [2]. V r. 1962 popsali Clark a Lyons z Medical College of Alabama elektrochemické
stanoveni glukézy a mocoviny v krvi pomoci pH elektrod piekrytych membrénami
s imobilizovanymi glukoza oxidazou a ureazou [3], coZ je povazovano za vabec prvni zminku
o elektrochemickych enzymatickych biosenzorech. V kontextu elektrochemickych senzor pak
nelze nezminit objev polarografie prof. Heyrovskym [4, 5], ktery odstartoval vyvoj
elektrochemickych analytickych metod v mnoha raznych odvétvich, véetné environmentalniho
inzenyrstvi (elektrochemické stanoveni stopovych mnozstvi polutantd i v komplexnich
matricich, ¢asto bez nutnosti specialni predupravy).

Uvedené prace lze povazovat za principialni milniky, v kvantitativnim vylepSeni
elektrochemickych (bio)senzori a biopalivovych ¢lankti dosazeném v uplynulé dekadé
nicméné hraly vyznamnou roli nanotechnologie, jak je patrné z mnoha prehledovych ¢lanka na
toto téma [6—14]. Zpusob, jakym nanomaterialy zlepSuji operaCni vlastnosti té€chto zafizeni,

zavisi na funkénim principu (bio)elektrochemického systému. Ty mohou byt nasleduyjici:

Biopalivové ¢lanky (BFC)

Jednd se o zafizeni, kde dochazi biologickymi reakcemi k pfemén€ chemické energie
substratu na energii elektrickou. Soucasti BFC jsou vzdy dvé elektrody, na jejichz povrchu
dochazi k oxidaci substratu/paliva (anoda) a k redukei oxidujiciho ¢inidla (katoda). Tento
princip je vyuzivan i u konvenénich baterii a palivovych ¢lankt, u BFC je pak minimalné jedna
z téchto reakci zajisStovana mikroorganismy ¢i jejich ¢astmi nebo izolovanymi enzymy. Pfi
anodické reakci dochazi k transferu elektroni z molekuly oxidovaného paliva na povrch
elektrody. Anodické reakce je spfazena s komplementarnim katodickym d&em, pii némz
migruji elektrony z povrchu katody na molekulu redukovaného oxidacniho €inidla (obr. 1 A).

Z hlediska ptenosu naboje je mozné rozli§it BFC na bazi ptimého (DET, Direct Electron
Transfer) a nepfimého (MET, Mediated Electron Transfer) elektronového transferu [15].

V prvnim piipadé jsou elektrony prenasSeny piimo mezi biokatalyzatorem a povrchem
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elektrody, na coz Ize pohlizet jako na kontinualni regeneraci aktivniho mista biokatalyzatoru
(typicky napt. kofaktoru enzymu) piimo elektrodovou reakci!. V druhém piipadé je prenos
zajistén pomoci tzv. elektronovych mediatora, tedy latek, které mohou byt
oxidovany/redukovany na povrchu elektrody a zaroven byt redukovany/oxidovany molekulou
biokatalyzatoru a tim regenerovat jeho aktivni misto. Schéma ptimého a zprostiedkovaného

elektronového transferu je na obr. 1 B.

DET

Redukce/oxidace B
A biokatalyzatoru

R

Substrat

("biopalivo")
<]

Biokatalyzatory

Kyslik

ELEKTRODA

MET

Redukce/oxidace Redukce/oxidace
mediatoru biokatalyzatoru

Voda

Anoda Katoda

\Proton-pcrnmabilm' EO

membrana

Obrizek 1: A — schéma dvoukomorového uspoiadani biopalivového ¢lanku s bioanodou i biokatodou
v kompartmentech oddélenych proton-permeabilni membrinou. B - primy (DET) a zprostiedkovany
(MET) elektronovy transfer. S — substrat, P — produkt, index  —biokatalyzitor, m — medidtor, s — substrat.
E?— redoxni potencial. A i B — pi‘evzato, upraveno z [15].

Jsou-li anoda a katoda vodivé propojeny, rozdil mezi redoxnim potencidlem anodické a
katodické reakce pak udava teoretické napéti £ (V) celého ¢lanku. Dalsi zakladni veli¢inou
charakterizujici BFC je proud 7/ (A), ktery je urCen mnozstvim elektronl pfenesenych za
jednotku Casu elektrickym obvodem spojujicim anodu a katodu. Celkovy vykon w (W) potom
bude nasobkem obou hodnot dle vztahu w = £ .1 (W). Z uvedeného vyplyva, ze lepsiho vykonu
BFC je mozné dosdhnout zvySenim rozdilu anodického a katodického potencidlu, tedy
nastavenim podminek pro termodynamicky efektivnéjsi redoxni reakce. Toho lze dosdhnout
aplikaci takovych biokatalyzatort, které poskytuji nejvyssi absolutni hodnotu redoxniho
potencialu dané reakce — viz napf. rozdily mezi riznymi typy lakaz velmi podrobné diskutované
v prehledovém ¢lanku [16]. Druhou moznosti je Uprava biokatalyzatoru tak, aby byl zajistén

efektivnéj§i prenos elektronu mezi biokatalyzatorem a povrchem elektrody (napf. odstranéni

! Pii oxidaci jedné molekuly substratu enzymem je jeho aktivni misto (kofaktor) redukovano. Aby bylo mozné
oxidovat dalsi molekulu substratu, je zapotiebi kofaktor reoxidovat, tedy odevzdat ziskany elektron (i elektrony),
nejlépe na povrch anody. Analogicky je nutné regencrovat kofaktory katodickych biokatalyzatori.
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povrchovych glykant umoziujici ,,t€snéjs§i“ kontakt enzymu s povrchem elektrody [17]) nebo
modifikace povrchu elektrody tak, aby byla umoznéna napt. vyhodnéjsi orientace molekul vici
elektrodé. Vyuziti nanotechnologii pro tato zlepSeni je podrobnéji diskutovano v kapitole 2.1.

Zdanliveé jednoduss$i moznost navySeni vykonu BFC pfedstavuje navysSeni mnozstvi
prenasenych elektronti na geometrickou jednotku plochy povrchu elektrody, tedy zvySenim
hustoty aktivnich (elektrokatalytickych) mist. Zde je principialni rozdil mezi BFC a
konven¢nimi palivovymi ¢lanky/bateriemi; v prvnim piipade reakce nastdva pouze v aktivnim
misté prislusného enzymu, kdezto ve druhém ptipadé byva reaktivni cely povrch pfislusného
katalyzatoru, napt. nanocastic Pt. V obou piipadech je ale mozné navysit mnozstvi reakénich
mist pravé modifikaci povrchu elektrod v nanoskale, coz vede ke zvétSeni plochy aktivniho
povrchu.

Zvyseni vykonu lze dosahnout i aplikaci vhodnych elektronovych mediatort, predev§im
pfi pouziti biokatalyzatort, které svou strukturou neumoziuji DET. Jejich pouziti je ale vzdy
spojeno s niz§im napétim (danym vysSim prepétim pozadované reakce, tedy jejim vyssim
redoxnim potencialem — viz obr. 1 B) oproti systémum s pifimym elektronovym transferem.
Navic mohou predstavovat problém z hlediska biokompatibility (napt. azinové mediatory [18,
19] mohou vykazovat toxicitu). Tteti nevyhodou MET je nutnost zamezit reakci anodového
mediatoru na katodé a naopak, coz je nejCastéji feSeno separaci obou prostor proton-
permeabilni membranou.

Velkou vyhodou BFC oproti konvenénim palivovym ¢lankim je moznost vyuzit jako
palivo 1 odpadni latky, obecné levné organické slouceniny (ethanol, glukéza...), Casto bez
nutnosti predcCisténi. Ne pro vSechny substraty jsou ale bézné€ dostupné enzymy aplikovatelné
na elektrody a pracyjici v rezimu piimého elektronového transferu. Mezi Casto vyuzivané a
testované anodické biokatalyzatory patii napt. glukéza ¢i fruktéza dehydrogenazu — enzymy se
,snadno dostupnym® kofaktorem pyrrolochinolin chinon (PQQ). Jako katodické katalyzatory
pro enzymatické BFC se pak ukazaly zejména nékteré lakdzy a bilirubin oxidazy, jejichz
primarni funkci je predevsim Sté€peni fenolickych sloucenin a jako akceptory elektront
vyuzivaji kyslik. Kofaktory téchto enzymu Casto byvaji atomy médi, jak je dale rozvedeno
v kapitole 2.1

U mikrobialnich BFC je situace komplikované jednak malou hustotou reak¢nich center a
také nizkou mirou pifimého elektronového transferu mezi enzymy bakterii a povrchem
elektrody [20, 21]. Aplikace elektronovych mediatorti v t€chto zafizenich znamenala dilezity

pokrok od konceptu blize k moznostem realnych aplikaci [22], stejné jako 1ze za dulezity milnik
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povazovat popis ,.exoelektrogeni®, tedy bakterii schopnych piimé elektronové komunikace

s povrchem elektrod [23, 24].

Elektrochemické biosenzory
Podle definice IUPAC je biosenzor zafizeni, které ,, vyuziva specifickych biochemickych
reakci katalyzovanych izolovanymi enzymy, ¢astmi imunitniho systému, tkanémi, organelami

nebo celymi buinikami (,,biorozpoznavaci prvky“) za ucelem detekce chemickych sloucenin

[25].

Biorozpoznavaci prvky vyjmenované v definici jsou nejCastéji imobilizovany na povrch
tzv. pfevodniku, jenz muze byt opticky, gravimetricky, termalni ¢i elektrochemicky. Posledné
jmenované mohou vyuzivat nékolik principt. V prvé fadé se muze jednat o elektrochemickou
(voltametrickou nebo amperometrickou) detekci latek vznikajicich nebo naopak
spotifebovavanych pfi specifickych reakcich biorozpoznavacich prvki. Piikladem muze byt i
prvni zmifiovany biosenzor na glukézu (Clark a Lyon, 1962 [3]), kde glukéza oxidaza oxiduje
glukozu na kyselinu glykuronovou, coz se projevi méfitelnym snizenim pH, pfimo umé&rmym
koncentraci glukdzy. Obdobny princip vyuziva velké mnozstvi biosenzord s oxidazami, jejichz
produktem je (krome molekuly oxidovaného substratu) i peroxid vodiku vznikajici redukci
kysliku jako finalniho elektronového akceptoru. H20: je pak relativn€ snadné elektrochemicky
stanovi, podobne¢ jako lze vyuzit k aproximaci enzymové aktivity (a tedy koncentrace substratu)
méfeni koncentrace kysliku?. Takto funguji biosenzory tzv. prvni generace (obr. 2). Biosenzory
druhé generace pak vyuzivaji zprostiedkovany elektronovy transfer, coz umoznilo rozsitit skalu
biorozpoznavacich elementi a zlepSit operacni vlastnosti senzort (citlivost, rychlost
stanoveni...), zaroven to ale pfineslo problémy s biokompatibilitou zmifiované jiz v pfedchozi
Casti. Treti generace biosenzori pak vyuziva piimého elektronového transferu (obr. 2), coz je
optimalni jak z hlediska citlivosti a rychlosti méfeni, tak z hlediska konstrukéniho, nicméné
pfimy elektronovy transfer neni mozné vyuzit u vSech biokatalyzatort. Hlavnim faktorem je
zde umisténi katalytického centra (kofaktoru) v proteinové struktutfe dan¢ho enzymu, jak je

detailnéji rozvedeno v kapitole 2.1.

Elektrochemicky aktivni molekuly u vSech tfi generaci biosenzord (vCetné kofaktord)

byvaji nejCastji detekovany voltametrickymi metodami (cyklicka, diferen¢ni pulzni

2 Resp. poklesu koncentrace zpusobeného pravé pfenosem elektronu na molekuly kysliku a jejich redukei na vodu
(napft bilirubin oxidaza), ¢astéji pak na peroxid vodiku (diaminoxidaza, glukdza oxidaza...). V obou piipadech ale
muze tato reakce zpusobovat problémy, nebot’ konkuruje pfenosu elektronti na povrch elektrody. To zpusobi
snizeni elektrochemické odezvy biosenzoru nebo vykon biopalivového ¢lanku.
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voltametrie nebo voltametrie ¢tvercové viny). Casté je rovnéz vyuziti amperometrické metody,
pfi niz je na pracovni elektrodu vkladano konstantni napéti a jakakoliv zména koncentrace se

projevi jako zmé&na monitorovaného elektrického proudu v systému.

Prvni generace
€ Druhé generace

, ‘;Pi ,
((‘ ; q:'

Tieti generace

€ ¢
(A ¢
¢ 9
ﬁ?‘\z. i‘ “

Elektroda
Elcktroda
JOxidace/redukee o Elektroda
R Aktivni misto
w=™ Elektronovy ‘ Analyt
transfer . ”
Biokatalyzator « Mediator

Obrazek 2: Schématické znazornéni funkénich principi jednotlivich generaci biosenzord. Cervené
symboly pro analyt a mediitor symbolizuji molekuly jiz oxidované ¢i redukované.

Velmi Sirokou a v poslednich letech intenzivné prozkouméavanou oblast tvoii tzv. afinitni
biosenzory. Ty vyzivaji biorozpoznavaci prvky vykazujici specifickou afinitu k molekulam
analytu, coz je napt. DNA pro stanoveni komplementarnich asekii DNA, protilatky ¢i antigeny,
aptamery (DNA useky se specificitou vaci raiznym molekulam) lektiny nebo glykany. Jelikoz
se vetSinou nejedna o molekuly s elektrochemickou aktivitou (tedy alespoil ne za
,,biologickych” podminek), je zde Casto vyuzivana elektrochemicka impedancni spektroskopie.
Touto metodou lze velmi citlivé zméfit zménu v odporu, ktery predstavuje povrch elektrody
pro elektrochemickou redoxni pfeménu molekuly sondy — nejcastéji hexakyanozelezitanovych
(ferrikyanidovych) iontd. Tento odpor se navysi, pokud dojde k ,,zaneseni” povrchu navazanim

molekuly analytu na povrch. Schematicky je tento princip znazornén na obr. 3.
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R; - odpor elektrolytu

Rer - odpor prenosu naboje
Cpy - kapacitance dvojvrstvy
W - Wartburgiiv element

Elektroda modifikovana biorozpoznavacim prvkem

. ] &
I Redoxni sonda ‘%Biorozpoznévaci prvek
N

Obrazek 3: Schématické znizornéni funkce afinitnich senzori méienych pomoci elektrochemické
impedancni spektroskopie (EIS). Vysledek EIS méreni je nejcastéji prezentovan ve formé tzv. Nyquistova

7 wr

diagramu (horni ¢ast obrazku), kde pramér vzniklého piilkruhu koreluje s odporem prenosu niboje (Rcr
— charge transfer resistance), tedy s mnozstvim molekul analytu zachyceného na povrchu elektrody.

Uvedené principy je mozné kombinovat v riznych metodach amplifikace signalu — napf.
pii tzv. ,sendvicovém™ usporadani jsou na molekuly analytu (které jsou jiz pfichyceny na
povrchu elektrody pomoci biorozpoznavacich molekul) navazany sekundarni (,,tracer™) sondy
sestavajici nejCastéji z nanocCastic nesoucich molekuly enzymu, jehoZz aktivita miZe byt
jednoduSe detekovana elektrochemicky (napf. jiz zminéné oxidazy). Vyhody enzymovych
sekundarnich sond jsou nasledujici: 1) zvySeni signalu spocivajici v prostém faktu, ze jedna
navazana molekula analytu je schopna navazat jednu nanocastici sondy nesouci mnoho molekul
enzymu; ii) kontinuita enzymové reakce, kdy muze dojit k akumulaci produktu a tedy i velmi

vyznamnému navyS$eni méren¢ho analytického signalu [26, 27].

Jendou =z oblasti, kde se ukazal vyznamny potencial afinitnich biosenzord je
glykobiotechnologie, tedy monitorovani biologickych interakci zprostiedkovanych vazbou
glykan (sacharid)-lektin (protein). Zmeény v glykosylaci proteint ¢i povrchu bun¢k mefitelné
prave afinitnimi impedancnimi biosenzory tak Casto mohou byt dilezitymi a vCasnymi
biomarkery riznych onemocnéni ¢i obecné€ zmén fyziologického stavu [6]. Afinitni biosenzory
ale maji velky vyznam i pro detekci polutantt, toxind, at' jiz v oblasti environmentalniho

inzenyrstvi nebo napt. bezpecnosti potravin.
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Elektrochemickd zarizeni bez biologickych komponent

Tato oblast pifimo navazuje na vySe zminény objev polarografie, kterouzto metodou je
mozné v jednom méfeni ziskat kvalitativni i kvantitativni informace napf. o koncentraci iontti
riznych kova v analyzovaném roztoku. Tento priklad ilustruje zakladni ramec voltametrickych
stanoveni polutantt, kdy potencial voltametrického piku (pfip. pii polarografii palvinovy
potencial) podava informaci o druhu analytu, zatimco elektricky proud naméfeny béhem této
reakce (vyska piku na voltamogramu) koreluje s koncentraci analytu v roztoku. Stejné jako u
vySe popsanych biosenzord i u voltametrickych senzorli je pozadovano, aby elektrodova
heterogenni redoxni reakce probihala co nejefektivnéji (tedy aby se za ¢asovou jednotku stihlo
redukovat/oxidovat co nejvice molekul analytu) a zaroven je zddouci dosahnout kyzené reakce
pfi co nejnizsi absolutni hodnoté potencialu. Tim se znacné snizi moznost, ze pii aplikovaném

potencialu dojde k oxidaci/redukci jiné slozky roztoku, tedy ke zkresleni analytického signalu.

Pro tento typ zafizeni je typicka modifikace elektrod nanocasticemi kov, které pfi zvySeni
plochy aktivniho povrchu zaroveri ¢asto maji i zadané elektrokatalytické vlastnosti. To se tyka
napf. stfibra (stfibrnych nanocastic), které vykazuje vysokou afinitu k chloridim, ale i k atomu
chloru v riznych molekulach, pasobi tedy mj. jako katalyzator elektrochemické reduktivni
dehalogenace chlor obsahujicich organickych polutantt [28]. Druhou oblasti
elektrochemickych zatizeni jsou ,,energetické” reakce, nejcasteji redukce kysliku rozpusténého
ve vodé jako Casta katodova reakce palivovych Elankl nebo redukce protontt H™ na plynny
vodik, ktery dale maze byt vyuzit napf. jako palivo. Pfi druhém zminéném typu reakce je
zapotiebi pouzit katalyzatory, které co nejvice snizi hodnotu potencialu dané reakce, tj. napéti
vkladané na elektrody, coz umozni levnéjsi produkei vodiku. Své nezastupitelné misto zde maji
nanocastice Pt, Pd a jinych vzacnych kovi. U obou typa reakci pak je ziejmou vyhodou zvySeni
plochy aktivniho elektrokatalytického povrchu, coz lze dosdhnout aplikaci co nejvétsiho

mnozstvi co nejmensich nanocastic na povrch elektrody [29].

1.2 Nanomaterialy

Vétsina text zabyvajicich se nanotechnologii zmitiuje jako historicky milnik této oblasti
prednasku profesora Richarda P. Feynmana na vyroCnim zasedani Americké fyzikalni
spolecnosti r. 1959 s titulem ,, There’s a planty of room at the bottom*. Zde byl vysloven (tehdy
teoreticky) predpoklad mozného wvyuziti riznych nanocastic. Soucasny pokrok
v nanotechnologiich umoziuje rutinni syntézu nejruzn€jSich typt nanocastic, které jsou

dostupné na trhu (viz napt. katalog firmy Merck https://www.sigmaaldrich.com/CZ/en), coz na
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druhou stranu umoznuje vyuziti (byt mnohdy teprve experimentalni) nanomateriali v mnoha

odvétvich, napt. v medicing€ [30], potravinai'stvi [31], pfi remediacich [32] atd.

Nanomaterialem je dle nejbézné&jsi definice material sestavajici z ¢i obsahujici Castice
s alespoil jednim rozmérem mezi 1 a 100 nm. B&zné€ se rozlisuje mezi Casticemi sférickymi (O-
dimenizionalni), nanotrubicemi ¢ nanovlakny (1-dimenzionélni), planarnimi (2-
dimenzionalnimi) a trojdimenzionalnimi. Syntetizovat lze ale napf. 1 nanokvéty, nanohroty,
nanohvézdy atd. Tvarova pestrost je pak doprovazena riznorodosti sloZeni. Principialné lze
rozlisit nanocastice kovové (z elementarniho kovu nebo z oxidu/t kovu/it), kiemicité a na bazi
uhliku (v&etn& polymert). Casto nicméné vykazuji nejlepsi vlastnosti nanomaterialy
viceslozkové, at’ jiz napf. jednotlivé nanocastice z vice kovl, nebo hybridni nanomaterialy,

napf. nanocastice grafenu se stfibrnymi nanoc¢asticemi na povrchu.

Jak jiz bylo zminéno, aplikaci nanomaterialt lze zlep§it vlastnosti (bio)elektrochemickych
zafizeni popsanych vyse. Jednou z Casto vyuzivanych moznosti je aplikace na povrch pracovni
elektrody nanocastic pfipravenych ,,ex-situ“, tedy mimo elektrodu riznymi metodami (viz napf.
prehledové studie [33-36]). V takovém pfipadé se nejCastéji na povrch elektrody nanese
disperze nanocastic v rozpoustédle, které se nasledné odpaii a na povrchu zistanou pouze
deponované castice. Ty mohou byt vazany nejCastéji elektrostatickymi silami (maji-li
nanocastice elektrochemicky néboj) nebo hydrofobnimi n-r interakcemi (typické pro uhlikové
nanocastice — grafen, uhlikové nanotrubicky a jejich derivaty). Dale je mozné aplikovat disperzi
nanocastic v roztoku polymeru, ktery po odpateni rozpoustédla vytvori kompaktni film s vyssi
stabilitou nez samotné nanoc¢astice. Dal§i moznosti je syntéza in-situ nanocastic pfimo na
povrchu elektrody. To se tyka predevsim nanocastic kovd, které mohou byt pfipraveny
elektrochemickou redukci prislunych iontd. Castda je i aplikace hybridnich, tedy
viceslozkovych nanomateriala. Prikladem mohou byt uhlikové Castice (kulovité, planarni ¢i
jednodimenzionalni nanotrubi¢ky nebo nanovlakna) s kovovymi nanocasticemi na povrchu.
Samostatnou kapitolou je potom chemicka modifikace nanocastic tak, aby jejich povrch
vykazoval napt. pozadovanou miru hydrofobnosti/hydrofilnosti nebo za ucelem vneseni

specifickych funk¢nich skupin pro kovalentni navazani biorozpoznavacich prvka.

V neposledni fadé€ je potfeba zminit, Ze mnohdy je pfi pfipravé nanomateriala s kyzenymi
vlastnostmi pouzito nebezpecnych/toxickych, pfipadn€ ne zcela levnych vychozich surovin.
Ekonomika a bezpecnost pro ¢lovéka a zivotni prostredi je tedy dalsi uhel pohledu, kterym je

mozné tuto problematiku nazirat.
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Vzhledem k relativni riznorodosti tfech hlavnich nastinénych témat se jevi jako ucelné&jsi
podat, na tkor obsaznosti obecného tvodu, vice detailt v nasledujicich kapitolach, které budou
vénovany: nanotechnologiim pro pfipravu biopalivovych ¢lanka a elektrochemickych
biosenzord (kap. 2); nanotechnologiim pii pfipravé afinitnich biosenzora (kap. 3);
nanotechnologiim pro pfipravu elektrochemickych zatizeni bez biologické slozky vyuzitelnych
v environmentalnim inzenyrstvi (kap. 4). Souhrn téchto vysledki a jejich vyznam pro

environmentalni chemii a inZenyrstvi je pak obsahem kapitoly 5.

2. NANOTECHNOLOGIE PRO BIOPALIVOVE CLANKY A
VOLTAMETRICKE BIOSENZORY

2.1 Elektrochemie biokatalyzatori - enzymy

Za bioelektrokatalyzatory muzeme nejCastéji povazovat enzymy, které sestavaji
z proteinové struktury a aktivniho centra, kde dochazi k samotné katalyzované reakci, tedy
navazani a preména substratu. Jiz bylo zminéno, Ze prvni a druha generace biosenzord
spol¢haly na elektrochemickou reakci latek, které bud’to souvisi s aktivitou enzymu (produkt,
akceptor nebo donor elektronu...) nebo regeneruji aktivni misto enzymu (elektronové
mediatory), zatimco tfeti generace vyuzivaji pfimy elektronovy transfer. Tyto principy byly

stru¢né shrnuty v prehledovych ¢lancich predkladatele [15, 37].

Heterogenni redoxni transformaci kofaktord ¢i aktivnich mist enzymi na povrchu
elektrody 1ze sledovat voltametricky, podobné jako redoxni transformaci jakékoliv
elektroaktivni latky v roztoku. Takto 1ze pomoci fundamentalnich elektrochemickych studii
poznat redoxni vlastnosti jednotlivych aktivnich center ¢i kofaktort, coz je v podstaté nezbytna
podminka pro pfipravu enzymovych elektrod. Uvedené studie mohou byt provadény jednak
s enzymy v roztoku elektrolytu nebo s elektrodami, na jejichz povrchu je enzym imobilizovan.
Takto byly jiz pted ne¢kolika dekadami charakterizovany napt. aktivni centra fumarat reduktazy

[38] ¢i jinych enzyma [39] za pouziti planarnich elektrod.

Jakkoliv jsou informace o redoxni aktivité enzyma dualezité, neni mozné je vzdy spojovat
s moznosti pfimého elektronového transferu, jehoz hlavni (a pro efektivitu biopalivovych
¢lankl a enzymovych biosenzort nezbytnou) charakteristikou je kontinualni vymena elektronti
mezi elektrodou, aktivnim mistem enzymu a molekulami substratu. V této souvislosti je vhodné
zminit pfiklad velmi cCasto vyuzivaného enzymu glukéza oxiddzy (GOx) s

flavinadenindinukleotid (FAD) kofaktorem [40]. V ptrehledovém ¢lanku [37] jakoz i
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v editorialu Biosensors and Bioelectronics 82, 2016 [41] je mimo jiné zminén fakt, ze v mnoha
studiich byla pozorovana voltametricka odezva GOx bez elektronovych mediatord, coz je
mylné vydavano za pfimy elektronovy transfer. Pravdépodobné ale jde pouze o redoxni
pfeménu disociovaného kofaktoru, bez vlastni katalytické aktivity. V pfitomnosti substratu
(glukozy) zde proto nebyl pozorovan typicky priibéh voltametrické odezvy, ktery by svédcil o
kontinualni oxidaci glukozy, s tim sprazené redukci FAD kofaktoru a jeho regeneraci (opétovné
oxidaci) na povrchu elektrody. Takto byly ne zcela vhodné za pfimy elektronovy transfer
vydavany 1 pripady nepfimé uméry mezi voltametrickou odezvou elektrody s imobilizovanou
GOx akoncentraci glukézy. Jakkoliv se jednd o funkéni a pouzitelny princip
elektrochemického biosenzoru glukézy (napt. [42, 43]), je v techto pfipadech méfena pouze
voltametrickd odezva redukce kysliku, jehoz koncentrace se snizuje se zvySujici se aktivitou
GOx, tedy s vyssi koncentraci glukozy (tedy prvni generace biosenzoru, nikoliv treti). Toto

bylo pozdéji experimentaln€ ovéfovano napi. P. Bartlettem [44].

Primy elektronovy transfer mize byt zefektivnén (i pfimo umoznén) pouzitim elektrod
modifikovanych nanomaterialy, které umozni lepsi kontakt elektroaktivnich €asti enzymu
s povrchem elektrody (jednou ze zékladnich podminek pfimého elektronového transferu je
vzdalenost elektroaktivniho mista enzymu od povrchu elektrody mensi nez cca 1 nm — pres tuto
vzdalenost dochazi k prenosu elektronu i skrze nevodivé proteinové prostiedi [39]). Dalsimi
moznostmi jsou pak specifické zpusoby upravy enzymu; napi. deglykosylace celobioza
dehydrogenazy zvysila efektivitu pfimého elektronového transferu tohoto enzymu diky
zmenSeni vzdalenosti mezi kofaktorem a elektrodou [17] a uprava struktury GOx s naslednou
imobilizaci na zlaté nanocCastice [45] se ukazala jako jeden ze dvou moznych zpasobu, jak
zajistit piimy elektronovy transfer u tohoto enzymu. Vyrazny efekt mize mit i vhodna
imobilizace enzymu, napiiklad kovalentni imobilizace FAD kofaktoru na elektrodu s néslednou
rekonstituci inkubaci s apoGOx [46] je druhy ze zpasobu, jak u tohoto enzymu dosahnout piimy

elektronovy transfer.

2.1.1 Bilirubin oxidaza a uhlikové nanomaterialy v chitosanové matrici

Jednim z enzymua vykazujicich pifimy elektronovy transfer je bilirubin oxidaza (BOD;
bilirubin:kyslik oxidoreduktdza, EC 1.3.3.5) ktera, podobn¢ jako GOx, pfii oxidaci substratu
vyuziva jako elektronovy akceptor kyslik, ktery ale neni redukovan na peroxid vodiku, nybrz
na vodu dle souhrnné rovnice: Oz + 4e¢” + 4H" = 2H,0. Pfimy elektronovy transfer zde spociva
ve schopnosti BOD oxidovat elektrodu, tedy odebirat z ni elektrony za souCasné redukce

kysliku [16], jedna se tedy o katodovy bioelektrokatalyzator. To bylo experimentalné provétfeno
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jednoduchou adsorpci BOD na elektrodu modifikovanou sférickymi uhlikovymi nanocasticemi

KB (saze, ,,Ketjan Black™). Takto piipravena biokatoda vykazovala stabilni proudovou odezvu

v pfitomnosti rozpusténého kysliku v elektrolytu [47]. V uvedené studii byly nicméné saze
dispergované v polyvinylidenfluoridu, tedy syntetickém polymeru, ktery musel byt navic pro
ptipravu nanomodifikované elektrody rozpustén v N-mehtyl pyrolidonu. Jako dalsi velmi
efektivni cesta se jevila integrace BOD do matrice s uhlikovymi nanotrubickami [48, 49], které
jsou nicmén¢ pomerne drahé. V ramci zjednodusSeni piipravy byla proto testovana moznost
pouziti jiného disperzniho €inidla pro KB, konkrétné€ biopolymeru chitosanu [50] (pFiloha P.1).
V prvnich experimentech byla testovana adsorpce BOD na elektrodu modifikovanou pouze KB
dispergovanymi v roztoku chitosanu v koncentraci 13 mg/ml, ktera byla pouzita ve zminéné
studii Miyake er al., 2009 [47]. Podle o¢ekavani vSak diky nizsi hydrofobicité chitosanu
nevytvorila tato smés po zaschnuti stabilni film, proto byla koncentrace KB sniZzena na 4,3
mg/ml. Takto byla pfipravena homogenni disperze KB/CHI na povrchu elektrody, nicméné
s pomérn¢ nizkou kapacitanci. Proto byla disperze KB/CHI smichdna jest€¢ s disperzi
uhlikovych nanotrubic¢ek (CNT) v chitosanu, ktery se jiz diive projevil jako vhodné disperzni
¢inidlo (pouzito napt. ve studii Filip et al., 2011 [51]). Po aplikaci ptipravené smési KB-
CNT/CHI na uhlikové elektrody a zaschnuti pfi laboratorni teploté vznikl konzistentni a stabilni

film. Takto modifikované elektrody pak vykazovaly vyssi kapacitanci (obr. 4 A).
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Obrizek 4: A - cyklické voltamogramy elektrod modifikovanych smési KB-CHI (koncentrace KB 13 mg/ml;
modri preruSovana ¢ara), smési dKB-CHI s koncentraci KB 4.3 mg/ml (Cervena preruSovana ¢ira) a smési
dKB/CNT-CHI s koncentraci KB 4,3 mg/ml a koncentraci CNT 0,67 mg/ml (Cerna plna ¢ara). Prevzato z
[50]. B — Eerna kiivka — katodicka ¢ast CV elektrody modifikované dKB/CNT-CHI s inkubovanou bilirubin
oxidizou, v deaerovaném elektrolytu. CV je korigovano o pozadi odeftenim CV elektrody bez
nasorbovaného enzymu. 1, 2, 3 — vyznacené katodické piky pro jednotlivé redoxni procesy. Modra kiivka —
CV téze elektrody mérené v provzdusinovaném elektrolytu, korigovino o CV zmérené toutéz elektrodou
v deaerovaném elektrolytu. Krivka tedy znizornuje pouze bioelektrokatalytickou redukci kysliku.

3 Nutno podotknout, Ze pro aplikaci v uvedené studii (elektrochemica oxidace NADH kofaktoru) se ukazalo jako
vhodnéjsi disperzni €inidlo kyselina hyaluronova.
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V dalS$im kroku byla na takto modifikované elektrody imobilizovana BOD jednoduchou
inkubaci elektrod v roztoku enzymu v acetatovém pufru. Elektrokatalytické vlastnosti takto
imobilizované BOD byly testovany cyklickou voltametrii v elektrolytu (acetatovy pufr, pH =
6) v pfitomnosti nebo nepfitomnosti kysliku (deaerace inertnim plynem nebo aerace
vzduchem). V souladu sjinymi studiemi byl pozorovan narast katodického proudu jako
dusledek pifimého elektronového transferu pfi kontinualni redukci kysliku katalyzované praveé
BOD (obr. 4). Korekci na voltametrickou odezvu zjisténou v deaerovaném elektrolytu byla
ziskana hodnota biokatalytického proudu (tedy takového, ktery je pouze dusledek enzymové
reakce) a z n&j vyjadiena vysledna proudova hustota pfipravené biokatody j = 272 pA/cm?.
V kontextu jinych studii to sice nebyla nejvyssi hodnota, biokatalytickou odezvu 1ze nicméné
zvysit zajisténim vyssi koncentrace rozpusténého kysliku v elektrolytu (tj. probublavani Cistym
kyslikem, nikoliv vzduchem), navic byly naméfené hodnoty dosazeny elektrodami
pfipravenymi inkubaci s roztokem obsahujicim pouze 0,25 U BOD na elektrodu. Lze tedy
shrnout, ze testovana modifikace nanomateridlem obsahujicim sférické saze a uhlikové
nanotrubicky v chitosanové matrici se ukazala zcela funkéni pro jednoduchou a efektivni sorpci
bilirubin oxidazy. Dulezitou roli se zde ukazaly mit jednak ¢asti chitosanu s ¢asteCné kladnym
nabojem a zarovein CNT a KB, kde je Castecny néboj zaporny. BOD ma pak za podminek
inkubace ¢asteCny zadporny povrchovy naboj, nicméné disponuje i ¢asti s kladnym povrchovym
nabojem. To umoznilo takovou orientact BOD na povrchu, jez je vyhodné praveé z hlediska

ptimého elektronového transferu.

Dulezitou soucasti testovani elektrokatalyzy BOD na elektrodach modifikovanych vyse
zminénym nanomateridlem byla detailni charakteristika jednotlivych elektroaktivnich mist
nasorbovaného enzymu. V prvni fadé je tfeba poznamenat, ze cyklicka voltametrie
v deaerovaném roztoku ukazala pfitomnost tii katodickych piki pfifazenych tfem redoxnim
procesiim oznacenym jako 1 (493 mV), 2 (374 mV) a3 (203 mV) (viz obr. 4), coz bylo prozatim
zaznamenano jen v jednom piipade [52]. Tyto tii elektrochemické d&je by mohly byt spojeny
s tfemi redoxnimi misty bilirubin oxidazy, které jsou oznaovany jako T1, T2 a T3, jsou tvoreny
atomy meédi a predstavuji fetézec pro elektronovy transfer. Ten zafina oxidaci molekuly
substratu v misté¢ T1, coz je sptazeno s piijmutim elektronu atomem médi na daném miste.
Nasleduje transfer tohoto elektronu na tzv. T2/T3 klastr tvofeny celkem tfemi atomy médi a
odtud az na findlni elektronovy akceptor [16, 53]. Bylo tedy nutné ovéfit, zda uvedené
katodické reakce odpovidaji jednotlivym aktivnim mistim, proto byly zméfeny cyklické

voltamogramy v riznych rozsazich potenciald. Z nich vyplynulo, ze v aktivnim misté
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s nejvyssim redoxnim potencidlem (1) nastava jista mira bioelektrokatalyzy (v ptitomnosti
kysliku je vidét narust katodického proudu), jeji intenzita je vSak témér linearné zavisla na
vlozeném napéti jakozto hnaci sile. Oproti tomu redoxni centrum projevujici se pii absenci
kysliku jako katodicky pik pii 200 mV (3) vykazuje vyraznou elektrokatalytickou aktivitu,
proto byl identifikovan jako aktivni centrum T2. Zde je potieba zminit, ze redoxni d&j (nikoliv
bioelektrokatalyza) byl v dané potencidlové oblasti pozorovan i pii testovani termalné
denaturované BOD (coz by poukazovalo na to, ze atom(y) medi redoxniho centra T2 je
ptfitomen v BOD i po denaturaci, jakkoliv jiz neni funk¢ni), ale 1 pfi testovani sérového
albuminu jakozto zastupce proteinu bez aktivniho centra. Tyto vysledky snizuji moznost
jednozna¢né identifikovat jednotliva redoxni centra a komplexnost elektronové vymeény mezi
BOD a elektrodou jesté dokresluje vyhodnoceni elektrokinetickych parametrt zjisténych
redoxnich jeva (potencial a vyska piku pfi riznych rychlostech zmény potencialu pfi cyklické
voltametrii, integrované mnozstvi naboje pro§lé pii jednotlivych redoxnich procesech a
zavislost téchto naboja na rychlosti skenovani pfi méfeni v riznych potencialovych oknech atd.
—viz priloha P.1). Z nich mimo jiné vyplyva, ze vliv na aktivitu jednotlivych redoxnich center
ma 1 redoxni stav okolnich center a déale ze 1ze pomérné jednozna¢né identifikovat presun
elektronti z redoxniho mista 1 do redoxniho mista 2. Navic je pravdépodobné, Ze cest pro

elektronovy transfer pfi sledované bioelektrokatalyze muze byt i vice neZ jen jedna.

V dalsi fundamentélni studii funkce redoxnich center BOD adsorbované na KB/CNT-CHI
povrchu bylo popsano jejich chovani v zavislosti na pH elektrolytu [54] (pFiloha P.2). Zde bylo
zjisténo, ze vySe popsané redoxni d&je 1 a 3 (obr. 4) vykazuji zavislost na pH, zatimco redoxni
proces 2 nikoliv (obr. 5 A). Jeho redoxni transformace tedy nezahrnuje vyménu protond, neni
tedy ziejmeé ve styku s elektrolytem. Zjisténé zavislosti potencialti na pH jsou linearni, vykazuji
nicmén¢ v hrani¢nich oblastech zlomy, které byly pfisouzeny aktivité dvou konkrétnich
aminokyselin v proteinové strukture (Aspl05 a Glu463). Celkovy obraz pak odpovidal
hypotéze vznesené jiz v prvni studii (priloha P.1), totiz ze elektrony pfechazi z T1 (redoxni
proces 1) na redoxni misto 2 a dale na redoxni misto 3 tzv. ,,uphill® transferem, tedy proti sméru
o¢ekavanému na zaklade elektrochemickych potencialt. Déle je z obr. 5 A patrné, jak se rozdil
potenciali mezi jednotlivymi aktivnimi misty méni s ménicim se pH, coZ souvisi i s riznou
mirou elektrokatalytické aktivity BOD pfi riznych pH. Pfi vyhodnocovani ziskanych
voltametrickych dat bylo dale vyuzito prvni derivace voltamogramu pro indentifikaci redoxnich

potencialt jednotlivych d€ja i pfi kontinualni redukci kysliku (obr. 5 B).
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Obrazek 5: A — zavislosti potencialu katodickych voltametrickych piki na pH pro BOD adsorbovanou na
uhlikovych elektrodach modifikovanych sazemi “Ketjen Black” a uhlikovymi nanotrubickami v
chitosanové polymerni matrici. Piky odetitiny z cyklickych voltamogrami korigovanych o pozadi, v
nepritomnosti Kysliku. Cerné body a primka — redoxni misto 1 (T1); ¢ervené body a primka — redoxni misto
2; zelené body a primka — redoxni misto 3. B — ¢erna krivka — katodicka ¢ast voltamogramu Kkorigovaného
0 pozadi ziskaného méienim elektrody s BOD nasorbovanou na KB/CNT-CHI v pritomnosti kysliku
(aerovany elektrolyt). Cervena kiivka — prvni derivace tohoto voltamogramu s vyzna¢enim piki, které jsou
analogy pulvinovych potenciili. A i B — prevzato z [54].

2.1.2 Bilirubin oxidaza imobilizovana na oxid grafenu

Enzymu bilirubin oxidaza byla vénovana i série experimentl zkoumajicich moznost
fyzikalni imobilizace enzymu na ¢astice oxidu grafenu (GO). Ty jsou, na rozdil od
jednodimenzionarnich uhlikovych trubi¢ek, dvojrozmérné a obecné nejsou tak vhodnym
materidlem pro zvyseni vodivosti polymernich matric. Nehled€ na to, ze samotny GO m4 velmi
nizkou vodivost elektroni v rovin€ nanovrstev jako disledek oxidaci naruseného systému
konjugovanych vazeb [55, 56]. Hlavni vyhodou GO je ale dobra dostupnost a nizka cena, pfip.
relativné snadnd pfiprava oxidaci grafitu, dale vysoka hydrofilnost dana ptitomnosti kyslik
obsahujicich skupin (karboxyly, hydroxyly, epoxy skupiny...). To umoziuje jednak vysokou
stabilitu vodnych disperzi GO a tudiz snadnou praci s nimi a také rizné zpusoby jejich
funkcionalizace. V neposledni fade je nutné zminit moznost ptipravy redukovaného GO (rGO),
ktery je svymi vlastnostmi hybridem mezi GO a grafenem. O obecnych vlastnostech
grafenovych derivati v¢. GO a predevsim o jejich vyuziti v biosenzorech a biopalivovych
¢lancich bylo stru¢né pojednano napt. v prehledovych pracich predkladatele [7, 8], vyraznéjsi
citacni ohlas nicmén¢ ziskala prehledova prace diskutujici aplikovatelnost grafenu (¢i jeho

derivatt) v biopalivovych ¢lancich [9] (pFiloha P.3).

Vyzkum integrace oxidu grafenu s bilirubin oxiddzou wvychazel z ptedpokladu, ze
nanocastice GO s parcidlnim zapornym nabojem na povrchu by mohly mit pro sorpci BOD

podobny efekt jako vySe zminéné uhlikové nanomaterialy. Proto byla prvni studie [57] (pFiloha
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P.4) zaméfend na porovnani biokatod pfipravenych sorpci BOD na GO a na KB/CNT-CHI
nanokompozit zminény v kapitole 2.1.1. V této fazi jiz byla sorpce BOD na GO provadéna ,,ex
situ, tedy v separatnim kroku sestavajiciho z jednoduchého smichani roztoku BOD a vodné
disperze GO a inkubace smési po urcity Cas. Nasledovala separace vzniklych GO/BOD
nanocastic jednoduchou centrifugaci, dekantaci supernatantu a resuspendovanim precipitatu
v mens$im mnozstvi fosfatového pufru. Tim vznikla zakoncentrovana disperze nanoc¢éstic oxidu
grafenu s molekulami enzymu nasorbovanymi na povrchu. Po naneseni této disperze na
uhlikovou elektrodu a zaschnuti za laboratorni teploty vznikl stabilni film. Elektrokatalyticka
aktivita takové biokatody je ovSem zéasadn€ limitovana nizkou elektronovou vodivosti
pouzitych materiald. V dal§im kroku proto bylo testovano, zda by bylo mozné aplikovat na
pfipravené biokatody elektrochemickou redukci a piekvapiveé se ukazalo, ze aktivita BOD
integrovana v GO matrici je i po aplikaci reduk¢niho potencialu (cyklicka voltametrie, 30 skend
v rozmezi -1,25 = 0 V proti Ag/AgCl referen¢ni elektrod€) zachovana. Pro porovnani byla
podrobena redukci 1 biokatoda modifikovana KB/CNT-CHI s BOD nasorbovanou az po
modifikaci elektrody (viz metodika v pfilohach P.1 a P.2). Ukazalo se, Ze 1 na této biokatodé
zustala aktivita BOD po aplikaci reduk¢niho potencialu zachovana, je nicméneé patrné, ze doslo
ke zméné orientace enzymu na elektrod€, nebot’ stabilni bioelektrokatalyza je pozorovana az
pii niz§i absolutni hodnoté potencidlu. Z toho je patrné, Ze elektronovy transfer probiha po
elektrochemické redukci jinou cestou. Oproti tomu maxima bioelektrokatalytického proudu je
na elektrod¢ s redukovanymi GO/BOD dosazeno jiz pii cca 500 mV (proti Ag/AgCl), coz
odpovida toku elektronu z elektrody pfimo na aktivni centrum T1 a zné& piimo na kyslik
rozpustény v roztoku. Tyto skuteCnosti jsou patrné z cyklickych voltamogrami zobrazenych na

obr. 6.

E (V) EWV)

Obrazek 6: CV elektrod modifikovanych GO-BOD (A) a KB/CNT-CHI (B) pied (krivky a) a po (kiivky b
a ¢) elektrochemické redukci. Voltamogramy méieny v acetitovém pufru pH=6 deaerovaném (krivky a, b)
a aerovaném (krivky c). Prevzato z [57].
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Uvedené vysledky podnitily hlub$i studii fungovani BOD integrované v redukovaném GO.
Ve studii [58] (pFiloha P.5) byly testovany dal$i mozné zpusoby sorpce BOD na GO, tj.
inkubace roztoku BOD s elektrodou diive modifikovanou GO, pfip. redukovanym GO, dale ,,in
situ* inkubaci kdy byla na povrchu elektrody nechana zaschnout smés GO+BOD v pufru. Jako
optimalni se nicmén¢ ukazala jiz dfive testovana moznost inkubace ,.ex situ*. Pfi ni byl
v mikrozkumavce 4 h inkubovan roztok BOD spolu s disperzi GO, tato smés byla nasledné
centrifugaci zbavena vétsi ¢asti kapalného podilu a takto zakoncentrovana byla aplikovana na
elektrodu. Po zaschnuti pfi laboratorni teploté se vytvortil konzistentni film s dobrou stabilitou.
Takto pripravené elektrody byly podrobeny elektrochemické redukci a poté byla méfena jejich
bioelektrokatalyticka aktivita. Kromé elektrochemickych méteni byla potvrzena sorpce

molekul BOD na nanocéstice GO 1 pomoci mikroskopie atomarnich sil — viz obr. 7.

400 800 800 1000
nm

Obrazek 7: Zobrazeni topografie pomoci mikroskopie atomdrnich sil (A) pro GO s nasorbovanymi
molekulami BOD. B — vySkovy profil Fezu podle linie zaznacené v panelu A. Pfevzato, upraveno z [58].

Dalsim zajimavym zjiS§ténim v ramci téchto experimentd byla pozorovana vys§i mira
bioelektrokatalyzy, pokud byl jako substrat pro sorpci BOD pouzit GO po separaci specifické
velikostni frakce z pavodni komeréné dostupné vodné disperze. Separace bylo dosaZzeno
jednoduchou centrifugaci, na zdkladé hmotnosti a povrchového néboje. Podrobnégji byl tento
fenomén zkouman v praci [59] (priloha P.6). Zde byla nejprve provedena série centrifugacnich
a separacnich krokd, podle schématu na obr. 8. Vysledkem téchto krokl byly jednotlivé
velikostni frakce pivodni smésné disperze GO; tyto se pouzily jako substrat pro sorpci BOD
stejnym zpusobem jako v pfedchozich experimentech. Pro kazdou frakci byly dale pomoci
dynamického rozptylu svétla (DLS) a elektroforetického rozptylu svétla (ELS) zjiStény
prumérné velikosti ¢astic a hodnoty C-potencialt. Z téchto veli¢in byl vyjadien ,,nominalni C-
potencial“ Cnowm, tedy hodnota primémého C-potencialu vztazeného na jednotku plochy

povrchu GO nanocéstice aproximovanou z nameteného hydrodynamického poloméru. Ukéazalo
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se, ze tato veli¢ina pro Cast velikostnich frakci koreluje snaméfenymi maximalnimi
bioelektrokatalytickymi proudovymi hustotami v pfitomnosti kysliku a z nich vypocitanych
hodnot mnozstvi BOD nasorbované na povrch elektrody (pfiblizné 8 — 23 pmol/cm?).
Respektive, jak je patrné z grafu zavislosti proudové hustoty na Cnom na obr. 9, maximum
proudové hustoty (a tedy ziejme i nejefektivnéj§i usporadani BOD na povrchu nanoc¢astic
grafen oxidu) je dosazeno pfi hodnoté Cnom = -0,6 pV/nm? Pii vyssich hodnotach je
bioelektrokatalyza katod o n€co nizsi, ale viceméné€ na stejné urovni, kdezto pfi nizSich

hodnotach je pozorovan pokles proudové hustoty, linearn& s poklesem Cnom (R% = 0,997).
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Obrazek 8: Schéma centrifugacnich a separacnich kroki s jednotlivymi vzniklymi supernatanty (S) a
precipitaty (P) pro separaci riiznych velikostnich frakei (oznacenych jako S1, S2, P, PS a PPS) z ptvodni
komercné dostupné vodné disperze GO. Prevzato, upraveno z [59].
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Obrazek 9: Graf zavislosti naméfené biokatalytické proudové hustoty j na nomindlnim & potenciilu
matariilu, ktery byl pouzit na pripravu biokatody. Prevzato z [59].
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Uvedené vysledky jednak potvrzuji schopnost BOD zachovat si bioelektrokatalytickou
aktivitu 1 po adsorpci na GO a nasledné elektrochemické redukci, zaroven ale predestira
jednoduchou moznost separace urcitych frakci GO z komplexni vodné disperze. Tyto frakce

pfitom nejsou ur€eny jen velikosti nanocastic, ale 1 hodnotou povrchového naboje.

2.1.3 Primy elektronovy transfer fruktéza dehydrogenazy, enzymové biopalivové
¢lanky

Fruktoza dehydrogenaza (D-fruktéza:akceptor S-oxidoreduktaza, FDH; EC 1.1.99.11) je
enzym katalyzujici oxidaci fruktozy, pfi¢emz elektrony uvolnéné touto reakci jsou predavany
na molekulu elektronového akceptoru, mohou byt ale predavany i na povrch elektrody. FDH
tedy slouzi jako anodicky bioelektrokatalyzator s pfimym elektronovym transferem. Ten je
zajistén s nejveétsi pravdépodobnosti pomoci kofaktoru pyrrolochinolin chinonu (PQQ) a
jednoho ¢i vice hemu c. Nejasnosti okolo struktury FDH jsou dany faktem, Ze se jedna o
membranovy enzym a tudiz neni jednoduché jej krystalizovat a ziskat strukturni data typickymi
metodami (rentgenova difrakce). Lokace FDH v periplasmatické membran¢ bakterii
(Gluconobacter sp.) ma jesté jeden aspekt — spolu s ostatnimi membranovymi
dehydrogenazami je FDH alokovano tak, ze jeji aktivni centrum mifi do periplasmatického
prostoru, tudiz velmi efektivné pfeméniuje substrat transportovany pouze pres bakterialni sténu.
Neni zde tedy limitace difuzi ¢i transportem substratu az do cytoplasmy [60], coz déla z bakterii
rodu Gluconobacter vhodné adepty na anodické mikrobialni elektrokatalyzatory (o nich bude

pojednéno v kap. 2.2).

FDH je jakozto membranovy enzym pomérné hydrofobni a je popsana jeji efektivni
adsorpce na rizné nanomaterialy [61-64]. V prvni fazi experiment [65] (pFiloha P.7) byla
testovana imobilizace na komercné dostupné zlaté nanocastice deponované na zlatou
polykrystalickou elektrodu bez fixa¢ni polymerni matrice. Pfipravené elektrody byly dale
inkubovany v roztoku merkaptoethanolu za uc¢elem zformovani samoskladebné monovrstvy
pro zvySeni hydrofobicity povrchu (podle studie Murata ef al., 2009 [61]). Nasledna
voltametrickd mefeni prokédzala, Ze v ptitomnosti fruktéozy v roztoku systém generuje
enzymaticky katalyzovany elektricky proud, jakkoliv maximalni proudova hustota byla cca o
fad niz8i nez jaka byla publikovéna se stejnym systémem [61]. Pfinosem ale bylo i zjisténi, ze
uvedenych maximalnich proudovych hustot nemohlo byt dosazeno bez elektrochemické
predupravy zlaté elektrody modifikované zlatymi nanocasticemi. T¢ bylo dosazeno pomoci
cyklické voltametrie v roztoku H2SOs v takovém rozsahu potencialti, ktery umoznil

opakovanou oxidaci Au a redukci oxida zlata, které zistaly na povrchu. Zda se byt
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pravdépodobné, ze timto doslo k odstranéni povrchovych necistot ¢i jinych molekul blokujicich
tvorbu samoskladebné monovrstvy, je ale nutné vzit v potaz, Ze stejnd aktivace byla nutnéa i pro
konstrukci biokatody. Ta byla pfipravena stejnym zpusobem jako bioanoda, pouze bez
merkaptoethanolové monovrstvy a misto FDH byla elektroda inkubovana s roztokem BOD. Je
tedy mozné, Ze opakovanou oxidaci a redukci povrchové vrstvy zlatych nanocastic dochazi
k urcité reorganizaci, kterd napt. zvysuje vodivost elektrodového rozhrani. Tento fenomén
nebyl dale zkouman, ptipravené elektrody byly spojeny v jednokomorovy biopalivovy ¢lanek
s fruktozou jako ,biopalivem®, kyslikem jako oxidovadlem (elektronovym akceptorem) a
acetatovym pufrem pH 6 jako elektrolytem. Takto pfipraveny biopalivovy ¢lanek poskytoval
maximalni vykonovou hustotu 27,4 uW na cm?geometrické plochy elektrod pii napéti okolo
300 mV. V porovnani s hodnotami dosazenymi v jinych publikacich se nejednalo o pfili§
vysoky vykon, pfidana hodnota zde ale tkvi v moznosti miniaturizace. Proto byl testovan i
biopalivovy ¢lanek se stejnymi elektrodami, oxidovadlem, palivem a elektrolytem, tentokrat
ale v konfiguraci, kdy bylo pouzito jen cca 50 ul elektrolytu. Usporadani je na obr. 10.
Naméfeny vykon tohoto zatizeni byl dokonce mirn€ vyssi nez pii ,klasické™ konfiguraci (tj.
anoda a katoda ponofena do 5 ml elektrolytu v meéfici cele, roztok je nemichany), coz lze

pravdépodobné pricist efektivnéj$i difuzi kysliku ke katodé.
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Obrizek 10: A — graf vykonové hustoty v zdvislosti na napéti sestrojenych biopalivovych ¢lanka.
Cerné body — miniaturizované usporadani, Cervené body — “klasické” usporadani s 5 ml
elektrolytu. B — fotografie miniaturizovaného usporadani biopalivového ¢lanku. Pirevzato z [65].

V dalsich sériich experimentd byla testovana sorpce FDH na jiz dfive popsany hybridni
nanomaterial Ketjen Black/uhlikové nanotrubicky v polymerni matrici z chitosanu (KB/CNT-
CHI) —viz piiloha P.1. Ukézalo se, Ze elektrody modifikované timto nanomateriadlem (viz sekce
2.1.1) jsou ptfimo pouzitelné i pro pfipravu bioanod jednoduchou inkubaci s roztokem FDH. Ty
pak vykazovaly maximalni bioelektrokatalytickou proudovou hustotu 0,45 mA/cm?
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Enzymaticka oxidace fruktozy (tj. narust biokatalytického proudu) byla pozorovana v oblasti
potencialu od -0,09 V proti Ag/AgCl referen¢ni elektrodé (viz obr. 11) Po zapojeni do
biopalivového ¢lanku s KB/CNT-CHI biokatodou s bilirubin oxidazou popsanou v sekci 2.1.1
bylo dosazeno maximalni vykonové hustoty 50 uW/cm? pii 300 mV. Neni bez zajimavosti, ze
prakticky stejny vykon vykazovalo i zafizeni ve studii Miyake e al., 2009 [47]. V té byla misto
FDH imobilizovana na elektrodu (modifikovanou Ketjen Black nanocasticemi
v polyvinylidenfluoridové polymerni matrici, KB-PVDF) glukéza dehydrogenaza a NAD " jako
jeji kofaktor. Biokatoda byla ptipravena z BOD sorbované na stejné modifikovanou elektrodu.
Pii samostatnych méfenich ale obé elektrody vykazovaly téméf dvakrat vys$si maximalni
hustotu biokatalytického proudu nez nami ptipravené elektrody. To by poukazovalo na mensi
vnitini odpor biopalivového €lanku sestaveného z elektrod modifikovanych nanomaterialy 1)

v chitosanové matrici (lepsi vodivost nez PVDF) a i1) obsahujicim uhlikové nanotrubicky.

Oxidace
fruktozy - FDH
30+
fruktoza: +
kys\_l’k:
fruktéza: -
kyslik:
=
= 0
fruktdza: +
kyslik:
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Redukce
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Obrazek 11: Cyklické voltamogramy biokatody (€ernd preruSovana a modra) a bioanody (Cerna plna a
¢erveni) modifikovanych KB-CNT/CHI a prisluSnym enzyme (FDH - fruktéza dehydrogeniza, BOD —
bilirubin oxidaza). Voltamogramy naméiené v nepritomnosti (Cerna plna a preruSovana) a v pritomnosti
(modra a ¢ervena) prislusného substratu (fruktézy, kysliku).

Jakkoliv se chitosan ukazal byt za jistych podminek pouzitelné disperzni ¢inidlo, pfece jen
je diky své hydrofilicit¢ ne zcela kompatibilni s pfevazn€ hydrofobnimi uhlikovymi
nanomaterialy. Proto byla jako dalsi platforma pro imobilizaci elektrokatalytickych enzymu
testovana disperze KB v poly(mlécné kyselin€) (PLA) [66] (Priloha P.8). PLA je vice
hydrofobni nez chitosan, neprokéazalo se ale, ze by diky ni mohlo byt na povrch elektrody
naneseno vetsi mnozstvi KB nanocastic. Pokud se nicméné povrch elektrody modifikoval

disperzi o koncentraci 4,3 mg KB/ml PLA, vznikly nanostrukturovany film byl stabilni a
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umoznioval inkubaci s roztoky BOD a FDH. Takto byly pfipraveny enzymové bioanody a
biokatody, které vykazovaly velmi podobné elektrokatalytické vlastnosti jako bioanody a
biokatody pfipravené z elektrod modifikovanych smési KB-CNT/CHI. Vyuziti PLA jako
polymerni matrice pravdépodobné umoznilo lepsi dispergovani KB nanocastic, coz se projevilo
vys$$i vodivosti kompozitu. Dulezité je, ze jiz nebylo nutné integrovat do elektrodového

rozhrani uhlikové nanotrubicky.

Dalsi vysledek této studie je ovéfeni moznosti Skalovatelnosti enzymovych bioanod a
biokatod. Za timto ucelem byly pouzity elektrody z papiru z uhlikovych vlaken (,, Toray paper,
viz napt. https://www fuelcellearth.com/fuel-cell-products/toray-paper-060/), kde byla KB-

PLA nanokompozitem modifikovana geometrickd plocha pfiblizné 1 cm? (pozn.?). Tyto
elektrody byly pro porovnani modifikovany i nanokompozitem KB/CNT-CHI (viz kap. 2.1.1)
a vSechny typy pripravenych elektrod pak byly inkubovany s roztokem BOD nebo FDH.

Jelikoz srovnani na arovni pouze dosazenych proudovych hustot je sice uziteCné, ale
nikoliv zcela informativni, z naméfenych dat bylo pomoci matematického modelu
aproximovano mnozstvi elektrokatalyticky aktivnich molekul enzymu na povrchu kazdé
elektrody a rychlostni konstanty reakci probihajicich na elektrodach. Pro modelovani byl pouzit

vztah pro proudovou hustotu [67]:

j = 1%:"7 (1)
kde plati:

ke = kO exp |(1— o). (32) . (E — E©)] )
a

ky = k. exp [-a. (32).(E — E%)| 3)

kde: j — proudova hustota (A/cm?); n — pocet elektrond vyménénych pii pozorované reakci’;
F —Faradayova konstanta; /'— mnozstvi elektroaktivniho enzymu na jednotkové plose povrchu

(mol/cm?); kc — rychlostni konstanta intramolekularniho elektronového transportu (s1), & —

4 Diskové elektrody ze skelného uhliku pouZivané v piedchozich experimentech maji plochu 0,07 cm?. Dile je
ticba brat v potaz porozitu (78%) uhlikového papiru, diky niz bude skute¢nd plocha aktivniho povrchu
né¢kolikandsobné vEtsi nez geometricka.

5 Jakkoliv se v kone¢ném dusledku jedna o dvouelektronovou redukci O2 na vodu, samotna heterogenni reakce
jejiz kinetické parametry byly zjiStovany, tj. oxidace kofaktoru bilirubin oxidazy, je pouze jedenoelektronova
reakce.
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rychlostni konstanta elektronového transportu z elektrody k aktivnimu mistu enzymu (s1); k» —
rychlostni konstanta elektronového transportu z aktivniho mista enzymu k elektrodg (s); &% —
rychlostni konstanta heterogenni elektrochemické reakce na povrchu elektrody (s1); o —
transportni koeficient; £ — aktualni hodnota potencialu aplikovaného pfi cyklické voltametrii
(V); E”- redoxni potencial aktivniho mista enzymu, které bezprostiedné piijima elektrony

z povrchu elektrody (V); R a T— molarni plynova konstanta a teplota.

Z vysledku (Tabulka 1) vyplynulo, ze redukce kysliku katalyzovana imobilizovanou BOD
probihala daleko rychleji pfi pouziti nanokompozitu KB-PLA nez pii pouziti chitosanu
(KB/CNT-CHI). Tento nartist rychlostni konstanty £° byl v ptipadé velkoformatovych elektrod
zhruba trojnasobny, v pfipade diskovych maloplo$nych elektrod pak dokonce az Sestinasobny.
To se nicméné neprojevilo odpovidajicim nartstem biokatalytické proudové hustoty, je tedy
ziejmé, ze pi1 daném usporadani (tj. modifikovana biokatoda ponotena ve vodném elektrolytu,
ktery je probublavan vzduchem) neni limitujici faktor rychlost reakce, ale s nejvétsi
pravdépodobnosti difize kysliku k povrchu elektrody. Dale bylo zjiSténo, ze zatimco u
maloplosnych diskovych elektrod modifikovanych KB-PLA prakticky nedoslo ke zméné
mnozstvi  elektrokatalyticky aktivnich molekul BOD v porovnani s elektrodami
modifikovanymi KB/CNT-CHI, u velkoplosnych elektrod se tento parametr zvysil piiblizné
dvojnasobné. Neni zcela jasné, jaky mechanismus by za takovy rozdil mohl byt zodpovédny,
ptesto je mozné tvrdit, ze PLA tvori vhodné&jsi polymerni matrici pro sorpci BOD nez chitosan.
U bioanod nebyl pozorovan tak dramaticky narast reakéni rychlosti (zvySeni o 42% a o 13%
v ptipadé velkoplosnych a maloplos$nych diskovych elektrod) ani nasorbovaného mnozstvi
elektrokatalyticky aktivni FDH (procentualni navySeni pfiblizn€ stejné jako u reakéni
rychlosti). Jakkoliv rozdily nejsou tak velké jako u biokatod, i na bioanodé vytvari PLA
vhodnégjsi prostiedi pro sorpci biokatalyzatoru. Nejvétsi nevyhodou nicméné zastava nutnost

pouzit pti ptiprave roztoku PLA organicka rozpoustédla, napt. dimethylformamid.

Tabulka 1: Hodnoty vypoctenych rychlostnich konstant k® a mnoZstvi nasorbovaného elektroaktivniho
enzymu I" na jednotlivych typech bioanod (FDH) a biokatod (BOD): GCE - diskové elektrody ze skelného
uhliku, geometricka plocha 0,0707 cm?; TP — elektrody z uhlikového papiru, geometricka plocha 1 cm?; KB-
PLA - elektrody modifikované smési sazi KB dispergované v kyseliné polymlécné; KB/CNT-CHI —
elektrody modifikovany smési sazi KB a uhlikovych nanotrubiéek dispergovanych v chitosanu; TP|BOD —
bilirubin oxiddza sorbovina pfimo na nemodifikovany uhlikovy papir.

Konfigurace bioelektrody K (s I
(pmol/cm?)
GCEKB-PLA|FDH 14.6 0.7 22.0+33
BIOANODY
GCE[KB/CNT-CHIFDH 10.3£0.3 157+37
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TPKB-PLA|FDH 11010 [ 194+26
TP|KB/CNT-CHIFDH 97+26 18.1+12
GCE|KB-PLABOD 300 + 2 105+19
GCE|KB/CNT-CHI|BOD 46 +24 94+22
BIOKATODY | TPKB-PLA/BOD 113+6 93+06
TPKB/CNT-CHIBOD 32+4 43+08
TPIBOD 52+4 21£02

Jesté vice se ale projevily rozdily mezi elektrodami pfipravenymi z KB/CNT disperze
v chitosanu a KB disperze v poly(mlééné kyselin€), kdyz byly velkoformatové elektrody
zapojeny jako biopalivovy ¢lanek. Zatimco prvne jmenované poskytovaly vykonovou hustotu
pouze 12 uW/cm? a potencial pii nulovém proudu 450 mV, pii pouziti poly(mlééné kyseliny)
to bylo jiz 33 uW/cm? a 600 mV. Vzhledem k tomu, Ze pii pouziti stejného nanokompozitu
KB-PLA na maloplosnych diskovych elektrodach byly naméfeny hodnoty 57 uW/cm? a 680
mV, je velmi pravdépodobné, ze vnitini odpor vétsich elektrod predstavuje zasadni prekazku
pro konstrukci vétsich biopalivovych ¢lanki. Nanokompozit na bazi PLA se vsak pro tyto

aplikace jevi jako efektivnéj$i nez nanokompozit dispergovany pomoci chitosanu.

Poslednim pfispévkem v této oblasti je testovani aktivity elektrobiokatalyzatora
sorbovanych na nové vyvinuté polypyrolové nanotrubicky (PNT) s integrovanymi zlatymi
nanocasticemi (Au@PNT) [68] — viz pFiloha P.9. Tyto nanomaterialy byly dispergovany
v roztoku chitosanu a v této formé naneseny na povrch diskovych elektrod ze skelného uhliku,
kde po zaschnuti vytvorily stabilni film. Nasledna imobilizace fruktdéza dehydrogendzy,
bilirubin oxidazy a lakazy probihala stejné jako v pfedchazejicich experimentech, tj. inkubaci
modifikované elektrody s roztokem piislu§ného enzymu. Bylo zji§téno, ze FDH se velmi dobie
sorbuje na samotné polypyrolové nanotrubi¢ky bez zlatych nanocastic — takto pfipravené
bioanody vykazovaly hustotu biokatalytického proudu 2,5 mA/cm? v piitomnosti 0.2 M
fruktozy (obr. 13 A). Elektrody modifikované hybridnimi nanomaterialy Au@PNT pak
vykazovaly maximalni biokatalytické proudové hustoty 1,7 mA/cm? Riznym nastavenim
reakénich podminek pii syntéze byly ziskany nanomaterialy s riznou velikosti uhlikovych
nanocastic a elektrické vodivosti 6, oznacené jako Aui@PNT — Auz@PNT. V grafu na obr. 12
B je vidét, ze pravé vodivost nanomateridlu koreluje s maximalni biokatalytickou proudovou
hustotou. Z této zéavislosti se ale vymykaji nanomateridly Aus@PNT a Aur@PNT, pfi jejichz
pouziti bylo dosazeno proudovych hustot blizicich se proudovym hustotdm bioanod

modifikovanymi pouze PNT dispergovanymi v chitosanu. Tyto vysledky by mohly opraviiovat
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k zaveéru, ze je efektivn&jsi sorbovat fruktdéza dehydrogenazu na samotné polypyrolové
nanotrubi¢ky nemodifikované zlatymi nanocasticemi. Experimenty nicmén¢ ukazaly, ze diky
nekovalentni interakci mezi AuNP a aminy chitosanu jsou nanokompozity pfipravené z

Au@PNT vyznamn¢ stabilngjsi nez pii pouziti samotnych PNT.

Pro porovnani byly pomoci syntetizovanych nanomaterialt pfipraveny i biokatody stejnym
zpusobem jako vySe uvedené anody, pouze inkubace probé&hla s roztokem bilirubin oxidazy a
lakéazy. Nasledna voltametricka méteni prokézala, ze Aux@PNT nejsou vhodné nanomaterialy
pro fyzisorpci téchto enzymi, nebot’ nebyl pozorovan piimy elektronovy transfer. Piipravené
biokatody tedy vykazovaly elektrokatalytickou redukci kysliku pouze v pritomnosti

elektronového mediatoru v elektrolytu.
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Obrizek 12: A — cyklické voltamogramy bioanody na jejiz pripravu bylo pouzito disperze Aus@PNT v
chitosanu. Cerna prerusovana krivka — CV v samotném pufru, ¢ervena kiivka — CV v pufru s obsahem
fruktézy. B — primérné katalytické proudové hustoty bioanod z riznych nanomateriali v zavislosti na
zjisténé vodivosti téchto nanomaterialii. Bioelektrody byly pfipraveny nanesenim na povrch diskové
elektrody ze skelného uhliku a naslednym zaschnutim disperzi polypyrolovych nanotrubicek (PNT) a PNT
s in-situ syntetizovanymi zlatymi nanocasticemi (Aux@PNT) v roztoku chitosanu. Takto modifikované
elektrody byly inkubovany s roztokem fruktéza dehydrogenizy a pomoci cyklické voltametrie ve 100 mM
acetatovém pufru pH 5 se 100 mM fruktozou byly zjistény hodnoty katalytického proudu. Prevzato z [68].

2.2 Mikrobialni bioelektrody

Jak jiz bylo zminéno, bioelektrody pro biosenzory i1 biopalivové ¢Elanky mohou byt
pfipraveny nejen pomoci enzymt, ale i z intaktnich mikrobialnich bun€k. V této oblasti jsou
zmifiovany predevs§im tzv. , exoelektrogeny”, tedy bakterie schopné elektronového transferu
bez ptidaného mediatoru. V soucasnosti jsou znamy tfi zpusoby tohoto pfenosu (obr. 13): 1)
pomoci feté€zce cytochromd, jejichz koncové Cleny se nachazi na povrchu buriky. Ta musi tedy
byt ve fyzickém kontaktu s materidlem, na né&jz predava elektrony (nebo z néjz je piijima); ii)

pomoci elektronovych mediatort, které si bakterie samy syntetizuji. Zde je princip pfenosu
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stejny jako u artificidlniho zprostiedkovaného elektronového transferu; iii) pomoci vodivych
pilust, které mohou prenaset elektrony az na vzdalenosti desitek um. Konce téchto vodivych
vyrostkll nicméné musi byt v kontaktu s materialem, s nimiz jsou vyméfiovany elektrony (napf.
povrch elektrody). Je nutné poznamenat, ze rizné mikroorganismy mohou uvedené zptsoby i
kombinovat, pfipadné mohou v zéavislosti na podminkach vypinat/zapinat jednotlivé typy
prenost. Zakladni aspekty mikrobialnich elektrod pro biopalivové ¢lanky a biosenzory byly

stru¢né predstaveny v piehledovych studiich [69, 70].

1)
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mediatoru

bunééna sténa
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Obrazek 13: Schematické znazornéni tfi hlavnich typi primého elektronového transferu bakterii pomoci
1) bakteriemi produkovanych elektronovych mediatoru; 2) fetézce povrchovych cytochromi ¢, na obrazku
oznaCenych E1-E3; 3) vodivymi pilusy. Intracelularni elektronovy transport mezi vlastnim
elektrokatatlytickym enzymem (v obrizku oznacen jako OR) a cytochromem ¢ nebo vodivymi pilusy pak
miuize byt zajiStén napt. kaskiddou oxidoreduktaz, v obrazku naznaceno jako redoxni retézec. Prevzato,
upraveno z [9].

Kromé exoelektrogent jako Shewanela oneidensis nebo Geobacter sulfurreducens je
v souvislosti s mikrobialnimi biosenzory a biopoaliovymi ¢lanky casto diskutovan i
Gluconobacter oxydans. Nékteti zastupci rodu Gluconobacter ziejme disponuji biochemickou
vybavou pro piimy elektronovy transfer [71, 72], jako rozpoznavaci prvky biosenzort se vSak
osvedcil G. oxydans predevsim diky alokaci velkého mnozstvi oxidoreduktaz v periplasmatické
membrané tak, ze jejich aktivni centrum miii do periplasmatického prostoru, tudiz velmi
efektivné premeéinuje substrat transportovany pouze pies bakterialni st€énu. Neni zde tedy
limitace difuzi ¢i transportem substratu az do cytoplasmy [60], kde by byl teprve
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oxidovan/redukovan cytoplazmatickymi enzymy. Toto usporadani umoziuje vyuziti polarnich,
ve vodé rozpustnych elektronovych mediatord, nebot' neni nutné, aby difundovaly az do
cytoplasmy (skrze bunécnou sténu se pak transportuji, podobné jako molekuly substratu,
iontovymi kanaly) — viz schéma na obr. 14. DalSim dulezitym rysem G. oxydans je variabilita
ve skladbé membranovych oxidoreduktaz v zavislosti na slozeni inkuba¢niho média. Takto je
mozné jednoduSe zvySit selektivitu mikrobidlniho biosenzoru s G. oxydans (mikrobidlni

senzory jsou obecné pomémé malo selektivni, pokud neni tento jev potlaen ruznymi

mechanismy).
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Obrizek 14: schematické znazornéni mikrobidlniho zprostiedkovaného elektronového transferu mezi
anodou a membrinovymi oxidoreduktizami s aktivnim mistem orientovanym do periplasmatického
prostoru (1) a do cytoplasmatického prostoru (2). V obou pripadech je substrit (S) enzymem oxidovan na
product (P), coz je doprovazeno redukcei kofaktoru (NAD*>NADH). Ten je vzapéti regenerovan molekulou
mediatoru - 1 — polarni ferrikyanid, 2 — nepolirni menadion (vitamin K3). Pfevzato, upraveno z [69].

Imobilizaci intaktnich viabilnich bunek G. oxydans na elektrodu je tedy zaji§téna efektivni
preména substratu. To bylo jiz dfive, v kombinaci s vhodnymi elektronovymi mediatory,
vyuzito pro pfipravu mikrobialnich biosenzort, jak bylo shrnuto napf. v prehledovém ¢lanku
[73]. V ném jsou mimo jiné zminény vysledky predbéznych experiment naznacujicich, ze za
jistych podminek lze pozorovat 1 piimy elektronovy transfer mezi butikami G. oxydans a
povrchem elektrody, na nichz jsou imobilizovany. Témito podminkami je myslena pfedev§im
integrace bakterialnich buné€k s nanomaterialy. Experimentalné€ byly za timto u¢elem testovany
suspenze G. oxydans s pridavkem vodné suspenze grafen oxidu. Tyto smési byly po odstranéni
vetsi Casti vodné faze centrifugaci nanaSeny na uhlikové elektrody, kde po zaschnuti a

elektrochemické redukcei pfitomného grafen oxidu vytvotily stabilni film. U takto pfipravenych
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elektrod byl pozorovan narast anodického proudu po piidavku ethanolu (substratu) do
elektrolytu (obr. 16 A), coz svéd¢i o jisté mife pfimého elektronového transferu. Faktem
nicméné zustava, ze u stejnych elektrod byly pozorovany fadove vyssi biokatalytické proudové
hustoty (stovky pA/cm?) byl-li v roztoku piitomen i hexakyanozelezitan jako elektronovy
mediator. Rozdily v elektrochemické odezvé na pfitomnost ethanolu jsou patrné

z voltamogramu na obr. 15.
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Obrizek 15: Cyklické voltamogramy naméiené uhlikovymi elektrodami modifikovanymi buiikami G.
oxydans s integrovanymi nanocasticemi elektrochemicky redukovaného grafen oxidu. Cerné kiivky (1) —
elektrolyt, Cervené krivky (2) — elektrolyt s pfidavkem substratu (ethanol). A — pfimy elektronovy transfer,
B — elektronovy transfer zprostredkovany hexakynaozelezitanovymi ionty. Prevzato, upraveno z [73].

Vyse zminéné experimenty vychazi ze studie integrace uhlikovych nanotrubi¢ek a bunék
G. oxydans [74] (priloha P.10). Ty ukazaly, Ze pokud jsou obé¢ slozky smichany a podrobeny
ultrazvukové dispergaci, vytvoii unikatni ,,bionano™ kompozit, ktery po naneseni na elektrodu
a imobilizaci v chitosanové matrici vykazuje velmi dobré elektrokatalytické vlastnosti. Toho
bylo vyuzito pro piipravu stabilniho biosenzoru na ethanol, ktery byl schopen monitorovat

modelovou fermentaci glukdzy kvasinkami . cerevisiae.

Integrace bunék G. oxydans s riznymi nanomaterialy pak byla zkoumana detailngji, jako
potencialni metoda pro pfipravu vysoce citlivych biosenzora ethanolu. Princip byl vesmés
podobny jako v pfipadé vySe, tj. disperze bunék byla inkubovéana s disperzi zvolenych
nanocastic. Vysledky studie [75] (pFiloha P.11) ukazuji, Ze nejlepSich vysledkd bylo dosazeno
pii integraci bun¢k s uhlikovymi nanotrubi¢kami (jedno- i vicesténnymi), v porovnani se
sférickymi uhlikovymi nanocasticemi ,Ketjan Black“ (KB), grafitovymi nanocCasticemi a
dvéma typy mezoporéznich uhlikovych nanocastic. To je s nejvétsi pravdépodobnosti disledek
jejich morfologie, resp. jejich schopnosti zvySovat vodivost matrice, do které jsou integrovany.
Otazkou zustava, zda zde hrala roli penetrace nanotrubi¢ek skrze bunénou sténu, tento jev
nicméné nebyl potvrzen. Dulezitym vysledkem je nicméné i fakt, ze pfi vyuziti mnohem

levn&j$i uhlikové Cerni Ketjan Black bylo dosazeno rovnéz pomémé dobrych vysledka
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(citlivost pfipraveného biosenzoru s KB 88 pA/cm?mM, pii vyuziti nanotrubidek pak
pr1 vy p

121 pA/em?.mM).

Na tomto mist¢ je tfeba poznamenat, ze vyse zminéné bioelektrody na bazi kompozitu G.
oxydans/nanocastice mohou mit uplatnéni nejen jako elektrochemické biosenzory s moznosti
méfeni vzorkl bez nutnosti Cisténi Ci predapravy, ale i jako bioanody mikrobialniho
biopalivového ¢lanku. Ten by sice nejspiSe musel byt konfigurovan jako dvojkomorovy,
nicméné pii této aplikaci by ani nemuselo byt nutné pouzit kmeny G. oxydans s vysokou

selektivitou.

3. AFINITNI BIOSENZORY

Afinitni biosenzory vyuzivaji biorozpoznavaci prvek, ktery nevykazuje vlastni
elektroaktivitu a tudiz vétSinou nebyva mozné detekovat jej voltametrii v béznych
(,,biologickych®) rozsazich potenciald. Misto toho se nejCastéji zjistuje zmena
elektrochemickych vlastnosti povrchu po navazani molekul analytu na molekuly
biorozpoznavaciho prvku. Aby byl takovy detekéni princip funkéni a efektivni, je zapotiebi 1)
zvolit spravny biorozpoznavaci prvek, na n€jz se budou selektivné a pfitom dostatecné silné
vazat molekuly analytu a i1) molekuly (Castice) biorozpoznédvaciho prvku imobilizovat na

povrch elektrody, kterd bude mit vhodné vlastnosti.

Obsah této kapitoly tedy bude zaméfen jednak na konstrukci afinitnich biosenzort
vyuzivajicich vazbu lektin-glykan a dale budou shrnuty hlavni ptfispévky k oblasti modifikace

povrchl s moznou aplikaci pro pfipravu prave afinitnich biosenzora.

3.1 Glyko(nano)biotechnologie

V soucasnosti je znamo, Ze oligosacharidy na povrchu bunék a proteint a proteiny, k nimz
maji specifickou afinitu (tzv. lektiny) jsou extrémné vSestrannym a variabilnim nastrojem
komunikace jednotlivych komponent zivého organismu mezi sebou a organismu s vn&jSimi
podnéty. Specificita vazeb lektin-glykan napt. urCuje, zda je ten ktery kmen viru chiipky
patogenni pro lidi nebo ne a na stejném systému komunikace je zalozena i celd komplexni
informacni sit’ imunitniho systému. V neposledni fad¢ jsou zmény v glykosylaci (. struktufe a
mnozstvi povrchovych glykanil) spojovany i s progresem riznych onemocnéni a mohou byt
povazovany za jejich markery. To se tyka napt. n¢kterych onkologickych nebo autoimunitnich
onemocnéni. Neni tedy divu, Ze je snaha o vyuziti té€chto jeva jednak pro vcasnou detekci

onemocnéni (revmatoidni artritida, rakovina prostaty...) analyzou glykanovych markeru, ale i
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pro medicinské vyuziti, tj. pfedevsim cilenou distribuci 1é¢iv, vyvoj vakcin apod. Stejné jako
vjinych biotechnologickych oblastech 1 zde se ukazalo byt jako kliCové vyuziti
nanotechnologii; pokrok v této oblasti byl velmi detailné zrevidovan v publikaci Dosekova et

al., 2017 [6] na niz se ptedkladatel podilel jako spoluautor, € v kapitole 8 knihy

2

Glyconanotechnology (ed. T. Bertok, 2019) [76], jiz je predkladatel autorem.

Glykanové afinitni biosenzory mohou pracovat na ruznych principech, v této praci bude
pozornost zameétena pouze na senzory impedancni. Jejich princip byl popsan jiz v kapitole 1,
jedna se o detekci zmeény odporu povrchového prenosu naboje (charge transfer resistence, Rcr)
zpusobenou navazanim molekul analytu na povrch simobilizovanymi biorozpoznavacimi
molekulami. Pfi samotné pfipravé takto konfigurovaného biosenzoru je pak snaha
maximalizovat mnozstvi a vhodnou orientaci molekul lektinu (biorozpoznavaciho prvku) na

povrchu elektrody, coz je idealni prostor pro vyuZziti nanomateriald.

Pomérné velkou perspektivu maji v této oblasti samoskladebné monovrstvy® pfipravené

inkubaci zlatych elektrod s molekulami s thiolovou funkéni skupinou. Ty maji nékolik funkcei:

— mohou zvySovat odpor pienosu ndboje a tim zvySovat citlivost stanoveni. To je
podminéno vytvorenim homogenni monovrstvy z molekul snevodivym uhlovodikovym
fetézcem, napt 11-merkaptoundekanova kyselina [77]. Vétsina ultracitlivych impedancnich
biosenzord vykazuje vysoké vychozi hodnoty Ret, mozné jsou ale i konfigurace, kdy je naopak

povrchovy pfenos naboje zdmérne zvysSovan, predevsim aplikaci redukovaného GO [78].)

— mohou vnést na povrch funkéni skupiny pro kovalentni imobilizaci biorozpoznavacich
molekul. Typickym ptikladem jsou karboxylové skupiny, které po aktivaci (1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)karbodiimidem (EDC) vytvoii stabilni ester s N-hydroxysukcinimidem
(NHS). Ten pak snadno reaguje s primarnimi aminy konjugované molekuly za vzniku
kovalentni amidové vazby. Takto Ize na povrch imobilizovat jak lektiny pro detekci glykant
[77, 79] tak glykany pro detekci jejich specifickych receptortu (napf. na povrchu virt [80]). Zde
je dulezité zminit, Ze optimalni vysledky poskytuji ¢asto monovrstvy viceslozkové. Prikladem
muze byt jiz zminéna monovrstva pro konjugaci lektinl pfipravena z 11-merkaptoundekanové
kyseliny, kdy nejlepSich vysledki je dosazeno pfi ,nafedéni“ této monovrstvy

merkaptoalkanolem [77].

6 Samoskladebné monovrstvy (self-assambled monolayers, SAM) jsou povazovany za nanotechnologie, nebot
tloustka typické monovrstvy je v fadech jednotek nm.
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— mohou vyrazné snizit nespecifické interakce. Dulezitym rysem biosenzoru je vysoka
selektivita a ztoho vyplyvajici moznost stanoveni analytu v komplexnich biologickych
matricich bez predupravy. Z této matrice se mohou nespecificky sorbovat proteiny na povrch
elektrody a tim zvySovat odpor pfenosu naboje povrchu nad rdmec vazby lektin - glykan. Tomu
je Casto zamezovano inkubaci proteint (Casto napf. sérovy albumin) s pfipravenou elektrodou,
pifipadné aplikaci polymer( zabrafiujicich nespecifickému usazovani proteind, napf.
polyvinylalkoholu. Podobny efekt nicméné vykazuji 1 monovrstvy s amfoterni Casti, napf.

monovrstva sulfobetainu [79] nebo karboxybetainu [81].

Dalsi moznosti, kterou v této oblasti nanotechnologie nabizi, je zvétseni plochy aktivniho
povrchu biosenzoru umoziujici imobilizaci vétsiho poctu biorozpoznavacich molekul. Takto
byl napt. snizen detek¢ni limit lektinového afinitniho biosenzoru piipraveného imobilizaci
lektinu na povrch modifikovany zlatymi nanoc¢ésticemi (3D), oproti biosenzoru s lektinem

imobilizovanym na nemodifikovany ,,.2D* povrch [82].

3.2 Vyuziti oxidu grafenu v lektinovych biosenzorech

Vyse uvedena fakta jsou podkladem pro vyzkum v oblasti afinitnich biosenzord na bazi
grafenovych nanomaterialt, predevs§im oxidu grafenu (GO). Ten vykazuje velmi nizkou
vodivost, ¢imz lze zajistit vysoky pocatecni odpor prfenosu naboje elektrody, na jejiz povrch je
GO nanesen. Dulezita je i pfitomnost karboxylti na povrchu nanoc¢astic GO — ty lze vyuzit pro
kovalentni konjugaci lekting, stejné jako lze vyuzit neoxidované, grafenové casti GO pro
imobilizaci pomoci nekovalentnich vazeb (m-m interakce). V neposledni fadé je dulezita
moznost ovlivnit uvedené vlastnosti napt. riznou mirou redukce ¢i naopak oxidace. Nabizi se
tedy analogie s vySe uvedenymi moznostmi precizni funkcionalizace povrchu biosenzoru
pomoci samoskladebnych monovrstev, ktera je jeste navic spojenai se zveétSenim aktivni plochy

povrchu (nanocastice GO).

Proto byla v prvni fadé testovana moznost kovalentni imobilizace lektinu konkanavalin A
(ConA) pfimo na karboxylové skupiny GO deponovaného bez nutnosti polymerni fixacni
matrice na povrch uhlikové elektrody. Bylo zjisténo, ze ConA lze snadno imobilizovat pomoci
vySe zminéné EDC aktivace karboxylovych skupin a nasledné konjugace pomoci NHS na
povrch modifikovany oxidem grafenu [83]. Jedinym dalSim krokem, ktery byl potieba pro
kompletaci vysoce citlivého biosenzoru byla inkubace s Cinidlem snizujicim nespecifické
interakce (komercné dostupny ,,carbo-free blocking solution). V ramci té€chto experimentti

byla zjistovana i moznost vyuziti GO zbaveného tzv. ,oxidaCnich zbytk(“, tedy vysoce
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oxidovanych polyaromatickych makromolekul. Ty jsou dle Rourke a dalich [84—86] soucasti
GO nanocastic a mohou byt separovany pusobenim alkalického roztoku za zvySené teploty
[86]. Takto upraveny GO vykazoval niz§i koncentraci kyslikovych skupin, jak bylo patrné
z vysledkil méfeni infracervenou spektroskopii s Fourierovou transformaci, zarover ale vysoké
teploty ani silné alkalické prostfedi nevedly k jeho zdsadni redukci, coz bylo potvrzeno
Ramanovou spektroskopii. Dle ofekavani byly ale operacni vlastnosti (tedy citlivost, linearni
rozsah a limit detekce modelového glykoproteinu invertazy) horsi, nez pii pouziti pivodniho
GO. To je s nejvetsi pravdépodobnosti disledek odstranéni ne nevyznamné ¢asti kyslikovych

skupin, které vytvari vhodné prostiedi pro kovalentni imobilizaci konkanavalinu A [83].

Kromé vyse popsaného kovalentniho navazani je mozné vyuzit 1 jiné typy imobilizace. Za
timto ucelem byly piipraveny elektrody modifikované GO, které byly nasledné
elektrochemicky redukovany, ¢imz se snizi mnozstvi kyslikovych funk&nich skupin na tkor
hydrofobnich, neredukovanych casti [87] (priloha P.12). Je zde predpoklad, ze pomoci ®-nt
interakci bude mozné funkcionalizovat redukovany GO (ErGO) pomoci vhodnych molekul
obsahujicich jak benzenova jadra, tak funk¢ni skupiny pro dalsi vazby. Pro ovéreni tohoto
predpokladu byly elektrody modifikované ErGO inkubovany s roztokem thioninu, ktery
splituje vyse uvedené pozadavky. Naslednd elektrochemicka analyza takto modifikovanych
elektrod (cyklicka voltametrie, impedancni spektroskopie) nicméné ukazala, ze 1 pii imobilizaci
thioninu na redukovany GO ziejmé& hraji ne nepodstatnou roli 1 elektrostatické interakce. Ve
vSech pripadech aminové funk¢ni skupiny thioninu vnesly na povrch parcialni kladny naboj,
ptipadne€ vykompenzovaly parcialni negativni naboj povrchu, coz se projevilo jako zmenseni
separace anodického a katodického piku pfi cyklické voltametrii v elektrolytu s obsahem

ferrikyanidu (obr. 16 A) a jako zména namé&feného EIS spektra (obr. 16 B-D).
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Obrazek 16: Cyklické voltamogramy (A), Bodeho (B) a Nyquistovy (C, D) diagramy uhlikovych elektrod
modifikovanych GO pred (¢erné ¢ary, ¢erné body) a po redukcei (Cervené Cary, Cervené body) a pied (plné
¢ary, plné body) a po (preruSované cary, prazdné body) inkubaci s thioninem. Méreni provadéna ve
fosfitovém pufru, pH =7, 100 mM s 5 mM [Fe(CN)s] > . Pievzato z [87].

V kazdém pripad¢ lze tvrdit, ze molekuly thioninu byly sorbovany na povrch elektrody,
v dalsim kroku byly tedy navazany biorozpoznavaci molekuly konkanavalinu A (ConA). Toho
bylo dosazeno inkubaci s roztokem ConA s ptidavkem glutardialdehydu, ktery pusobi jako
sifovaci €inidlo — karbonylové skupiny na obou koncich mohou reagovat s volnymi aminy
konjugovaného proteinu za vzniku Schiffovy baze — viz obr. 17. Cely postup pfipravy

lektinového biosenzoru je schematicky znazornén na obr. 18.

SOWOSON
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N /
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Obrizek 17: Schéma konjugace proteinu (ConA) na thionin pomoci glutaraldehydu.
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Obrazek 18: Schematické znazornéni jednotlivych kroki pripravy lektinového (konkanavalin A) afinitniho
impedancniho biosenzoru s biorozpoznivacimi molekulami konjugovanymi pomoci glutaraldehydu na
thioninem modifikovany redukovany grafen oxid. Prevzato, upraveno z [87].

Dulezitym vysledkem studie je predevSim zjisténi, ze vySe uvedena konfigurace
neposkytuje biosenzor s dostatecnou citlivosti, pokud nebyl pouzit agregovany ConA ziskany
jednoduchou inkubaci roztoku tohoto Ilektinu sroztokem glutaraldehydu. Metodou
dynamického rozptylu svétla bylo zji§t€éno, ze hydrodynamicky polomér nanocastic
v inkubacnim roztoku vzrostl na pfiblizné dvojnasobek po 1,5h inkubaci ConA s 0,125%
roztokem glutaraldehydu. To odpovida agregatim piiblizné 4 molekul ConA. Pétinasobnym
zvySenim koncentrace glutaraldehydu bylo dosazeno jesté vétSich agregati s
hydrodynamickym polomérem 36+4 nm, coz odpovida ptiblizn€ 30 molekul ConA. Rozdily ve
velikosti byly patrné i zobrazenim pomoci mikroskopie atomarnich sil — na obr. 19 je zfetelné
vidét povrch ErGO-Thi s nasorbovanymi jak malymi tak velkymi agregaty ConA. Aplikace
agregovaného ConA nicméné snizila citlivost biosenzoru vici invertaze z 6,7 %ARct/log cinv
(pozn.”) pro prvni typ koagulati na 3,27 %ARct/log cinv pii inkubaci s vétsimi koagulaty.
Jakkoliv je jist€¢ vyhodngjsi pouzit konfiguraci s vyssi citlivosti, je potfeba zminit, Ze méne

citlivy biosenzor poskytoval nizsi signél 1 pro nespecifické interakce; pomér odezvy nativni

7 Pro impedan¢ni (bio)senzory je citlivost uddvana nejcastdji jako procentudlni zména odporu povrchu vadi
prenosu ndboje (Yo ARcr) pii zvySeni koncentrace analytu o jeden fad (log ¢). VSechny zmény Rt jsou pocitany
proti odporu povrchu vii€i prenosu naboje zjisténému v elektrolytu s nulovou koncentraci analytu.
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invertazy k odezvé s invertazou zbavenou povrchové kyseliny sialové zodpovédné za

specifickou vazbu na ConA byl 11,3, zatimco u vice citlivého biosenzoru to bylo pouze 2,97.

Obrizek 19: Topografické zobrazeni pomoci mikroskopie atomirnich sil pro ErGO-Thi povrch s
konjugovanymi ConA agregaty vzniklé inkubaci s 0,625% (A) a 0,125% glutaraldehydem (B).

Z vysledki je patmé, ze i) lze dosahnout zvySeni odezvy agregaci molekul
biorozpoznavacich lektinu a ii) ze nastavenim vhodnych podminek této agregace (koncentrace
sitovaciho ¢Cinidla, v jinych ptipadech napt. Cas sitovani atd.) by bylo mozné optimalizovat
opera¢ni vlastnosti biosenzoru tak, aby bylo dosazeno kompromisu mezi vysokou selektivitou

a vysokou citlivosti.

3.3 Funkcionalizované povrchy

Jak jiz bylo zminéno v €asti 3.1, Castym nastrojem funkcionalizace povrchu pouzitelného
pro piipravu biosenzord jsou samoskladebné (self-assambled) monovrstvy (SAM). Jednou
z nejbéznéjSich metod nanaseni SAM je inkubace zlatého povrchu, ktery ma byt monovrstvou
modifikovan, roztokem molekul s funk¢ni thiolovou skupinou. Atom siry v této skupiné tvori
preferencné koordinacni vazbu s atomy zlata, opatné konce molekul monovrstvy jsou pak
orientovany do prostoru, smé€rem od povrchu. Tento konec pak typicky nese funkcionalitu, diky

které ma povrch pozadované vlastnosti.

V praci Mosnacek a spol. [88] byly zlaté povrchy modifikované derivatem kyseliny 1-
lipoové s kvarternizovanym aminem jako funkcionalitou umoziujici iontovou vyménu. Takto
byl pfipraven povrch, ktery bylo mozné inkubaci ve vhodném roztoku meénit ze
superhydrofobniho (po inkubaci s perfluorooktanovou kyselinou) na superhydrofilni (inkubace
s CI). Tato zména je diky afinit€ jednotlivych ligandl reverzibilni. Stejného efektu bylo

dosazeno i s derivatem, kde byla kvarternizace aminu provedena konjugaci ethyl acetatové
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skupiny. Tento ester navic podléha hydrolyze pfi vyssim pH, ¢imz dojde k permanentni
ireverzibilni zméne povrchového naboje. Rychlost hydrolyzy je pfitom zéavisla na pH a dob¢
inkubace, ¢ehoz lze vyuzit pro piipravu povrchu s chemickym gradientem. Toho bylo dosazeno
ponofenim jednoho konce substratu (zlaty Cip s pfipravenou SAM vrstvou) do hydrolyzaéniho
Casti, coz ma za nasledek jiz zminény gradient. Stejnym zpisobem bylo ale mozné vytvorit i

gradient smacivosti povrchu.

, Viz

Takto modifikované povrchy s karboxybetain-esterovou funkéni skupinou (,,CBE*
obr. 20) byly dale v praci Filip ez al. [89] (pFiloha P.13) testovany pro fizené uvoliiovani DNA,
jejiz molekuly se nejprve pomoci elektrostatické interakce imobilizovaly na povrch (disponujici
kladnym nabojem). Pfi zvySeni pH doslo k hydrolyze esterové skupiny (obr. 20) a zméné
funkcionality na amfoterni karboxybetain, ¢imz se uvolnily molekuly DNA z povrchu. Podobné
byly sorbovany a desorbovéany 1 zlaté nanocastice modifikované citratem, tj. se zdpornym

povrchovym nabojem.
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Obrazek 20: A - struktura thiolu “CBE” s funk¢ni karboxybetain esterovou skupinou hydrolyzovatelnou
zvySenim pH. B — cyklické voltamogramy zlatych planarnich elektrod modifikovanych monovrstvou CBE
pred (Cerna, Cervena a zalena pro Cerstvé pripravenou elektrodu, elektrodu inkubovanou 10 minut a 1 h ve
fosfatovém pufru pH 7 - PB) a po alkalické hydrolyze (modra, S min NaQH). Méreno v elektrolytu 100 mM
KCl obsahujicim 5 mM smés ferikyanidu a ferokyanidu. Prevzato z [89].

V ramci této studie byla mimo jiné provadéna elektrochemické charakterizace monovrstev
z ,,CBE“ molekul. Pomoci cyklické voltametrie provedené v deaerovaném roztoku NaOH
(redukeni prostiedi) 1ze provést desorpci molekul thiolu z povrchu, coz je patrné jako katodicky
pik (nebo piky). Jejich integraci, tj. vyjadfenim mnozstvi nadboje odpovidajici danému procesu,
lze snadno vypocitat mnozstvi desorbovanych, a tedy aproximovat pocet puvodné
nasorbovanych, molekul. Touto technikou byla zjisténa hustota 0,84 + 0,02 molekul CBE na

nm?. Déale byla pomoci cyklické voltametrie mé&fena stabilita CBE monovrstev kdy i po 1h
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inkubaci elektrody s monovrstvou ve fosfatovém pufru (pH = 7,4) nebyla patrna zadsadni zména
anodického ani katodického piku pro ferokyanid — zaporn€ nabitou elektrochemickou sondu
(obr. 20). Oproti tomu po Smin inkubaci v 100 mM NaOH byla evidentni témet naprosta
eliminace téchto pika znacici blokovani pfistupu zaporné nabitych molekul ferokyanidu, tedy
ptitomnost zaporného naboje na povrchu elektrody. Elektrochemickou impedanéni
spektroskopii byla detekovana i sorpce DNA molekul na CBE monovrstvu — viz obr. 21,
nicméne o néco vetsi rozdily byly patrné, pokud byly elektrody po inkubaci s DNA jeste
inkubovany s roztokem thioninu (kladné nabité molekuly, viz obr. 17) a az poté byla métfena
cyklickd voltametrie v pfitomnosti ferrikyanidu. Vysledkem byla o 35% nizs§i separace
anodického a katodického piku u elektrody inkubované i s DNA a nasledné s thioninem
v porovnani s elektrodou, kde byl na CBE monovrstvu sorbovan pouze thionin (obr. 21).
V prvnim ptipadé€, diky zapornému naboji DNA, byla na povrchu vyssi hustota thioninu, ktery
ma pozitivni vliv na redoxni transformaci ferikyanidu. Zjistény jev by mohl mit vyuziti jako
zesilovac signalu afinitnich biosenzorti vzhledem ke skuteCnosti, ze vySe zminény rozdil
v odporu prenosu naboje po inkubaci s DNA byl pouze 24 + 10 %, tedy nizsi nez 35% pokles

v separaci CV pika zjisténych pfi pouziti ,,thioninové amplifikace™.
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Obrazek 21: A —ilustrativni Nyquistovy diagramy pro zlaté elektrody s CBE monovrstvou (AuE/CBE) pred
(Cerné body) a po (Cervené body) inkubaci s DNA, B — ilustrativni cyklické voltamogramy AuFE/CBE
inkubované v destilované vodé (Cerveni) a roztoku DNA (Cernad) a nasledné v roztoku thioninu. V§echna
méreni provadéna ve 100 mM KCl s obsahem 5 mM smési ferro- a ferrikyanidu. Prevzato z [89].

4. NANOMATERIALY PRO NEBIOLOGICKE INTERAKCE

Elektrochemické senzory mohou pracovat 1 bez biorozpoznavaci slozky. Pii piiprave
téchto zafizeni se nejCastéji modifikuje povrch elektrod nanomateridly vykazujicimi
elektrokatalyticky efekt vuc¢i zadanému analytu, napf. nanoCastice ruznych kovi. Bé&€znymi

zastupct jsou zde nanocastice platiny, zlata ¢i stiibra, jez mohou byt syntetizovany napt. na
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povrchu grafenovych nebo jinych nanomateriald. Kromé senzord mohou byt ale
elektrokatalytické nanomateridly pouzity i1 pro ,,energetické” reakce, napt. elektrolyzu vody za
produkce plynného vodiku (,,HER“ Hydrogen evolution reaction) nebo redukci kysliku
rozpusténého v elektrolytu (,,ORR", Oxygen reduction reaction). Zatimco ,,HER -katalyzatory*
hraji dalezitou roli predevsim pro efektivni ziskavani vodiku vyuzitelného jako alternativni
nefosilni palivo, druha zminovana reakce je dulezita pro konstrukci palivovych ¢lanka jako
alternativnich zdroju elektrické energie. V ramci této kapitoly budou shrnuty pfispévky

predkladatele jak k oblasti chemickych senzort tak energetickych reakci.

4.1 Nanomaterialy pro ,,energetické* reakce

Hlavnim tématem této kapitoly je analyza elektrokatalytickych vlastnosti nanocastic
vrstevnatého karbidu titanu s in sifu syntetizovanymi platinovymi nano¢asticemi na povrchu.
Karbidy (nitridy, karbonitridy) titanu ¢i jinych prechodnych kovi patfi mezi nové a
perspektivni 2D nanomaterialy skupiny tzv. MXenu, typicky pfipravovanych selektivnim
rozpus$ténim a odstranénim Al atoma z pocateCni tzv. ,MAX" faze. V té znac¢i,,M“ atom uhliku,

dusiku nebo jejich kombinaci, ,, X atomy pfechodného kovu (Ti, V, W, Ni...) a ,,A*“ atomy

hliniku. Pro déale popsané experimenty byl vyuzit MXene se strukturou Ti3C2Tx, kde T oznacuje
povrchové —OH nebo —F skupiny vzniklé vylouzenim Al faze kyselinou fluorovodikovou [90].
MXeny obecné vykazuji diky své struktufe vlastnosti vhodné pro konstrukci kapacitorti a
baterii [91, 92], diky obsahu transitnich prvka jsou zajimavé i jejich chemické vlastnosti. Bylo
napf. zjisténo, Ze elektrochemicka oxidace Ti atomu ve struktuie Ti3C2Tx je ireverzibilni a ze
takto pfipraveny ,,oxidovany MXene* ztratil elektrokatalytickou aktivitu vii¢i oxidaci kofaktoru
NADH [93], nicméné ptivodni MXene s neoxidovanymi Ti atomy ve své struktufe je vyborny
elektrokatalyzator redukce H202, coz bylo vyuzito pro konstrukei elektrochemického senzoru
této biologicky vyznamné slouCeniny [93]. Dalsi vlastnosti je elektrochemicky potencial Ti
atoml ve struktufe MXenu umoziujici spontanni redukci oxidovanych iontl. Toho bylo
ve studii Filip e al., 2019 [29] (pFiloha P.14) vyuzito pro jednoduchou syntézu Pt nanocéstic
na povrchu TizC2Tx. Tento typ hybridnich nanomaterialt (tzv. Pt/C) je tradi¢n€ vyuzivany,
komeréné dostupny a vysoce efektivni katalyzator redukce kysliku (ORR) v palivovych
¢lancich & piibuznych zatizenich®. Kromé dalsich reakci [94] pak platinové nanocastice
katalyzuji i redukci H', tedy HER [95]. Typickym zpisobem syntézy kovovych (véetné Pt)
nano¢astic je redukce piislusnych iontd (napt. Pt*" v roztoku hexachloroplati¢ité kyseliny)

ptidavkem redukéniho €inidla. V pfislusné studii bylo nicméné zjisténo, ze Pt nanocéstice

8 Nelze opomenout, ¢ komeréng nejcastdjsi aplikaci Pt/C je soucast automobilovych katalyzatord.
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(PtNP) mohou byt syntetizovany 1 bez ptridavku reduk¢nich Cinidel, prave diky pfitomnosti Ti
ve struktufe MXenu. Metodou rentgenové fotoemisni spektroskopie a rentgenové difrakeni
analyzy byla potvrzena domnénka, Ze redukce Pt*' je doprovazena vznikem &astic oxidd titanu
atedy ze Ti v MXenu lze povazovat za reduk¢ni Cinidlo. Pfi syntéze Pt nanoc¢astic na povrchu
MXenu pomoci pridavku borohydratu sodného byl tento efekt méné vyrazny, da se tedy tvrdit,

ze redukeni Cinidlo pomaha zachovat ptivodni strukturu MXenu.

Pripravené nanomaterialy MXene/PtNP (ve vodné disperzi) byly déale nanaseny na
uhlikové elektrody, kde po odpateni vody vytvorily stabilni elektrokatalyticky film. Celkové
mnozstvi katalyticky aktivni Pt na elektrodé (0,09-1,5 pg/elektroda) nebylo natolik vysoké, aby
se projevil vyrazng€jsi efekt pro zvySeni uCinnosti ORR, at jiz v kyselém nebo zasaditém
elektrolytu. Jednozna¢né byl ale pozorovan narast katodického proudu pii HER reakci,
zjednotek mA/cm? pro nemodifikovanou elektrodu na 17 mA/cm? pro elektrodu
modifikovanou samotnym MXenem Ti3C2Tx az po 87 mA/cm? pro elektrodu modifikovanou
MXene/PtNP nanomateridlem. Za zminku rovnéz stoji, ze efektivnéjsi katalyzy HER (ve
smyslu vyssiho elektrokatalytického proudu) bylo dosazeno s nanomateridly MXene/Pt
nanodastice, pii jejichz syntéze nebyl pouzit NaBH4 jako redukéni €inidlo, coz je jist€ vyhodné

nejen z hlediska ceny, ale i z hlediska nebezpecnych vlastnosti této slouceniny.

4.2 Nanomaterialy pro elektrochemické senzory

4.2.1 Senzor herbicidu metazachloru

Podobnym zplsobem jako Pt nanocastice v predchozi Casti byla testovana i syntéza
stiibrnych nanocastic (AgNP) na povrchu MXenu TizC;Tx [28] (priloha P.15). T zde byl
pomoci rentgenové fotoemisni spektroskopie a rentgenové difrakce potvrzen vznik AgNP
spontanni redukci zroztoku AgNOs; spolu s komplementarni oxidaci Ti v TizC;Tx. Dalsi
analyzou (mikroskopie atomarnich sil, elektronovad mikroskopie) byl zjistén jejich relativne
pravidelny tvar, zaroven ale byla patrna riizna velikost jednak v ramci riznych testovanych casti

syntézy (2h inkubace — cca 10 nm; 24h inkubace — cca 5 nm) a z&roven v ramci jednotlivych
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méfenych vzorkl — vySe uvedené primémeé velikosti AgNP plati pouze pro nejmensi zjisténé

Castice, krome nich byly pozorovany 1 vétsi klastry (obr. 22).

Obrizek 22: A — Zobrazeni MXene/AgNP Castic pomoci skenovaci elektronové mikroskopie s modulem
energeticky disperzni rentgenové spektroskopie umoziujici mapovani prvkového slozeni. B — zobrazeni
obsahu Ag (Cervené) a Ti (zelené). C — zobrazeni téhoz nanomaterialu pomoci mikroskopie atomarnich sil,
topografie, 10x10 pm; D — zobrazeni topografie 2x2 pm; E — zobrazeni rozdila fizi poukazujici na rozdilné
mechanické vlastnosti (2x2 pm). Prevzato z [28].

U piipravenych nanomaterialt MXene/AgNP byly po naneseni jejich vodnych disperzi na
elektrody a nasledném zaschnuti zjistovany jejich elektrochemické vlastnosti. Dle oCekavani
byl pfi cyklické voltametrii elektrod modifikovanych samotnym MXenem pozorovan anodicky
proces odpovidajici oxidaci Ti atomu ve struktufe MXenu. Pii stejnych experimentech
s MXene/AgNP pak byla pozorovana reverzibilni oxidace a redukce atomi stfibra.
Voltametrické piky pfislusejici tomuto procesu se s poctem CV cykld snizovaly, coz svéd¢i o
postupném rozpousténi AgNP. To prakticky vyluCuje vyuziti tohoto senzoru pro detekci

analytd v oxidacni oblasti potencialu, nikoliv ov§em v katodické oblasti.

V ramci dalSich experiment byla proto zjistovana elektrokatalyticka aktivita elektrod
modifikovanych MXene/AgNP vici elektrochemické reduktivni dehalogenaci (dechloraci)
herbicidu metazachlor (struktura viz obr. 23). Jiz dtive byl popsan pozitivni vliv stfibrnych
nanocastic na reduktivni dehalogenaci sloucenin na bazi derivath fenyl-chloracetatta [96—98],
piicemz elektrokatalytické vlastnosti jsou pfipisovany vysoké afinité halogenida ke stiibru.
Elektrochemicka redukce méné biodegradabilnich pesticidi je obecné povazovana za proces
vedouci ke snizeni jejich perzistence [99-102]. Za timto uclelem byla testovana i
elektrochemicka reduktivni dehalogenace chloracetanilidovych herbicidi [103], nicméné

pouze ve studii Carrai et al., 1992, byla poprvé nastinéna i moznost vyuzit korelace mezi
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velikosti katodického piku identifikovaného s procesem dehalogenace a koncentraci alachloru’
kjeho detekci [104]. Podobnym zpusobem byly testovany i vySe zminéné elektrody
modifikované hybridnimi nanomaterially MXene/AgNP. Na obr. 23 A je vidét narlst
katodického proudu pifi métenich se zvySujici se koncentraci metazachloru v elektrolytu (50
mM NaOH). Takto bylo mozné sestrojit kalibracni kfivku (obr. 23 B) a vyuzit pfipraveny
senzor i pro méteni odezvy na metazachlor v realnych vzorcich (vyluhy zeminy s pridavkem

znamého mnozstvi metazachloru).
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Obrazek 23: A — cyklické voltamogramy mérené elektrodami modifikovanymi MXene/AgNP v pritomnosti
riznych koncentraci metazachloru (indikovano v grafu). B — Kkalibra¢ni kiivka sestrojena jako zavislost
katodického proudu odecteného pfi potencidlu -1,18 V z voltamogramii korigovanych o signil v elektrolytu
(20 mM NaOH) bez pridavku metazachloru. Cerna ¢ara — kalibra¢ni pfimka v linearni Casti, Cervena
krivka — regrese celého koncentra¢niho rozsahu pomoci polynomické funce. Prevzato z [28]. C — struktura
metazachloru a jeho elektrochemické dechlorace.

Realna odezva pii méfeni ve vyluzich zemin byla o cca 75 a 40 % nizsi'°, nez odezva
oCekavana na zakladé kalibracni kfivky a znamého ptfidavku metazachloru. Jednim z davodua
takto nizké G¢innosti muze byt obsah huminovych latek ve vyluhu. Tyto vysledky nejsou pfilis
povzbudive, proto byl stejnym zpusobem testovan i material pfipraveny jednoduchou inkubaci
vodné disperze oxidu grafenu s AgNO3 — GO/AgNP. I zde byla potvrzena spontanni syntéza

AgNP bez pridavku reduk¢niho ¢inidla jednak pomoci mikroskopie atoméarnich sil (obr. 24 A),

? Jedna se o dalsi herbicid ze skupiny chloracetanilidu, se strukturou podobnou metazachloru. Jeho pouZiti na
tzemi CR neni v soucasné dob¢ povoleno.
19 Odligné hodnoty byly zjistény pro vzorek pudy z lesa a z parku.
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ale 1 rentgenovou difrakéni a rentgenovou fotoemisni spektroskopii. Uhlikové elektrody
modifikované GO/AgNP a osetiené jesté elektrochemickou redukci vykazovaly, stejné jako
v piipadé modifikace MXene/AgNP, schopnost elektrokatalyzy reduktivni dehalogenace
metazachloru umoziujici jeho stanoveni. Cyklické voltamogramy meéfené pii rGznych

koncentracich analytu vetné sestrojené kalibra¢ni kiivky jsou na obr. 24 B a C.
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Obrazek 24: A — nanodastice oxidu grafenu pokryta in-situ syntetizovanymi AgNP. B - cyklické
voltamogramy méfené elektrodami modifikovanymi redukovanymi GO/AgNP v pritomnosti riznych
koncentraci metazachloru (indikovano v grafu). C - kalibrac¢ni kiivka sestrojena jako zavislost katodického
proudu ode¢teného pri potenciilu -1,18 V z voltamogramu korigovanych o signal v elektrolytu (20 mM
NaOH) bez piidavku metazachloru. Cervené je vyznafena piimka linedrni regrese. Prevzato z [28]

Samotna kalibracni kiivka vykazovala lepsi parametry (linearni v rozsahu 37-1123 uM,
detek¢ni limit 27 uM, citlivost 75 nA/L.mg) nez pii pouziti MXene/AgNP (linearni jen do
koncentrace 375 puM, detekéni limit 40 uM, citlivost 50,4 nA/L.mg), coz se odrazilo i pfi
stanoveni v redlnych vzorcich. Pokud bylo definované mnozstvi metazachloru ptidano k jiz
pfipravenym vyluhiim pudy, pfesnost stanoveni byla 108+14 a 110+7% pro pudu z lesa a pudu
z parku. Pokud byl pfidan metazachlor k vzorkim pud jesté pied jejich louhovanim, v takto
pfipraveném vyluhu byla zjisténa vice nez dvojnasobna odezva oproti odezvé ocekavané

z kalibra¢ni kfivky a ze znamého ptidavku metazachloru.

Vysledek této studie tedy ukazal, ze i) metazachlor maze byt elektrochemicky detekovan

s vyuzitim elektrochemické reduktivni dehalogenace katalyzované stfibrnymi nanocasticemi;
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i1) pro tento ucel se jako vyhodngjsi jevi AgNP syntetizované na nanocasticich redukovaného
oxidu grafenu (ErGO/AgNP) oproti AgNP pfipravenych na povrchu MXenu Ti3C,Tx; 1ii)

zminény ErGO/AgNP vykazoval i daleko nizsi miru interferenci pfi méteni realnych vzorka.

4.2.2  Senzor chloridovych iontu

Ve studii Filip et al. [105] (priloha P.16) byla podrobné&ji studovana moznost in situ
syntézy stiibrnych nano&astic na povrchu oxidu grafenu spontanni redukci Ag" z roztoku
AgNOs. Sérii experimentd a charakterizaci bylo zjisténo, ze pii tomto usporadani vznikaji na
povrchu oxidu grafenu prakticky monokrystalické stfibrné nanocastice, jak vyplyva z analyzy
pomoci transmisni elektronové mikroskopie. Jejich piitomnost nicméné nebyla potvrzena
rentgenovou difrakéni analyzou, pravdépodobné diky nizkému celkovému obsahu nanocastic
v ptipravenych materialech. Pon¢kud prekvapivé nebyly v této fazi pozorovatelné zasadni
rozdily vlastnosti ,,spontanniho™ GO/AgNP v porovnani s timtéz nanomateridlem pfipravenym
s ptidavkem kyseliny citronové. Tu lze vyuzit jako redukéni Cinidlo pro pfipravu stfibrnych
nanocastic (v€. in situ na povrSich jinych (nano)castic), nicméné klasicka syntéza touto
metodou vyuziva zvySené teploty, zatimco v tomto pfipade byla syntéza vzdy provadéna za
laboratorni teploty. Zasadnéjsi rozdil byl pozorovan pouze pii analyze velikosti nanoc¢astic
zjisténych mikroskopii atomarnich sil, jejiz vysledky poukazaly na snizeni primeérné velikosti

z ptiblizn€ 6 nm na 3 nm po piidavku kyseliny citronové.

Cyklické voltamogramy elektrod modifikovanych GO/AgNP vykazovaly anodické a
katodické piky, které nebyly pozorovany u elektrod modifikovanych samotnou disperzi GO. Je
tedy mozné je identifikovat s reverzibilni redoxni transformaci atomil Ag a brat je tak jako dalsi
dukaz pritomnosti stiibra v GO/AgNP nanomaterialu. V dalsi sérii experimentt byla testovana
elektrochemicka odezva v pfitomnosti chloridovych iontd. Za timto ucelem byla aplikovana
voltametrie Ctvercové viny v takové oblasti potencialt, aby nedoslo k jiz zminéné oxidaci
stfibrnych nanocastic a jejich rozpousténi. Pii takovém nastaveni byl pozorovan pouze proces
oxidace komplexu AgCl spontanné vzniklého na povrchu AgNP. Timto zptisobem bylo mozné
stanovit koncentraci chloridi v elektrolytu, pficemz nejprve bylo nutné sestrojit kalibracni
kiivku s vyskou (obr. 25 A) nebo pozici (obr. 25 B) voltametrického piku jako analytickym
signalem. Z vysledku je patrné, Ze vyska piku oxidace Ag-Cl komplexu rostla pfimo tmérné
s koncentraci chloridt, s vyssi citlivosti u elektrody s GO/AgNP nez u elektrody, ktera byla
pted vlastnim mefenim jes§te elektrochemicky redukovana (ErGO/AgNP). Naopak pozice
voltametrického piku s rostouci koncentraci Cl™ (resp. jejim dekadickym logaritmem) klesala

smérem k nulovému potencialu. Tento posun vyplyva z faktu, ze vznikly komplex Ag-Cl je
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redukovanou formou CI” v roztoku a podle Nernstovy rovnice bude tedy redoxni potencial
oxidace Ag-Cl dany logaritmem poméru aktivity oxidované a redukované formy analytu,

v dasledku tedy koncentraci C1"[105].
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Obrazek 25: A — kalibracni kiivky jako zavislost vy$ky voltametrického piku na koncentraci chloridi pro
elektrodu modifikovanou ErGO/AgNP (Cerni) a GO/AgNP (modri). Naméiena data — body — jsou spojena
primkami linerani regrese a v pripadé GO/AgNP i polynomické regrese. B— kalibraéni kiivky jako zavislost
pozice voltametrického piku na dekadickém logaritmu koncentrace chloridi. Pievzato z [105].

V dal§ich experimentech bylo zji§téno, Ze senzor piipraveny modifikaci elektrody
GO/AgNP bez elektrochemické redukce je pouzitelny pro stanoveni koncentrace chlorida
v pitné vodé. Jako analyt byl v téchto experimentech pouzit chlorid Zelezity, coz je bézné
vyuzivané srazedlo pro upravu vod. Prubéh tohoto Gpravarenského procesu by tedy mohl byt
monitorovan pripravenym GO/AgNP senzorem, je nicméné pravdou, Ze pro optimalni vysledky

byl k métfenému vzorku ptidan pro zvySeni vodivosti fosfatovy pufr nebo roztok Na>SOs.

4.2.3 Senzor tézkych kovi

Tézké (toxicke) kovy — predeviim olovo, kadmium, meéd, rtut’... - jsou dal§im z fady
zavaznych polutantt, je tedy zadouci mit nastroje pro jejich monitoring a sekvestraci. Pro
druhou zminénou operaci je vyvijena cela fada sorbenti na riznych bazich, mimo jiné na bazi
derivatt celulézy. Evidentnimi vyhodami téchto material jsou kromé dobrych sorpCnich
vlastnosti i snadna dostupnost (Casté jsou ruzné metody piipravy z odpadnich materialt [106,

107]) a nizka cena.

Absorpce kovu (ve formé€ rozpustnych kationtd) do matric na bazi celulézy spociva
predevs§im v elektrostatickych interakcich zminénych kationtt se zaporn€ nabitymi funk&nimi
skupinami polysacharid (hydroxylové, pfip. karboxylové skupiny). Mnozstvi téchto
funk¢nich/vazebnych skupin Ize zvysit chemickou modifikaci (derivatd) celulozy, pficemz

jednou z moznosti je reakce s polyvalen¢nimi karboxylovymi kyselinami. Pfi aplikaci zvySené
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teploty dojde k odstépeni vody a pfeméné dvou sousednich karboxyld na anhydridovou formu,
kterd snadno reaguje s hydroxyly za vzniku relativné stabilni esterové vazby [108—110]. Timto
zpusobem lze do struktury pouzitého polysacharidu jednak vnést dalsi funkeni skupiny, ale
i sesit'ovat jinak rozpustné polymery (obr. 26). Toho bylo jiz dfive vyuzito pro pfipravu riznych
hydrogela [111, 112]. V praci Sotolafové et al. [113] (pFiloha P.17) byla poprvé testovana
moznost vyuzit tento mechanismus pro jednokrokovou modifikaci uhlikovych elektrod
hydroxyethyl (HEC) a karboxymethyl celuldzou (T-CMC!!) sesitovanou kyselinou citronovou.
Toho bylo dosazeno aplikaci smési vodného roztoku pouzitého derivatu celulozy s roztokem

kyseliny citronové na uhlikovou elektrodu a naslednym umisténim do suSarny (110 °C, 30 min).

Pripravené derivaty byly charakterizovany pomoci infracervené spektroskopie, ktera
prokéazala vznik esterovych vazeb po sitovani jak u HEC, tak u T-CMC. U HEC byla po
sesitovani potvrzena vyS$si teplotni stabilita pomoci termalni gravimetrie, ve shodé s vysledky

uvedenymi v literatufe [110].

Po potvrzeni vzniku sitovanych derivata na elektrodach byly tyto testovany pro absorpci a
nasledné elektrochemické stanoveni kationti tézkych kovl z roztoku. Oba kroky probihaly
oddélené, coz dava mj. moznost odbéru piipadnych environmentalnich vzork pfimo ,na
elektrodu” ponotfenim senzoru do testovaného analytu na urcitou dobu, po kterou bude dochazet
k sorpci t€zkych kovi. Nasledné mtze byt senzor uchovan po relativné dlouhou dobu, po niz

bude nasledovat samotné meéfeni.

Elektrochemicka charakterizace byla provadéna predevsim aplikaci anodické rozpoustéci
voltametrie ¢tvercove viny (ASSWYV, anodic stripping square wave voltammetry). Tato metoda
standardné sestava z depozice (redukce kationtd v roztoku a jejich vysrazeni, zakoncentrovani,
na povrchu elektrody) a meéficiho kroku, pfi némz je deponovany kov oxidovan, tedy

,rozpoustén“. V piipadé uvedenych senzori byly nicméné redukovany pouze Kkationty

11V praci byl vyuzit vzorek karboxymethyl celulozy, ktera byla jiz difve termalng o$etfena, proto T-CMC.
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nasorbované pifedchozim krokem v polysacharidové matrici na povrchu elektrody, coz je rozdil

oproti standardnimu uspotradani rozpoustéci voltametrie.

/j\C‘H

o HO °C, 30 min
/O + Ho‘

’:\"T/ = — .
Lk, |
*Oi-ﬂ L e 1)Sorpce "‘ e

I o | 2)Elchem.
B || stanoveni
= g .

Obrazek 26: A — predpokladané schéma siCovani hydroxyethyl celulozy kyselinou citronovou. Prevzato ze
[113]. Vprave — schematické znizornéni modifikovani uhlikovych elektrod hydrogely a postup pri
dvoukrokovém stanoveni tézkych kovi, tj. absorpce iontli kovi do hydrogelové matrice z analyzovaného
roztoku (1) a samotné elektrochemické stanoveni mnozstvi nasorbovanych ionti pomoci anodické
rozpoustéci voltametrie ¢tvercové viny (2).

Elektrochemicka charakterizace senzord na bazi sitovanych HEC a T-CMC spocivala
nejprve v hledani vhodného postupu jejich pripravy, tj. vhodné koncentrace sitovaciho Cinidla,
polysacharidd, jejich objemovy pomeér, doba a teplota sitovani, metoda regenerace elektrod atd.
Po nalezeni téchto parametrd, které vedly k elektrodé poskytujici nejvyssi voltamerickou
odezvu po Imin inkubaci senzoru v 20 mg/l Pb?" roztoku byla sestrojena standardni kalibra¢ni
kiivka, pficemz bylo zjisténo, ze senzor na bazi sitované HEC vykazuje vyssi citlivost (9,91
LA/l.mg) nez senzor se sitovanou T-CMC (8,67 nA/l.mg), ale horsi limit detekce (0,54 mg/l
vs. 0,24 mg/l pro HEC a T-CMC). Uvedené hodnoty plati pro délku inkubace 5 min, pfi Imin

inkubaci byly operacni vlastnosti senzord horsi.

Studie je kromé toho doplnéna charakterizaci kinetiky sorpce kationtd (Pb, Cu, Cd) na
piipravené elektrody, jejimz vystupem jsou grafy ploch voltametrickych rozpoustécich pika
v zavislosti na délce sorpEniho kroku (obr. 27). Zde byly pozorovany zasadni rozdily mezi
senzory na bazi sitované HEC a T-CMC. Zatimco v prvnim pfipad€ viceméng rostla vyska piku
s prodluzujici se inkubaci (maximum odezvy pozorovano pfi inkubaci 5 min), u T-CMC tomu
bylo naopak, odezva byla vesmes nizkd a s del$i inkubaci se blizila nule. Uvedené plati pro Pb
a Cu a pro méfeni provadéné v neutralnim elektrolytu (100mM KCI). Pokud bylo méfeni

se senzorem na bazi sitované HEC provadeéno v kyselém prostredi (KCI okyseleno kyselinou
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dusi¢nou na hodnotu pH pfiblizné 1,9), pak pro Pb a Cu doslo k vyraznému poklesu odezvy
oproti neutralnimu elektrolytu, oviem u Cd tomu bylo naopak. Oproti tomu méteni s elektrodou
modifikovanou sitovanou T-CMC vzdy poskytovalo vyssi odezvu v kyselém prostredi nez
v neutralnim, z hlediska kinetiky pak Ize mluvit o0 maximu odezvy pfi délce sorpce mezi 15 a
45 s, delsi inkubace kupodivu vedla k poklesu odezvy. Tyto vysledky poukazuji na moznost
nastavit vlastnosti absorpéni matrice tak, aby co nejlépe vyhovovala specifickym pozadavkim

(selektivita, pH vzorku...).
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Obrazek 27: Zavislost plochy voltametrickych rozpoustécich piki na délce absorpéniho kroku pro absorpci
Cu (¢ervena), Cd (Cerna) a Pb (magenta) z jejich 5 mg/ml roztoki a Pb z 1 mg/ml roztoku (modra).
Stripovaci voltametrie po absorpci provedena v 100 mM KCI (A) a v tomtéz elektrolytu okyseleném
kyselinou dusi¢nou na pH = 1,9 (B). Prevzato ze [113].

Mezi dal§i velmi zajimavé vysledky lze zatadit charakterizaci pfipravenych elektrod
modifikovanych hydrogely pomoci impedancni spektroskopie, kdy bylo zjiSté€no, ze elektrody
modifikované sitovanou T-CMC vykazuji daleko vy$si odpor prenosu naboje (Rcr) nez pii
modifikaci sitovanou HEC. V druhém ptipade byla ale pozorovana cyklickd zména hodnoty
Rer v zavislosti na sorpci/desorpei kationtd olova do matrice (obr. 28). Jelikoz sniZzeni odporu
nastalo vzdy po regeneraci elektrody provadéné oplachem kyselinou dusi¢nou (desorpce
pfipadne ,,zbylych“ kationti kovl), lze usuzovat, ze tento krok zpusobil protonizaci funk¢nich
skupin (hydroxylit). Ty maji kladny naboj, coz usnadni difuzi a naslednou redoxni transformaci
ferrikyanidu jakozto zaporn€ nabité elektrochemické sondy pouzité pfi impedimetrickych
meétenich. Tyto vysledky jsou rovnéz velmi zajimavé z hlediska potencialu ptipravy povrchu

elektrod se specifickymi vlastnosti (ndbojem). Déle bylo pii analyze odezvy v pfitomnosti
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riznych dalSich kovu zjisténo, ze zatimco u Pb a Cd byl pozorovan jednoznacny pokles odezvy

(v pritomnosti ostatnich kovt), odezva Cu naopak v ptitomnosti dalSich kovu narostla.
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Obrizek 28: Nyquistovy diagramy elektrod modifikovanych sitovanou HEC po opakovém oplachu
kyselinou dusi¢nou (desorpce Pb) a sorpci olova z 5 mM roztoku Pb?*, MéFeno v 100mM KCl obsahujicim
SmM ferri/ferrokyanid. Prevzato ze [113].

Celkové je tedy mozno shrnout, Ze uvedena studie otevira dvefe dalsSim moznostem v piiprave

jak elektrochemickych biosenzort, tak senzord.
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5. ZAVER

Habilitacni prace shrnuje hlavni védecké vystupy predkladatele v oblasti nanotechnologii
aplikovatelnych pro konstrukci (bio)elektrochemickych zafizeni. Dosazené vysledky lze
rozdélit do tfech zakladnich oblasti, tj. aplikace nanomaterialt pro pfipravu biopalivovych
Clankt, aplikace nanomateriali pro impedimetrické afinitni biosenzory, v¢. plipravy
modifikace povrcha s potencialnim vyuzitim v této oblasti, a aplikace nanomateriald pro

elektrochemické senzory.

V prvni oblasti byl vyzkum zaméfen predevsim na pfimy elektronovy transfer enzymu
bilirubin oxidaza a fruktéza dehydrogenaza; nejprve byl testovan biopolymer chitosan jako
pouzivanému polyvinylidenfluoridu ktery je drahy a problematicky rozpustny. V chitosanu,
ktery je diky své polycharadické povaze spiSe hydrofilni, nebylo mozné ptipravit disperzi s tak
vysokou koncentraci sazi, tento nedostatek byl ale odstranén zvySenim vodivosti elektrodového
rozhrani integraci uhlikovych nanotrubicek. Ptipraveny nano-povrch bylo mozné pouzit jak pro
ptipravu  bioanody (fruktéza dehydrogendza), tak biokatody (bilirubin oxidaza)
jednokomorového biopalivového ¢lanku poskytujicitho z aerovaného fosfatového pufru
s obsahem fruktozy vykon 57 uW na 1 cm? plochy elektrod pii napéti 300 mV. Fundamentalni
studie povahy elektronového transferu bilirubin oxiddzy imobilizované v tomto rozhrani pak
identifikovaly elektrochemickou odezvu (tj. pfimy elektronovy transfer) aktivniho centra
bilirubin oxiddzy oznaCovaného jako T1. Analyzou ostatnich aktivnich mist se zjistil vliv
orientace enzymu vaci povrchu na povahu vymény elektroni mezi jednotlivymi aktivnimi
misty a elektrodou. V této souvislosti je tfeba zminit, Ze testované rozhrani je svym zpusobem
unikatni, nebot’ bilirubin oxid4za na néj nasorbovana vykazuje elektrochemickou odezvu pro
tf1 aktivni mista, na rozdil od vétSiny ostatnich studii, kde jsou popsany jen dvé elektrochemicky
aktivni mista bilirubin oxidazy. Dal§im zkoumanim vlivu redoxnich potenciala téchto déju na
pH prostiedi byl identifikovan pravdépodobny vliv aminokyselinovych ligandi aktivnich
center a zaroven bylo identifikovano aktivni centrum inertni vii¢i zméné pH, coz poukazuje na
jeho izolovanost od elektrolytu — dochazi zde k vyméné protont pouze s ostatnimi aktivnimi

centry.

V dalSich experimentech bylo testovano vyuziti poly(mlééné kyseliny) jako polymerni
matrice sazi se srovnatelnymi vysledky (z hlediska biokatalytického proudu vyprodukovaného

bilirubin oxidazou v pfitomnosti kysliku) jako pfi pouziti chitosanu. Dulezité ale je, ze zde jiz
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nebylo nutné zvysit vodivost pomoci uhlikovych nanotrubicek. Testovana byla 1 adsorpce
bilirubin oxidazy a fruktéza dehydrogenazy na polypyrolové nanotrubi¢ky se zlatymi
nanocasticemi na povrchu. Tento nanomaterial je pomérné vodivy a vyhodny pro imobilizaci
fruktoza dehydrogenazy, bilirubin oxiddza nicméné nevykazovala zddné znamky piimého
elektronového transferu. V pritomnosti mediatoru ale byla pozorovana enzymaticka redukce

kysliku, coz poukazuje na pfitomnost enzymu v rozhrani, ale jeho nevhodnou orientaci.

Dalsimi studiemi byla prokézéna dobra afinita bilirubin oxidazy k nanocésticim oxidu
grafenu. Ten lze po aplikaci na elektrodu elektrochemicky redukovat, i kdyz byl jiz dfive na
jeho povrch imobilizovan enzym, ktery si zachova i pfes vystaveni redukénimu potencialu svoji
elektrokatalytickou aktivitu. Diky tomu lze dosahnout efektivni imobilizace jednoduchym
smichdnim roztoku enzymu a disperze oxidu grafenu s naslednou inkubaci (4 h) a aplikaci na
povrch elektrody. Pro objasnéni dalSich detailt byly aplikaci centrifugacnich kroka separovany
jednotlivé velikosti frakce z komeréné dostupné disperze oxidu grafenu a zjiStovana efektivita
sorpce bilirubin oxidazy na tyto Castice. Vysledky ukazaly jednoznacnou zavislost namérené
bioelektrokatalytické aktivity enzymu na hodnot¢ tzv. nomindlniho C-potencidlu oxidu grafenu,

tedy hustoté elektrického naboje na povrchu nanocastice.

Vrémci vyzkumu mikrobialnich elektord byly bakterie Gluconobacter oxydans
integrovany s riznymi typy uhlikovych nanomaterialt (sférické nanocastice, uhlikové
nanotrubicky, grafit...) pomoci ultrazvukové lazn€. Timto zplusobem bylo dosazeno
efektivngjsi  elektronové vymeény (pouze zprostfedkované, nikoliv pfimé) mezi
periplasmatickymi enzymy bakterii a povrchem elektrody, coz bylo vyuzito pro konstrukci
citlivého mikrobialniho biosenzoru monitorujiciho modelovou fermentaci bez nutnosti

upravovat odebrané vzorky.

Pokud by mély byt vyse uvedené vysledky byt shrnuty z hlediska environmentalni chemie
a inzenyrstvi, 1ze konstatovat nasledujici: 1) samotné biopalivové ¢lanky jsou povazovany za
,udrzitelnou™ alternativu k ur€itému typu baterii, jakkoliv oblast jejich aplikaci je pom&mé
specificka (nabijeni malych baterii, napajeni implantovanych biomedicinskych zafizeni, ,,off-
grid* aplikace...); ii) pfi pfipravé téchto zafizeni je mozné vyuzit i biopolymery (chitosan,
poly(kyselina mlé¢na) a vyhnout se pouziti aprotickych rozpoustédel (chitosan se rozpousti

v kyselin€ octové); ii1) v ur€itych ptipadech je mozné vyhnout se pouziti jakéhokoliv polymeru,
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coz je z hlediska udrzitelného rozvoje optimalni moznost. To se nicméné tyka imobilizace

bilirubin oxidazy na oxid grafenu, jehoz vliv na zdravi a zivotni prostiedi jeste neni zcela jasny.

V oblasti impedimetrickych afinitnich biosenzort byla zkoumana kovalentni imobilizace
lektinu (konkanavalin A) na elektrodu modifikovanou oxidem grafenu. Jeho karboxyly po
aktivaci karbodiimidem tvofi amidové vazby s aminy proteinové struktury konkanavalinu A,
coz umoznilo pfipravit jednoduchy afinitni biosenzor invertazy, coz je modelovy analyt pro
lektinové biosenzory. Dale se predkladatel zabyval wvyvojem metody imobilizace
konkanavalinu A na elektrochemicky redukovany oxid grafenu funkcionalizovany thioninem s
naslednou kovalentni imobilizaci lektinu pomoci sitovaciho ¢inidla glutaraldehydu. Zde bylo
poprvé ukazano, ze je mozné imobilizovat nikoliv pouze samotné molekuly lektinu, ale 1 jejich

aglomeraty vzniklé reakci s glutaraldehydem, coz zvysilo specificitu odezvy.

V této oblasti byly provadény i vyzkumy funkcionalizovanych povrchil pfipravenych
inkubaci zlatych €ipt s nove vyvinutymi derivaty kyseliny lipoové s karboxybetainovou nebo
karboxybetain-esterovou funkcni skupinou. Tyto povrchy vykazovaly odlisné vlastnosti
v zavislosti na pH (ireverzibilni disociace esterové vazby) a zaroven byla elektrochemicky
detekovana vazba DNA na tyto povrchy. Ta se projevila naristem impedance daného povrchu,
piiCemz tento nartst byl vétsi, pokud byla elektroda po adsorpci DNA funkcionalizovana
inkubaci s thioninem. Tento princip ,,thioninové amplifikace™ by mohl byt vyuzit pii konstrukci

dalSich DNA biosenzoru.

Vyznam zkoumanych afinitnich biosenzorti pro environmentalni inzenyrstvi a chemii
muze spocivat napf. v monitorovani fyziologickych/biochemickych pochodi v zivych
organismech po expozici polutanty. PfedevSim je mozné se domnivat, ze bude nalezena
souvislost s chronickou expozici latek nevykazujicich akutni toxicitu (emergentni polutanty) a
zménami v glykoprofilu ur€itych proteini ¢ bunek. ZkuSenosti z vyzkumu afinitnich

biosenzord ale mohou byt uplatnény i pti detekci polutantt ¢i toxing.

Dalsi kapitolou je vyzkum katalyzy elektrochemické redukce H™ za ulelem produkce
vodiku. Za timto u¢elem byly charakterizovany Pt nanocCastice syntetizované na nanocasticich
,2MXenu“, tedy planarniho karbidu titanu se souhrnnou strukturou Ti3C2(OH, F)x. Hlavnim
vysledkem je zjiténi, ze Ti ve struktufe MXenu mize spontanné redukovat ionty Pt**, platinové

nanocastice tedy mohou byt syntetizovany bez pfidavku redukéniho ¢inidla, jinak bézné
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aplikovaného pii syntéze kovovych nanocastic. Nanomaterial syntetizovany pouze spontanni

reakci dokonce vykazoval lepsi vysledky ve smyslu elektrochemické produkce vodiku.

V dalsich vyzkumech byl pouzit stejny princip spontanni redukce Ag" iontd na syntézu
stiibrnych nanocastic na povrchu MXenu a na povrchu oxidu grafenu. I druhy jmenovany
nanomaterial je schopen spontanné redukovat ionty kova, avsak jinym reakénim mechanismem
nez MXene. Pripravené nanomaterialy pak byly testovany pro elektrochemickou detekci
chloridt, vcetné FeCls jakozto bézného srazeciho Cinidla pro uUpravy vod. Z hlediska
environmentalni chemie a inzenyrstvi je nicméné zajimavéjsi, ze tyto nanomateridly byly
s uspéchem testovany 1 pro detekci metazachloru, coz je chloracetanilidovy herbicid, jehoz

povolené limity ve vodach byvaji relativné ¢asto prekraCovany.

Posledni kapitolou je piiprava elektrod modifikovanych hydrogely pfipravenymi
jednoduchym sitovanim ve vod¢€ rozpustnych derivatu celulozy kyselinou citronovou. Jakkoliv
je znamo, ze tyto materialy vykazuji vyborné sorp¢ni vlastnosti vici tézkym kovam, v zadné
studii jesté nebyly takto modifikované elektrody pouzity pro elektrochemické stanoveni Pb, Cd
a Cu v roztoku. Samotna pfiprava hydrogeld je pfitom velmi rychla, vyzaduje pouze zahiivani

(30 min — 1 h, 110°C) reakéni smési aplikované na elektrodé.

Lze tedy shrnout, ze kromé charakterizace nového katalyzatoru reakce s jednoznacnym
vyznamem pro environmentalni technologie a inzenyrstvi (produkce vodiku) a testovani
elektrochemickych senzort polutantt je v této kapitole dalezity i diraz na co nejjednodussi

piipravu nanomateriald, s minimem reak¢nich ¢inidel a krokd, pii nichz by mohl vznikat odpad.

Smérem nastinénym v posledni ¢asti povede predkladatel i1 dalsi vyzkumy zaméfené
predev§im na senzory Ci biosenzory polutanti. Zarovenn bude mozné navazat na trendy
predstavované napt. tiSténymi jednordzovymi senzory na ,papirovych® elektrodach a
kompaktnimi elektrochemickymi zafizenimi umoziujicimi pfesné, jednoduché, rychlé a levné

analyzy pfi terénnich méfenich.

61



6. POUZITA LITERATURA

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

POTTER, M C a Augustus Desire WALLER. Electrical effects accompanying the
decomposition of organic compounds. Proceedings of the Royal Society of London.
Series B, Containing Papers of a Biological Character [online]. 1911, 84(571), 260—
276. Dostupné z: doi:10.1098/rspb.1911.0073

COHEN, Barnett. The bacterial culture as an electrical half-cell. J. Bacteriol. 1931,
21(1), 18-19.

CLARK JR, Leland C a Champ LYONS. ELECTRODE SYSTEMS FOR
CONTINUOUS MONITORING IN CARDIOVASCULAR SURGERY. Annals of the
New York Academy of Sciences [online]. 1962, 102(1), 29-45. ISSN 0077-8923.
Dostupné z: doi:https://doi.org/10.1111/].1749-6632.1962.tb13623 x

HEYROVSKY, J a M SHIKATA. Researches with the dropping mercury cathode: Part
II. The Polarograph. Recueil des Travaux Chimiques des Pays-Bas [online]. 1925, 44(6),
496-498. ISSN 0165-0513. Dostupné z: doi:https://doi.org/10.1002/recl. 19250440606

HEYROVSKY, Jaroslav. Elektrolysa se rtufovou kapkovuo kathodou. Chemické listy.
1922, 16, 256-264.

DOSEKOVA, Erika, Jaroslav FILIP, Tomas BERTOK, Peter BOTH, Peter KASAK a
Jan TKAC. Nanotechnology in Glycomics: Applications in Diagnostics, Therapy,
Imaging, and Separation Processes. Medicinal Research Reviews [online]. 2017, 37(3),
514-626. ISSN 0198-6325. Dostupné z: doi:https://doi.org/10.1002/med.21420

FILIP, J, T BERTOK aJ TKAC. Electrochemical biosensors and biofuel cells based on
graphene and graphene derivatives. In: Graphene Science Handbook: Mechanical and
Chemical Properties. 2016, s. 179-206.

FILIP, Jaroslav, Peter KASAK a Jan TKAC. Graphene as signal amplifier for
preparation of ultrasensitive electrochemical biosensors. Chemical Papers [online].
2015, 69(1), 112—133. Dostupné z: doi:doi:10.1515/chempap-2015-0051

FILIP, Jaroslav a Jan TKAC. Is graphene worth using in biofuel cells? Electrochimica
Acta [online]. 2014, 136, 340-354. ISSN 0013-4686. Dostupné
z: doi:https://doi.org/10.1016/j electacta.2014.05.119

DI PIETRANTONIO, Fabio, Domenico CANNATA a Massimiliano BENETTL
Chapter 8 - Biosensor technologies based on nanomaterials. In: Valentina DINCA a
Mirela Petruta B T - Functional Nanostructured Interfaces for Environmental and
Biomedical Applications SUCHEA, ed. Micro and Nano Technologies [online]. B.m.:
Elsevier, 2019, s. 181-242. ISBN 978-0-12-814401-5. Dostupné
z: doi:https://doi.org/10.1016/B978-0-12-814401-5.00008-6

HASHEM, Abu, M A Motalib HOSSAIN, Ab Rahman MARLINDA, Mohammad Al
MAMUN, Khanom SIMARANI a Mohd Rafie JOHAN. Nanomaterials based
electrochemical nucleic acid biosensors for environmental monitoring: A review.
Applied Surface Science Advances [online]. 2021, 4, 100064. ISSN 2666-5239.
Dostupné z: doi:https://doi.org/10.1016/j.apsadv.2021.100064

MISHRA, Abhilasha, Rinkesh BHATT, Jaya BAJPAI a A K BAJPAIL Nanomaterials
based biofuel cells: A review. Infernational Journal of Hydrogen Energy [online]. 2021,

62


https://doi.org/10.1111/j.1749-6632.1962.tb13623.x
https://doi.org/10.1002/recl.19250440606
https://doi.org/10.1002/med.21420
https://doi.org/10.1016/j.electacta.2014.05.119
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-814401-5.00008-6
https://doi.org/10.1016/j.apsadv.2021.100064

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

46(36), 19085-19105. ISSN 0360-3199. Dostupné
z: doi:https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2021.03.024

SHARMA, Archita, Gursharan SINGH a Shailendra Kumar ARYA. Biofuel cell
nanodevices. International Journal of Hydrogen Energy [online]. 2021, 46(4), 3270—
3288. ISSN 0360-3199. Dostupné z: doi:https://doi.org/10.1016/.ijhydene.2020.02.164

KUMAR, Ashutosh, Swati SHARMA, Lalit Mohan PANDEY a Pranjal CHANDRA.
Nanoengineered material based biosensing electrodes for enzymatic biofuel cells
applications. Materials Science for Energy Technologies [online]. 2018, 1(1), 38—48.
ISSN 2589-2991. Dostupné z: doi:https://doi.org/10.1016/j.mset.2018.04.001

FILIP, Jaroslav a Jan TKAC. Enzymatic biofuel cells . Chemicke Listy. 2014, 108(5),
442-450.

SHLEEV, Sergey, Jan TKAC, Andreas CHRISTENSON, Tautgirdas RUZGAS,
Alexander I YAROPOLOYV, James W WHITTAKER a Lo GORTON. Direct electron
transfer between copper-containing proteins and electrodes. Biosensors and
Bioelectronics [online]. 2005, 20(12), 2517-2554. ISSN 0956-5663. Dostupné
z: doi:https://doi.org/10.1016/].bios.2004.10.003

ORTIZ, Roberto, Hirotoshi MATSUMURA, Federico TASCA, Kawah ZAHMA,
Masahiro SAMEJIMA, Kiyohiko IGARASHI, Roland LUDWIG a Lo GORTON. Effect
of Deglycosylation of Cellobiose Dehydrogenases on the Enhancement of Direct
Electron Transfer with Electrodes. Analytical Chemistry [online]. 2012, 84(23), 10315—
10323. ISSN 0003-2700. Dostupné z: doi:10.1021/ac3022899

BONFIN, Carolina Souza, Jefferson Honorio FRANCO a Adalgisa R DE ANDRADE.
Ethanol bioelectrooxidation in a robust poly(methylene green-pyrrole)- mediated
enzymatic biofuel cell. Journal of Electroanalytical Chemistry [online]. 2019, 844, 43—
48. ISSN 1572-6657. Dostupné z: doi:https://doi.org/10.1016/j jelechem.2019.04.075

COONEY, Michael J, Vojtech SVOBODA, Carolin LAU, Georgianna L. MARTIN a
Shelly D MINTEER. Enzyme catalysed biofuel cells. Energy & Environmental Science
[online]. 2008, 1(3), 320-337. ISSN 1754-5692. Dostupné z: doi:10.1039/B809009B

ANDRIUKONIS, Eivydas, Raimonda CELIESIUTE-GERMANIENE, Simonas
RAMANAVICIUS, Roman VITER a Arunas RAMANAVICIUS. From
Microorganism-Based Amperometric Biosensors towards Microbial Fuel Cells [online].
2021. ISBN 1424-8220. Dostupné z: doi:10.3390/s21072442

RESHETILOYV, Anatoly N. Biosensors and biofuel cells: Research focused on practical
application (Review). Applied Biochemistry and Microbiology [online]. 2015, 51(2),
264-269. ISSN 1608-3024. Dostupné z: doi:10.1134/S0003683815020167

ALLEN, Robin M a H Peter BENNETTO. Microbial fuel-cells. Applied Biochemistry
and Biotechnology [online]. 1993, 39(1), 27-40. ISSN 1559-0291. Dostupné
z: doi:10.1007/BF02918975

BOND, Daniel R a Derek R LOVLEY. Electricity Production by Geobacter
sulfurreducens Attached to Electrodes. Applied and Environmental Microbiology
[online]. 2003, 69(3), 1548—1555. Dostupné z: doi:10.1128/AEM.69.3.1548-1555.2003

LOVLEY, Derek R. The microbe electric: conversion of organic matter to electricity.
Current Opinion in Biotechnology [online]. 2008, 19(6), 564-571. ISSN 0958-1669.

63


https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2021.03.024
https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2020.02.164
https://doi.org/10.1016/j.mset.2018.04.001
https://doi.org/10.1016/j.bios.2004.10.003
https://doi.org/10.1016/jjelechem.2019.04.075

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

Dostupné z: doi:https://doi.org/10.1016/j.copbio.2008.10.005

NAGEL, Bertram, Hanswerner DELLWEG a Lila M GIERASCH. Glossary for chemists
of terms used in biotechnology (IUPAC Recommendations 1992): . Pure and Applied
Chemistry [online]. 1992, 64(1), 143-168. Dostupné
z: doi:doi:10.1351/pac199264010143

JOHARI-AHAR, Mohammad, Mohammad R RASHIDI, Jaleh BARAR, M. AGHAIE,
Daryosh MOHAMMADNEJAD, Ali RAMAZANI, Pari KARAMI, George COUKOS
a Yadollah OMIDI. An ultra-sensitive impedimetric immunosensor for detection of the

serum oncomarker CA-125 in ovarian cancer patients. Nanoscale [online]. 2015, 7(8),
3768-3779. ISSN 2040-3364. Dostupné z: doi:10.1039/C4NR0O6687A

YANG, Zhe-Han, Ying ZHUO, Ruo YUAN a Ya-Qin CHAI A nanohybrid of platinum
nanoparticles-porous ZnO-hemin with electrocatalytic activity to construct an amplified
immunosensor for detection of influenza. Biosensors and Bioelectronics [online]. 2016,
78, 321-327. ISSN 0956-5663. Dostupné
z: doi:https://doi.org/10.1016/].bi0s.2015.10.073

FILIP, Jaroslav, Stepan VINTER, Pavel SKACELIK, Jitka SOTOLAROVA, Katarina
BORSKA a Josef OSICKA. Silver Integrated with Carbonaceous 2D Nanomaterials as
an Electrocatalyst for Reductive Dechlorination of Chloroacetanilide Herbicide. Journal
of The Electrochemical Society [online]. 2021, 168(3), 37504. ISSN 0013-4651.
Dostupné z: doi:10.1149/1945-7111/abe8ec

FILIP, Jaroslav, Sifani ZAVAHIR, Lenka LORENCOVA, Tomas BERTOK, Ammar
Bin YOUSAF, Khaled A MAHMOUD, Jan TKAC a Peter KASAK. Tailoring
Electrocatalytic Properties of Pt Nanoparticles Grown on Ti3C2TXMXene Surface.
Journal of The Electrochemical Society [online]. 2019, 166(2), H54-H62. ISSN 0013-
4651. Dostupné z: doi:10.1149/2.0991902jes

BLOCH, Khalida, Karishma PARDESI, Cristina SATRIANO a Sougata GHOSH.
Bacteriogenic Platinum Nanoparticles for Application in Nanomedicine . 2021.
ISBN 2296-2646

SAHANI, Shalini a Yogesh Chandra SHARMA. Advancements in applications of
nanotechnology in global food industry. Food Chemistry [online]. 2021, 342, 128318.
ISSN 0308-8146. Dostupné z: doi:https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2020.128318

JALEH, Babak, Mahmoud NASROLLAHZADEH, Bahareh Feizi MOHAZZAB,
Mahtab ESLAMIPANAH, Mohaddeseh SAJJADI a Hossein GHAFURI. State-of-the-
art technology: Recent investigations on laser-mediated synthesis of nanocomposites for

environmental remediation. Ceramics International [online]. 2021, 47(8), 10389-10425.
ISSN 0272-8842. Dostupné z: doi:https://doi.org/10.1016/j.ceramint.2020.12.197

LI, Zhanfeng, Tingting ZHUANG, Jun DONG, Lun WANG, Jianfei XIA, Huiqi WANG,
Xuejun CUI a Zonghua WANG. Sonochemical fabrication of inorganic nanoparticles for
applications in catalysis. Ultrasonics Sonochemistry [online]. 2021, 71, 105384,
ISSN 1350-4177. Dostupné z: doi:https://doi.org/10.1016/j.ultsonch.2020.105384

LIN, Liangliang, Yijian YIN, Sergey A STAROSTIN, Hujun XU, Chengdong LI, Kejun
WU, Chaohong HE a Volker HESSEL. Microfluidic fabrication of fluorescent
nanomaterials: A review. Chemical Engineering Journal [online]. 2021, 425, 131511.
ISSN 1385-8947. Dostupné z: doi:https://doi.org/10.1016/j.cej.2021.131511

64


https://doi.org/10.1016/j.copbio.2008.10.005
https://doi.org/10.1016/j.bios.2015.10.073
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2020.128318
https://doi.org/10.1016/j.ceramint.2020.12.197
https://doi.org/10.1016/j.ultsonch.2020.105384
https://doi.org/10.1016/j.cej.2021.131511

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

GOSWAMYI, Abhijeet D, Dhwanil H TRIVEDI, Nilesh L JADHAYV a Dipak V PINJARL

Sustainable and green synthesis of carbon nanomaterials: A review. Journal of
Environmental Chemical Engineering [online]. 2021, 9(5), 106118. ISSN 2213-3437.

Dostupné z: doi:https://doi.org/10.1016/j.jece.2021.106118

CAMPEA, Matthew A, Michael ] MAJCHER, Andrew LOFTS a Todd HOARE. A
Review of Design and Fabrication Methods for Nanoparticle Network Hydrogels for
Biomedical, Environmental, and Industrial Applications. Advanced Functional
Materials  [online]. 2021, 31(33), 2102355. ISSN 1616-301X. Dostupné
z: doi:https://doi.org/10.1002/adfm.202102355

FILIP, Jaroslav a Jan TKAC. Enzymatic Electrodes: Characteristics, Fabrication
Methods, and Applications. In: Klaus B T - Encyclopedia of Interfacial Chemistry
WANDELT, ed. [online]. Oxford: Elsevier, 2018, s. 190-199. ISBN 978-0-12-809894-
3. Dostupné z: doi:https://doi.org/10.1016/B978-0-12-409547-2.13471-7

SUCHETA, Artur, Richard CAMMACK, Joel WEINER a Fraser A ARMSTRONG.
Reversible electrochemistry of fumarate reductase immobilized on an electrode surface.
Direct voltammetric observations of redox centers and their participation in rapid
catalytic electron transport. Biochemistry [online]. 1993, 32(20), 5455-5465.
ISSN 0006-2960. Dostupné z: doi:10.1021/b100071a023

LEGER, Christophe a Patrick BERTRAND. Direct Electrochemistry of Redox Enzymes
as a Tool for Mechanistic Studies. Chemical Reviews [online]. 2008, 108(7), 2379-2438.
ISSN 0009-2665. Dostupné z: doi:10.1021/cr0680742

BANKAR, Sandip B, Mahesh V BULE, Rekha S SINGHAL a Laxmi
ANANTHANARAYAN. Glucose oxidase — An overview. Biotechnology Advances
[online]. 2009, 27(4), 489-501. ISSN 0734-9750. Dostupné
z: doi:https://doi.org/10.1016/j biotechadv.2009.04.003

WILSON, George S. Native glucose oxidase does not undergo direct electron transfer.
Biosensors and Bioelectronics [online]. 2016, 82, vii—viii. ISSN 0956-5663. Dostupné
z: doi:https://doi.org/10.1016/].bi0s.2016.04.083

SHAN, Changsheng, Huafeng YANG, Jiangfeng SONG, Dongxue HAN, Arit IVASKA
a Li NIU. Direct Electrochemistry of Glucose Oxidase and Biosensing for Glucose Based
on Graphene. Analytical Chemistry [online]. 2009, 81(6), 2378-2382. ISSN 0003-2700.
Dostupné z: doi:10.1021/ac802193¢

KRISHNAN, Siva Kumar, Evgen PROKHOROYV, Daniel BAHENA, Rodrigo
ESPARZA a M MEYYAPPAN. Chitosan-Covered Pd@Pt Core—Shell Nanocubes for
Direct Electron Transfer in Electrochemical Enzymatic Glucose Biosensor. ACS Omega
[online]. 2017, 2(5), 1896-1904. ISSN 2470-1343. Dostupné
z: doi:10.1021/acsomega.7b00060

BARTLETT, Philip N a Firas A AL-LOLAGE. There is no evidence to support literature
claims of direct electron transfer (DET) for native glucose oxidase (GOx) at carbon
nanotubes or graphene. Journal of Electroanalytical Chemistry [online]. 2018, 819, 26—
37. ISSN 1572-6657. Dostupné z: doi:https://doi.org/10.1016/] jelechem.2017.06.021

HOLLAND, J Todd, Carolin LAU, Susan BROZIK, Plamen ATANASSOV a Scott
BANTA. Engineering of Glucose Oxidase for Direct Electron Transfer via Site-Specific
Gold Nanoparticle Conjugation. Journal of the American Chemical Society [online].

65


https://doi.org/10.10167j.jece.2021.106118
https://doi.org/10.1002/adfm.202102355
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-409547-2.13471-7
https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2009.04.003
https://doi.org/10.1016/j.bios.2016.04.083
https://doi.org/10.1016/jjelechem.2017.06.021

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

2011, 133(48), 19262-19265. ISSN 0002-7863. Dostupné z: doi:10.1021/ja2071237

XIAO, Yi, Fernando PATOLSKY, Eugenii KATZ, James F HAINFELD a Itamar
WILLNER. &quot;Plugging into Enzymes&quot;: Nanowiring of Redox Enzymes by a
Gold Nanoparticle. Science [online]. 2003, 299(5614), 1877 LP — 1881. Dostupné
z: doi:10.1126/science. 1080664

MIYAKE, Takeo, Masato OIKE, Syuhei YOSHINO, Yohei YATAGAWA, Keigo
HANEDA, Hirokazu KAJI a Matsuhiko NISHIZAWA. Biofuel cell anode:
NAD+/glucose dehydrogenase-coimmobilized ketjenblack electrode. Chemical Physics
Letters  [online]. 2009, 480(1), 123-126. ISSN 0009-2614.  Dostupné
z: doi:https://doi.org/10.1016/j.cplett.2009.08.075

ZHENG, Wei, Qingfen LI, Lei SU, Yiming YAN, Jun ZHANG a Lanqun MAO. Direct
Electrochemistry of Multi-Copper Oxidases at Carbon Nanotubes Noncovalently
Functionalized with Cellulose Derivatives. Electroanalysis [online]. 2006, 18(6), 587—
594. ISSN 1040-0397. Dostupné z: doi:https://doi.org/10.1002/elan.200503444

GAO, Feng, Yiming YAN, Lei SU, Lun WANG a Lanqun MAO. An enzymatic
glucose/O2 biofuel cell: Preparation, characterization and performance in serum.
Electrochemistry Communications [online]. 2007, 9(5), 989-996. ISSN 1388-2481.
Dostupné z: doi:https://doi.org/10.1016/j.elecom.2006.12.008

FILIP, Jaroslav, Jana SEFCOVICOVA, Peter GEMEINER a Jan TKAC.
Electrochemistry of bilirubin oxidase and its use in preparation of a low cost enzymatic
biofuel cell based on a renewable composite binder chitosan. Electrochimica Acta
[online]. 2013, 87, 366-374. ISSN 0013-4686. Dostupné
z: doi:https://doi.org/10.1016/j electacta.2012.09.054

FILIP, Jaroslav, Jana SEFCOVICOVA, Peter TOMCIK, Peter GEMEINER a Jan
TKAC. A hyaluronic acid dispersed carbon nanotube electrode used for a mediatorless
NADH sensing and biosensing. 7alanta [online]. 2011, 84(2), 355-361. ISSN 0039-
9140. Dostupné z: doi:https://doi.org/10.1016/j talanta.2011.01.004

IVNITSKI, Dmitri M, Constantine KHRIPIN, Heather R LUCKARIFT, Glenn R
JOHNSON a Plamen ATANASSOV. Surface characterization and direct
bioelectrocatalysis of multicopper oxidases. Electrochimica Acta [online]. 2010, 55(24),
7385-7393. ISSN 0013-4686. Dostupné
z: doi:https://doi.org/10.1016/j electacta.2010.07.026

BROCATO, Shayna, Carolin LAU a Plamen ATANASSOV. Mechanistic study of direct
electron transfer in bilirubin oxidase. Electrochimica Acta [online]. 2012, 61, 44-49.
ISSN 0013-4686. Dostupné z: doi:https://doi.org/10.1016/j.electacta.2011.11.074

FILIP, Jaroslav a Jan TKAC. The pH dependence of the cathodic peak potential of the
active sites in bilirubin oxidase. Bioelectrochemistry [online]. 2014, 96, 14-20.
ISSN 1567-5394. Dostupné z: doi:https://doi.org/10.1016/j bioelechem.2013.11.007

DREYER, Daniel R, Rodney S RUOFF a Christopher W BIELAWSKI. From
Conception to Realization: An Historial Account of Graphene and Some Perspectives
for Its Future. Angewandte Chemie International Edition [online]. 2010, 49(49), 9336—
9344. ISSN 1433-7851. Dostupné z: doi:https://doi.org/10.1002/anie.201003024

DREYER, Daniel R, Sungjin PARK, Christopher W BIELAWSKI a Rodney S RUOFF.
The chemistry of graphene oxide. Chemical Society Reviews [online]. 2010, 39(1), 228-

66


https://doi.org/10.1016/j.cplett.2009.08.075
https://doi.org/10.1002/elan.200503444
https://doi.org/10.1016/j.elecom.2006.12.008
https://doi.org/10.1016/j.electacta.2012.09.054
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2011.01.004
https://doi.org/10.1016/j.electacta.2010.07.026
https://doi.org/10.1016/j.electacta.2011.11.074
https://doi.org/10.1016/j.bioelechem.2013.11.007
https://doi.org/10.1002/anie.201003024

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

240. ISSN 0306-0012. Dostupné z: doi:10.1039/B917103G

FILIP, Jaroslav, Jana SEFCOVICOVA, Peter GEMEINER a Jan TKAC.
Electrochemical Features of Bilirubin Oxidase Immobilized on Different Carbon
Nanostructures. Key Engineering Materials [online]. 2013, 543, 13—-17. ISSN 1662-
9795. Dostupné z: doi:10.4028/www scientific.net/KEM.543.13

FILIP, Jaroslav a Jan TKAC. Effective bioelectrocatalysis of bilirubin oxidase on
electrochemically reduced graphene oxide. Electrochemistry Communications [online].
2014, 49, 70-74. ISSN 1388-2481. Dostupné
z: doi:https://doi.org/10.1016/j.elecom.2014.10.012

FILIP, Jaroslav, Anita ANDICSOVA-ECKSTEIN, Alica VIKARTOVSKA a Jan
TKAC. Immobilization of bilirubin oxidase on graphene oxide flakes with different
negative charge density for oxygen reduction. The effect of GO charge density on
enzyme coverage, electron transfer rate and current density. Biosensors and
Bioelectronics  [online]. 2017, 89, 384-389. ISSN 0956-5663. Dostupné
z: doi:https://doi.org/10.1016/].bi0s.2016.06.006

TKAC, Jan, Juraj SVITEL, Igor VOSTIAR, Marian NAVRATIL a Peter GEMEINER.
Membrane-bound dehydrogenases from Gluconobacter sp.: Interfacial electrochemistry
and direct bioelectrocatalysis. Bioelectrochemistry [online]. 2009, 76(1), 53-62.
ISSN 1567-5394. Dostupné z: doi:https://doi.org/10.1016/; .bioelechem.2009.02.013

MURATA, Kenichi, Masato SUZUKI, Kazuki KAJIYA, Nobuhumi NAKAMURA a
Hiroyuki OHNO. High performance bioanode based on direct electron transfer of
fructose dehydrogenase at gold nanoparticle-modified electrodes. FElectrochemistry
Communications [online]. 2009, 11(3), 668-671. ISSN 1388-2481. Dostupné
z: doi:https://doi.org/10.1016/j.elecom.2009.01.011

KAMITAKA, Yuji, Seiya TSUIIMURA, Norihiko SETOYAMA, Tsutomu KAJINO a
Kenji KANO. Fructose/dioxygen biofuel cell based on direct electron transfer-type
bioelectrocatalysis. Physical Chemistry Chemical Physics [online]. 2007, 9(15), 1793—
1801. ISSN 1463-9076. Dostupné z: doi:10.1039/B617650]

KAMITAKA, Yuji, Seiya TSUJIIMURA a Kenji KANO. High Current Density
Bioelectrolysis of D-Fructose at Fructose Dehydrogenase-adsorbed and Ketjen Black-
modified Electrodes without a Mediator. Chemistry Letters [online]. 2006, 36(2), 218—
219. ISSN 0366-7022. Dostupné z: doi:10.1246/c1.2007.218

IKEDA, Tokuji, Fumio MATSUSHITA a Mitsugi SENDA. Amperometric fructose
sensor based on direct bioelectrocatalysis. Biosensors and Bioelectronics [online]. 1991,
6(4), 299-304. ISSN 0956-5663. Dostupné z: doi:https://doi.org/10.1016/0956-
5663(91)85015-0

FILIP, Jaroslav, Peter GEMEINER a Jan TKAC. Miniaturizovany biopalivovy &lanek
na bazi pfimého elektronového transferu fruktéza dehydrogenazy a bilirubin oxidazy.
In: Studentskd vedecka konferencia Prirodovedeckej fakulty UK v Bratislave, sbornik
recenzovanych prispevkov. 2011, s. 847-852.

FILIP, Jaroslav, Rastislav. MONOSIK a Jan TKAC. Poly (lactic acid)-based
nanocomposite for construction of efficient bilirubin oxidase-based biocathodes and
stable biofuel cells. Int. J. Electrochem. Sci. 2014, 9, 2491-2506.

TSUJIMURA, Seiya, Takaaki NAKAGAWA, Kenji KANO a Tokuji IKEDA. Kinetic

67


http://www.scientific.net/KEM.543.13
https://doi.org/10.1016/j.elecom.2014.10.012
https://doi.org/10.1016/j.bios.2016.06.006
https://doi.org/10.1016/j.bioelechem.2009.02.013
https://doi.org/10.1016/j.elecom.2009.01.011
https://doi.org/10.1016/0956-

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

Study of Direct Bioelectrocatalysis of Dioxygen Reduction with Bilirubin Oxidase at
Carbon Electrodes. FElectrochemistry [online]. 2004, 72(6), 437-439. Dostupné
z: doi:10.5796/electrochemistry.72.437

ILCIKOVA, Markéta, Jaroslav FILIP, Miroslav MRLIK, Tomas§ PLACHY, Jan TKAC
a Peter KASAK. Polypyrrole nanotubes decorated with gold particles applied for

construction of enzymatic bioanodes and biocathodes. [International Journal of
Electrochemical Science. 2015. ISSN 1452-3981.

FILIP, Jaroslav, Peter GEMEINER, Peter TOMCIK a Jan TKAC. Microbial fuel cells -
features and development . Chemicke Listy. 2012, 106(3), 158—165.

TKAC, Jan, Jaroslav FILIP a Peter KASAK. Microdetectives: Fundamentals,
Fabrication, and Applications of Electrochemical Microbial Biosensors. In: Klaus B T -
Encyclopedia of Interfacial Chemistry WANDELT, ed. [online]. Oxford: Elsevier, 2018,
s. 337-349. ISBN 978-0-12-809894-3. Dostupné z: doi:https://doi.org/10.1016/B978-0-
12-409547-2.13590-5

RENGASAMY, Karthikeyan a Sheela BERCHMANS. Simultaneous degradation of bad
wine and electricity generation with the aid of the coexisting biocatalysts Acetobacter
aceti and Gluconobacter roseus. Bioresource Technology [online]. 2012, 104, 388-393.
ISSN 0960-8524. Dostupné z: doi:https://doi.org/10.1016/j.biortech.2011.10.092

KARTHIKEYAN, Rengasamy, Kamaraj SATHISH KUMAR, M. MURUGESAN,
Sheela BERCHMANS a Venkataraman YEGNARAMAN. Bioelectrocatalysis of
Acetobacter aceti and Gluconobacter roseus for Current Generation. Environmental
Science & Technology [online]. 2009, 43(22), 8684-8689. ISSN 0013-936X. Dostupné
z: doi:10.1021/es901993y

BERTOKOVA, Aniko, Tomas BERTOK, Jaroslav FILIP a Jan TKAC. Gluconobacter
sp. cells for manufacturing of effective electrochemical biosensors and biofuel cells: .
Chemical Papers [online]. 2015, 69(1), 27-41. Dostupné z: doi:doi:10.1515/chempap-
2015-0040

SEFCOVICOVA, Jana, Jaroslav FILIP, Vladimir MASTIHUBA, Peter GEMEINER a
Jan TKAC. Analysis of ethanol in fermentation samples by a robust nanocomposite-
based microbial biosensor. Biotechnology Letters [online]. 2012, 34(6), 1033—-1039.
ISSN 1573-6776. Dostupné z: doi:10.1007/s10529-012-0875-x

SEFCOVICOVA, Jana, Jaroslav FILIP a Jan TKAC. Interfacing of microbial cells with
nanoparticles: Simple and cost-effective preparation of a highly sensitive microbial
ethanol biosensor. Chemical Papers [online]. 2015, 69(1), 176-182. Dostupné
z: doi:doi:10.1515/chempap-2015-0012

FILIP, Jaroslav. Glyconanobiotechnology for Medical Applications. In: Tomas
BERTOK, ed. Glyconanotechnology [online]. 1st Editio. Boca Raton: Jenny Stanford
Publishing, 2019, s. 44, ISBN 9780429448492 Dostupné
z: doi:https://doi.org/10.1201/9780429448492

BERTOK, Tomas, Pavol GEMEINER, Milan MIKULA, Peter GEMEINER a Jan
TKAC. Ultrasensitive impedimetric lectin based biosensor for glycoproteins containing
sialic acid. Microchimica Acta [online]. 2013, 180(1), 151-159. ISSN 1436-5073.
Dostupné z: doi:10.1007/s00604-012-0902-6

ENSAFI Ali A, F. AKBARIAN, Elahe HEYDARI-SOURESHJANI a Behzad REZAEIL

68


https://doi.org/10.1016/B978-0-12-409547-2.13590-5
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-409547-2.13590-5
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2011.10.092
https://doi.org/10.1201/9780429448492

[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

A novel aptasensor based on 3D-reduced graphene oxide modified gold nanoparticles
for determination of arsenite. Biosensors and Bioelectronics [online]. 2018, 122, 25-31.
ISSN 0956-5663. Dostupné z: doi:https://doi.org/10.1016/j.bios.2018.09.034

BERTOK, Tomas, Ludmila KLUKOVA, Alena SEDIVA, Peter KASAK, Vladislav
SEMAK, Matej MICUSIK, Maria OMASTOVA, Lucia CHOVANOVA, Miroslav
VLCEK, Richard IMRICH, Alica VIKARTOVSKA a Jan TKAC. Ultrasensitive
Impedimetric Lectin Biosensors with Efficient Antifouling Properties Applied in
Glycoprofiling of Human Serum Samples. Analytical Chemistry [online]. 2013, 85(15),
7324-7332. ISSN 0003-2700. Dostupné z: doi:10.1021/ac401281t

HUSHEGY]I, Andras, Dominika PIHIKOVA, Tomas BERTOK, Vojtech ADAM, René
KIZEK a Jan TKAC. Ultrasensitive detection of influenza viruses with a glycan-based
impedimetric biosensor. Biosensors and Bioelectronics [online]. 2016, 79, 644—649.
ISSN 0956-5663. Dostupné z: doi:https://doi.org/10.1016/j.b10s.2015.12.102

BERTOK, Tomas, Alena SEDIVA, Jaroslav FILIP, Marketa ILCIKOVA, Peter
KASAK, Dusan VELIC, Eduard JANE, Martina MRAVCOVA, Jozef ROVENSKY,
Pavol KUNZO, Peter LOBOTKA, Vasilij SMATKO, Alica VIKARTOVSKA a Jan
TKAC. Carboxybetaine Modified Interface for Electrochemical Glycoprofiling of
Antibodies Isolated from Human Serum. Langmuir [online]. 2015, 31(25), 7148-7157.
ISSN 0743-7463. Dostupné z: doi:10.1021/acs.langmuir. 5600944

BERTOK, Tomas, Alena SEDIVA, Alica VIKARTOVSKA a Jan TKAC. Comparison
of the 2D and 3D nanostructured lectin-based biosensors for in situ detection of sialic
acid on glycoproteins. International Journal of Electrochemical Science. 2014, 9(2),
890-900.

KLUKOVA, Ludmila, Jaroslav FILIP, Stefan BELICKY, Alica VIKARTOVSKA a Jan
TKAC. Graphene oxide-based electrochemical label-free detection of glycoproteins
down to aM level using a lectin biosensor. Analyst [online]. 2016, 141(14), 4278-4282.
ISSN 0003-2654. Dostupné z: doi:10.1039/C6AN00793G

ROURKE, Jonathan P, Priyanka A PANDEY, Joseph ] MOORE, Matthew BATES, Ian
A KINLOCH, Robert ] YOUNG a Neil R WILSON. The Real Graphene Oxide
Revealed: Stripping the Oxidative Debris from the Graphene-like Sheets. Angewandte
Chemie International Edition [online]. 2011, 50(14), 3173-3177. ISSN 1433-7851.
Dostupné z: doi:https://doi.org/10.1002/anie.201007520

COLUCL, Vitor R, Diego Stéfani T MARTINEZ, Jaqueline G HONORIO, Andréia F
DE FARIA, Daniel A MORALES, Munir S SKAF, Oswaldo L ALVES a Gisela A
UMBUZEIRO. Noncovalent Interaction with Graphene Oxide: The Crucial Role of
Oxidative Debris. The Journal of Physical Chemistry C [online]. 2014, 118(4), 2187-
2193. ISSN 1932-7447. Dostupné z: doi:10.1021/jp409501g

BONANNI, Alessandra, Adriano AMBROSI, Chun Kiang CHUA a Martin PUMERA.
Oxidation Debris in Graphene Oxide Is Responsible for Its Inherent Electroactivity. ACS
Nano  [online]. 2014,  8(5), 4197-4204. ISSN 1936-0851.  Dostupné
z: doi:10.1021/nn404255q

FILIP, Jaroslav, Sifani ZAVAHIR, Ludmila KLUKOVA, Jan TKAC a Peter KASAK.
Immobilization of concanavalin A lectin on a reduced graphene oxide-thionine surface
by glutaraldehyde crosslinking for the construction of an impedimetric biosensor.
Journal of Electroanalytical Chemistry [online]. 2017, 794, 156—-163. ISSN 1572-6657.

69


https://doi.org/10.1016/j.bios.2018.09.034
https://doi.org/10.1016/j.bios.2015.12.102
https://doi.org/10.1002/anie.201007520

[88]

[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

Dostupné z: doi:https://doi.org/10.1016/j jelechem.2017.04.019

MOSNACEK, Jaroslav, Anton POPELKA, Josef OSICKA, Jaroslav FILIP, Marketa
ILCIKOVA, Jozef KOLLAR, Ammar B YOUSAF, Tomas BERTOK, Jan TKAC a Peter
KASAK. Modulation of wettability, gradient and adhesion on self-assembled monolayer
by counterion exchange and pH. Journal of Colloid and Interface Science [online]. 2018,
512, 511-521. ISSN 0021-9797. Dostupné
z: doi:https://doi.org/10.1016/j.jc1s.2017.10.086

FILIP, Jaroslav, Anton POPELKA, Tomas BERTOK, Alena HOLAZOVA, Josef
OSICKA, Jozef KOLLAR, Marketa ILCIKOVA, Jan TKAC a Peter KASAK. pH-
Switchable Interaction of a Carboxybetaine Ester-Based SAM with DNA and Gold
Nanoparticles. Langmuir [online]. 2017, 33(27), 6657-6666. ISSN 0743-7463.
Dostupné z: doi:10.1021/acs.langmuir.7b00568

NAGUIB, Michael, Murat KURTOGLU, Volker PRESSER, Jun LU, Junjie NIU, Min
HEON, Lars HULTMAN, Yury GOGOTSI a Michel W BARSOUM. Two-Dimensional
Nanocrystals Produced by Exfoliation of Ti3AlC2. Advanced Materials [online]. 2011,
23(37), 4248-4253. ISSN 0935-9648. Dostupné
z: doi:https://doi.org/10.1002/adma.201102306

BYEON, Ayeong, Meng-Qiang ZHAO, Chang E REN, Joseph HALIM, Sankalp KOTA,
Patrick URBANKOWSKI, Babak ANASORI, Michel W BARSOUM a Yury
GOGOTSI. Two-Dimensional Titanium Carbide MXene As a Cathode Material for
Hybrid Magnesium/Lithium-Ion Batteries. ACS Applied Materials & Interfaces [online].
2017, 9(5), 4296—4300. ISSN 1944-8244. Dostupné z: doi:10.1021/acsami.6b04198

RAKHI, R B, Bilal AHMED, M N HEDHILI Dalaver H ANJUM a HN ALSHAREEF.
Effect of Postetch Annealing Gas Composition on the Structural and Electrochemical
Properties of Ti2CTx MXene Electrodes for Supercapacitor Applications. Chemistry of
Materials  [online]. 2015, 27(15), 5314-5323. 1ISSN 0897-4756. Dostupné
z: doi:10.1021/acs.chemmater.5b01623

LORENCOVA, Lenka, Tomas BERTOK, Erika DOSEKOVA, Alena HOLAZOVA,
Darina PAPRCKOVA, Alica VIKARTOVSKA, Vlasta SASINKOVA, Jaroslav FILIP,
Peter KASAK, Monika JERIGOVA, Dusan VELIC, Khaled A MAHMOUD a Jan
TKAC. Electrochemical performance of Ti3C2Tx MXene in aqueous media: towards
ultrasensitive H202 sensing. FElectrochimica Acta [online]. 2017, 235, 471-479.
ISSN 0013-4686. Dostupné z: doi:https://doi.org/10.1016/].electacta.2017.03.073

CHEN, Jingyi, Byungkwon LIM, Eric P LEE a Younan XIA. Shape-controlled synthesis
of platinum nanocrystals for catalytic and electrocatalytic applications. Nano Today
[online]. 2009, 4(1), 81-95. ISSN 1748-0132. Dostupné
z: doi:https://doi.org/10.1016/j . nantod.2008.09.002

SHENG, Wenchao, Hubert A GASTEIGER a Yang SHAO-HORN. Hydrogen Oxidation
and Evolution Reaction Kinetics on Platinum: Acid vs Alkaline Electrolytes. Journal of
The Electrochemical Society [online]. 2010, 157(11), B1529. ISSN 0013-4651.
Dostupné z: doi:10.1149/1.3483106

PASCIAK, Erick M a Dennis G PETERS. Reduction of Substituted Phenyl 2-
Chloroacetates at Silver Cathodes: Electrosynthesis of Coumarins. Journal of The
Electrochemical Society [online]. 2014, 161(12), G98-G102. ISSN 0013-4651.
Dostupné z: doi:10.1149/2.0551412jes

70


https://doi.org/10.1016/j.jelechem.2017.04.019
https://doi.org/10.1016/jjcis.2017.10.086
https://doi.org/10.1002/adma.201102306
https://doi.org/10.1016/j.electacta.2017.03.073
https://doi.org/10.1016/j.nantod.2008.09.002

[97]

[98]

[99]

[100]

[101]

[102]

[103]

[104]

[105]

[106]

PASCIAK, Erick M, Arkajyoti SENGUPTA, Mohammad S MUBARAK, Krishnan
RAGHAVACHARI a Dennis G PETERS. Electrochemical reduction of 2-chloro-N-
phenylacetamides at carbon and silver cathodes in dimethylformamide. Electrochimica
Acta [online]. 2014, 127, 159-166. ISSN 0013-4686. Dostupné
z: doi:https://doi.org/10.1016/j electacta.2014.01.133

VERLATO, Enrico, Wenyan HE, Abdeltif AMRANE, Simona BARISON, Didier
FLONER, Florence FOURCADE, Florence GENESTE, Marco MUSIANI a Roberta
SERAGLIA. Preparation of Silver-Modified Nickel Foams by Galvanic Displacement
and Their Use as Cathodes for the Reductive Dechlorination of Herbicides.
ChemElectroChem [online]. 2016, 3(12), 2084-2092. ISSN 2196-0216. Dostupné
z: doi:https://doi.org/10.1002/celc.201600214

SALLES, Nara Alonso, Florence FOURCADE, Florence GENESTE, Didier FLONER
a Abdeltif AMRANE. Relevance of an electrochemical process prior to a biological
treatment for the removal of an organophosphorous pesticide, phosmet. Journal of
Hazardous Materials [online]. 2010, 181(1), 617-623. ISSN 0304-3894. Dostupné
z: doi:https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2010.05.057

FONTMORIN, Jean-Marie, Florence FOURCADE, Florence GENESTE, Didier
FLONER, Samuel HUGUET a Abdeltif AMRANE. Combined process for 2.4-
Dichlorophenoxyacetic acid treatment—Coupling of an electrochemical system with a
biological treatment. Biochemical Engineering Journal [online]. 2013, 70, 17-22.
ISSN 1369-703X. Dostupné z: doi:https://doi.org/10.1016/j.bej.2012.09.015

ASASI, Mirvet, Florence FOURCADE, Florence GENESTE, Didier FLONER, Rachida
MAACHI a Abdeltif AMRANE. Combined electrochemical and biological treatment for
pesticide degradation — application to phosmet. INTERNATIONAL JOURNAL OF
ENVIRONMENTAL RESEARCH (IJER). 2011, 5(1), 41-46. ISSN 1735-6865.

FONTMORIN, Jean-Marie, J. SIGUIE, Florence FOURCADE, Florence GENESTE,
Didier FLONER, Isabelle SOUTREL a Abdeltif AMRANE. Combined electrochemical
treatment/biological process for the removal of a commercial herbicide solution,
U46D®. Separation and Purification Technology [online]. 2014, 132, 704-711.
ISSN 1383-5866. Dostupné z: doti:https://doi.org/10.1016/).seppur.2014.06.024

HE, Wenyan, Jean-Marie FONTMORIN, Isabelle SOUTREL, Didier FLONER,
Florence FOURCADE, Abdeltif AMRANE a Florence GENESTE. Reductive
dechlorination of a chloroacetanilide herbicide in water by a Co complex-supported
catalyst. Molecular Catalysis [online]. 2017, 432, 8—14. ISSN 2468-8231. Dostupné
z: doi:https://doi.org/10.1016/j.mcat.2017.01.021

CARRALI, Patrizio, Lamberto NUCCI a Francesco PERGOLA.. Polarographic Behaviour
of Alachlor Application to Analytical Determination. Analytical Letters [online]. 1992,
25(1), 163—172. ISSN 0003-2719. Dostupné z: doi:10.1080/00032719208020017

FILIP, Jaroslav, Philipp WECHSLER, Josef STASTNY, Veronika MALKOVA,
Antonin MINARIK, Stepan VINTER a Josef OSICKA. Simplified synthesis of silver
nanoparticles on graphene oxide and their applications in electrocatalysis.
Nanotechnology  [online]. 2020, 32(2), 25502. ISSN 0957-4484. Dostupné
z: doi:10.1088/1361-6528/abb8a4

PITSARI, S., E. TSOUFAKIS a Maria D LOIZIDOU. Enhanced lead adsorption by
unbleached newspaper pulp modified with citric acid. Chemical Engineering Journal

71


https://doi.org/10.1016/j.electacta.2014.01.133
https://doi.org/10.1002/celc.201600214
https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2010.05.057
https://doi.org/10.1016/j.bej.2012.09.015
https://doi.org/10.1016/j.seppur.2014.06.024
https://doi.org/10.1016/j.mcat.2017.01.021

[107]

[108]

[109]

[110]

[111]

[112]

[113]

[online]. 2013, 223, 18-30. ISSN 1385-8947. Dostupné
z: doi:https://doi.org/10.1016/j.cej.2013.02.105

KADRY, Ghada, Ehab I ABOELMAGD a Maha M IBRAHIM. Cellulosic-based
hydrogel from biomass material for removal of metals from waste water. Journal of
Macromolecular Science, Part A [online]. 2019, 56(10), 968—-981. ISSN 1060-1325.
Dostupné z: doi:10.1080/10601325.2019.1640063

NGUYEN, Dang T a Quan T PHAM. A Theoretical and Experimental Study on
Esterification of Citric Acid with the Primary Alcohols and the Hydroxyl Groups of
Cellulose Chain (7= 1-2) in Parched Condition. Journal of Chemistry [online]. 2020,
2020, 8825456. ISSN 2090-9063. Dostupné z: doi:10.1155/2020/8825456

GRIGORYAN, G. S., Z. G. GRIGORYAN a A. T. MALKHASYAN. Obtaining esters
of citric acid with high aliphatic alcohols. Proceedings of the Yerevan state university.
2017, 51(2), 88-91. ISSN 1829-1767.

PENG, Zhiyuan a Fangeng CHEN. Hydroxyethyl Cellulose-Based Hydrogels with
Various Pore Sizes Prepared by Freeze-Drying. Journal of Macromolecular Science,
Part B [online]. 2010, 50(2), 340-349. ISSN 0022-2348.  Dostupné
z: doi:10.1080/00222341003772217

ERCEG, Tamara, Alena STUPAR, Miroslav CVETINOV, Vesna VASIC a Ivan
RISTIC. Investigation the correlation between chemical structure and swelling, thermal
and flocculation properties of carboxymethylcellulose hydrogels. Journal of Applied
Polymer Science [online]. 2021, 138(10), 50240. ISSN 0021-8995. Dostupné
z: doi:https://doi.org/10.1002/app.50240

DEMITRI, Christian, Roberta DEL SOLE, Francesca SCALERA, Alessandro
SANNINO, Giuseppe VASAPOLLO, Alfonso MAFFEZZOLI, Luigi AMBROSIO a
Luigi NICOLAIS. Novel superabsorbent cellulose-based hydrogels crosslinked with
citric acid. Journal of Applied Polymer Science [online]. 2008, 110(4), 2453-2460.
ISSN 0021-8995. Dostupné z: doi:https://doi.org/10.1002/app.28660

SOTOLAROVA, Jitka, St&pan VINTER a Jaroslav FILIP. Cellulose derivatives
crosslinked by citric acid on electrode surface as a heavy metal absorption/sensing
matrix. Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects [online].
2021, 628, 127242, ISSN 0927-7757. Dostupné
z: doi:https://doi.org/10.1016/j.colsurfa.2021.127242

72


https://doi.org/10.1016/j.cej.2013.02.105
https://doi.org/10.1002/app.50240
https://doi.org/10.1002/app.28660
https://doi.org/10.1016/j.colsurfa.2021.127242

7. PRILOHY
Priloha P.1 — J. Filip, J. Seféoviéovd, P. Gemeiner, J. Tkac, Electrochim. Acta 87, 2013, 366-

BT 75
Priloha P.2 — J. Filip, J. Tkac, Bioelectrochemistry 96, 2014, 14-20 ...................................... 88
Priloha P.3 — J. Filip, J. Tkac, Electrochim. Acta 136, 2014, 340-354 .....................cccooiii.. 97

Priloha P.4 — J. Filip, J. Seféoviéovd, P. Gemeiner, J. Tkac, Key Eng. Mater. 543, 2013, 13-17

Ptiloha P.5 — J. Filip, J. Tkac, Electrochem. Commun. 49, 2014, 70-74.......................cc...... 117

Priloha P.6 — J. Filip, A. Andicsovda-Eckstein, A. Vikartovska, J. Tkac, Biosens. Bioelectron. 89,
2017, 384-389 .o 122

Piiloha P.7 — J. Filip, P. Gemeiner, J. Tkdc, Studentskd vedecka konferencia Prirodovedeckej

Jakulty UK v Bratislave, Sbornik recenzovanych prispevkov, 2011, 847-852....................... 133
Ptiloha P.8 — J. Filip, R. Monosik, J. Tkac, Int. J. Electrochem. Sci. 9, 2014, 2491-2509.....139

Priloha P.9 — M. licikova, J. Filip, M. Mrlik, T. Plachy, J. Tkac, P. Kasck, Int. J. Electrochem.
Sci. 10, 2015, 6558-6571 ... 155

Piiloha P.10 —.J. Seféoviéovd, J. Filip, V. Mastihuba, P. Gemeiner, J. Tkac, Biotechnol. Lett.

34, 2012, 1033-1039 ..o 169
Priloha P.11 —.J. Seféoviéovd, J. Filip, J. Tkac, Chem. Pap. 69, 2015, 176-182.................... 176

Priloha P.12 — J. Filip, S. Zavahir, L. Klukova, J. Tkac, P. Kasak, J. Electroanal. Chem 794,
2017, 156-1063 ..o 183

Ptiloha P.13 — J. Filip, A. Popelka, T. Bertok, A. Holazova, J. Osicka, J. Kollar, M. Iicikova, J.
Tkac, P. Kasak, Langmuir 33, 2017, 6657-6666 .......................ccc.cccoooiiiiiiiiiiiiiiieeee 191

Priloha P.14 — J. Filip, S. Zavahir, L. Lorencova, T. Bertok, A. B. Yousaf, K. A. Mahmoud, J.
Tkac, P. Kasak, J. Electrochem. Soc. 166, 2019, H54-H62 ..................................... 206

Priloha P.15 — J. Filip, S. Vinter, P. Skacelik, J. Sotolarova, K. Borska, J. Osicka, J.
Electrochem. Soc. 168, 2021, 037504 ... 215

Priloha P.16 — J. Filip, P. Wechsler, J. Stastny, V. Malkova, A. Minarik, S. Vinter, J. Osicka,
Nanotechnology 32, 2020, 025502 ...................ccooooiiiiie e 231

73



Piiloha P.17 — J. Sotoldiova, S. Vinter, J. Filip, Colloids Surf A Physicochem. Eng. Asp. 628,
2021, 127242 oo 249

74



