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ABSTRAKT

Ruzné nanocastice — at’ uz uhlikaté, kovoveé nebo magnetické — se ukéazaly byt
vybornymi sorbenty riiznych polutantli, coz Ize vyuZit nejen pro Cisténi vody, ale
i pro detekci téchto latek. Tato disertacni prace je zamétena na modifikaci riznych
druhtt elektrod (diskovych, jednorazové tisténych, mikrotuhovych aj.)
nanocasticemi za ucelem zlepSeni jejich vlastnosti a nasledné odezvy na razné

polutanty.

Pro modifikaci elektrod byly zvoleny uhlikové nanocastice, a to z diivodu jejich
strukturnich, termofyzikalnich a chemickych vlastnosti, jakoz i jejich stability.
Pro dalsi zlepSeni vlastnosti elektrod byly tyto uhlikové nanomaterialy smichany
s polysacharidy, které obsahuji mnoho riiznych funkénich skupin a jsou navic

strukturné stabilni, biokompatibilni a biologicky odbouratelné.

Konkrétné byl v této praci vyuzit grafen oxid vyrobeny metodou podle
Brodieho a také metodou podle Hummerse, dale uhlikaté nanosféry, které byly
smichany s derivaty celulozy (karboxymethylceluloza a hydroxyethylcelul6za)
nebo cyklodextriny. Modifikované elektrody byly nasledné vyuzity ke stanoveni

iontd t€zkych kovi a ibuprofenu.

Byla zkousena také aktivace elektrody ze skelného uhliku pomoci cyklické

voltametrie z roztoku chloridu draselného pro detekci ibuprofenu.

Z vysledku stanoveni Pb?* vyplynulo, ze pfidanim 0,075 mg-ml™! grafen oxidu
vyroben¢ho Brodieho metodou do smési obsahujici hydroxyethylcelulézu a
kyselinu citronovou lze vyrazné zvysit citlivost elektrod oproti pouZziti samotné

smési hydroxyethylceluldzy a kyseliny citronové.

Dal§imi zkoumanymi uhlikovymi nanocasticemi byly uhlikové nanosféry,
které byly pfimichany do hydrogelu obsahujiciho [-cyklodextrin a
karboxycelulozu zesitovanou pomoci kyseliny citronové. Takto ptipraveny

hydrogel byl testovan pro detekci ibuprofenu. Porovnanim limitd detekce a



citlivosti s nemodifikovanou elektrodou ze skelného uhliku bylo zjisténo, Ze se
pro detekci ibuprofenu nehodi kvili zhorSeni limitu detekce a jen nepatrnému
zlepSeni citlivosti. Na druhou stranu elektrochemicky aktivovana elektroda
vykazovala zlepSeni limitu detekce 1 citlivosti na ibuprofen oproti

nemodifikované elektrodé.

Krom¢ uhlikovych nanocastic byly pouzity i1 zlaté nanocastice pro vyrobu
gluk6zového biosenzoru. Tyto nanocastice nachazeji uplatnéni v
elektrochemickych métenich diky svym vlastnostem, jako jsou vysoka vodivost,

malé rozméry, velky pomér povrchu k objemu a biokompatibilita.

ABSTRACT

Various nanoparticles—whether carbon-based, metallic, or magnetic—have
proven to be excellent sorbents for different pollutants, which can be utilized not
only for water purification but also for pollutant detection. This dissertation
focuses on the modification of various types of electrodes (disc, disposable
screen-printed, micro graphite, etc.) with nanoparticles to improve their properties

and the subsequent response of these electrodes to different pollutants.

Carbon nanoparticles were chosen for electrode modification due to their
structural, thermophysical, and chemical properties, as well as their stability. To
further enhance the electrode properties, these carbon nanomaterials were mixed
with polysaccharides, which contain many different functional groups and are

structurally stable, biocompatible, and biodegradable.

Specifically, graphene oxide produced by the Brodie method and also by the
Hummers method was used in this work, along with carbon nanospheres, which
were mixed with cellulose derivatives (carboxymethylcellulose and
hydroxyethylcellulose) or cyclodextrins. The modified electrodes were

subsequently used for the determination of heavy metal ions and ibuprofen.



Activation of the glass-carbon electrode by cyclic voltammetry from potassium

chloride solution was also tested for the detection of ibuprofen.

The results for Pb*" determination showed that adding 0.075 mg-ml™" of
graphene oxide produced by the Brodie method to a mixture containing
hydroxyethylcellulose and citric acid significantly increased the sensitivity of the
electrodes compared to using only the hydroxyethylcellulose and citric acid

mixture.

Other carbon nanoparticles studied were carbon nanospheres, which were
incorporated into a hydrogel containing B-cyclodextrin and carboxycellulose
crosslinked with citric acid. This hydrogel was tested for ibuprofen detection. A
comparison of detection limits and sensitivity with the unmodified glassy carbon
electrode revealed that it was not suitable for ibuprofen detection due to a
worsened detection limit and only a slight improvement in sensitivity. On the
other hand, the electrochemically activated electrode showed improved limit of

detection and sensitivity to ibuprofen compared to the unmodified electrode.

In addition to carbon nanoparticles, gold nanoparticles were also used for the
fabrication of a glucose biosensor. These nanoparticles are useful in
electrochemical measurements due to their properties such as high conductivity,

small size, large surface-to-volume ratio, and biocompatibility.
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UvVOD

Ve srovnani s tradicnimi metodami, jako je hmotnostni spektrometrie s
indukéné vazanym plazmatem nebo atomova absorpéni spektroskopie, které se
bézn¢ pouzivaji k detekci polutanti ve vodnych vzorcich, nabizeji
elektrochemické senzory nékolik vyhod. Jsou kompaktni, snadno ovladatelné a
nevyzaduji slozité pfedipravy vzorku, pficemzZ si zachovavaji vysokou citlivost
detekce. Elektrochemické senzory maji navic potencial pro analyzu v readlném

Case, a to i in-situ.(Y. Liu et al., 2022; F. Zhang et al., 2013)

Pracovni elektroda hraje klicCovou roli ve voltametrickém senzoru. V
soucasnosti se vyrabi z riznych materialt, jako je rtut’, platina, zlato nebo
uhlikové materidly, pfiCemz kazdy z nich ma specifické vlastnosti. Pro zlepSeni
funk¢nich vlastnosti pracovni elektrody se Casto provadi jeji modifikace pomoci
riznych technik a vhodné zvolenych materialii. (Bagyalakshmi et al., 2022; Y.
Liu et al., 2022)

V soucasnosti se pozornost soustieduje predevSim na modifikaci téchto
elektrod nanomateridly, jako jsou kovové nanocéstice, kvantoveé tecky,
magnetické nanocCastice a uhlikové nanomateridly. Tyto materidly zvySuji
selektivitu, citlivost a reprodukovatelnost elektrod pii detekei riznych polutantd.
Lze je také kombinovat s dalSimi materialy, naptiklad s polysacharidy, které
slouzi jako fixacni matrice a umoziuji imobilizaci vétStho mnoZstvi nanoc¢astic

na povrchu elektrody. (Kumar et al., 2017; Maciel et al., 2019)



1. TEORIE

1.1 Polutanty ve vodé

Voda je zdkladnim zdrojem Zivota na Zemi. ZneciSténi vody je velkym
problémem na celém svété. Ovliviiuje nejen kvalitu lidského Zivota a zdravi
zvitat, ale také rist a vyvoj rostlin. V poslednich desetiletich je kvalita vody
negativné ovlivilovdna neustdle rostoucim poctem obyvatel, rychlou
industrializaci, rostouci urbanizaci a neSetrnym vyuzivanim ptirodnich zdroja.
Mezi znecistujici latky, které vzbuzuji nejvEtsi obavy, patii organicke latky,
ziviny, farmaceutické vyrobky a vyrobky osobni péce, biocidy, tézké kovy,
barviva, radionuklidy, plasty, nanocastice a patogeny. (Hanif et al., 2020;

Zamora-Ledezma et al., 2021)

1.1.1 Tézké kovy

Tézké kovy jsou v dneSni dobé hojné vyuzivany v elektronice, strojich a
artefaktech kazdodenniho Zivota, stejn¢ jako v high-tech aplikacich. V disledku
toho se mohou dostavat do vodniho a potravniho fetézce lidi a zvitat z riznych
antropogennich zdroja, ale 1 pfirozenym geochemickym zvétravanim pldy a
hornin (Obrazek 1), a mohou tak ptedstavovat vaZznou hrozbu jak pro ekosystém,

tak pro lidské zdravi. (Gautam et al., 2014; Hanif et al., 2020)

Kovy jako Zn, Mn, Fe a Cu jsou oznaCovany jako esencialni kovy, které jsou v
nizkych koncentracich potfebné pro fungovani lidského téla a rostlin, ale ve
vysSich koncentracich jsou toxické. Na druhé strané jsou nékteré tézké kovy (Pb,
Hg, As, Cd) povaZzovany za kontaminanty a toxické latky 1 pfi velmi nizkych
koncentracich. Kromé toxicity se t€¢zké kovy vyznacuji i tim, ze nejsou biologicky

odbouratelné. (Rubino & Queirods, 2023; Shadman et al., 2019)

10



Zdroje tézkych
kova

Obrazek 1: Zdroje tezkych kovii

U podzemnich vod jsou v CR stanoveny vyhlaskou &. 5/2011 Sb. limity pro As
(10 pg.I™"), Cd (0,25 pg.l™), Co (3 pg.l™), Ni (20 pg.I™), Pb (5 pg.l™) a Hg (0,2
ug.l™). (Vyhlaska €. 5/2011 Sb., 2011) Limity pro téZké kovy pro povrchové a
odpadni vody jsou uvedeny v nafizeni vlady ¢. 401/2015 Sb. (Nafizeni vlady ¢.
401/2015 Sh., 2015)
Podle Hydrologické ro¢enky CR z roku 2022 byl na tocich v severnich a
severozapadnich Cechach (Jachymovsky potok, Polava, Desnd) zaznamenan
zvyseny vyskyt Cd. Vys8i koncentrace Ni byly naméfeny v povodi Ohie a povodi
Dyje. Kovy nejvice zatizenym tokem ziistala Litavka (pfitok Berounky), ktera
vykazuje dlouhodobé zatizeni Cd, Zn a Pb. (HYDROLOGICKA ROCENKA
CESKE REPUBLIKY 2022, 2023., 2023)

1.1.2 Farmaceutické slouceniny

Farmaceutické slouceniny zahrnuji Sirokou Skalu latek, které se pouzivaji k

prevenci nebo 1é¢bé lidskych a zvitfecich onemocnéni. Podle jejich povahy a icelu
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je lze obecné rozdélit na antibiotika, estrogeny a hormony, nesteroidni
(Dey et al.,, 2019) K bézné¢ detekovanym antibiotikim patii amoxicilin,
ciprofloxacin, erytromycin a penicilin. (W. C. Li, 2014)(W. C. Li, 2014) Estrogen,
estriol a estron jsou pfirozené se vyskytujici hormony. a-ethinylestradiol je bézna
zenské peroralni antikoncepce, u niz bylo zjisténo, Ze je spojena s feminizaci

samci ryb. (Kolpin et al., 2002)

Aspirin, ketoprofen, ibuprofen, naproxen, paracetamol, diklofenak a kyselina
povrchovych a podzemnich vodach, protoze bézné metody ¢isténi odpadnich vod
jsou pii jejich odstranovani neucinné. (Feng et al., 2013) Mezi hlavni zdroje
kontaminace vody patii odpadni vody z nemocnic, domacnosti a farmaceutického

primyslu. Dal§im vyznamnym zdrojem jsou splachy ze zemédé€lskych ploch.

(Masanabo et al., 2022)

Vétsina 1é¢iv ma vysokou polaritu a nizkou t€kavost, coz vede k jejich migraci
do vodniho prostiedi. Piestoze jsou hladiny farmaceutickych slou¢enin ve vodé
nizké (obvykle od ng.1"* do ug.1™'), mohou zplisobovat zadvazné ekotoxikologicke
problémy a predstavovat vazné hrozby pro ekosystémy a organismy. (H. Wang et
al., 2021) Mnohé farmaceutické slouCeniny mohou pfetrvavat ve vodé a
bioakumulovat se v organismech, coz miize vést k endokrinnim porucham,
rezistenci vici 1é¢iviim, urychlit nerovnovahu ekosystémul a zptsobit nevratné

dopady na ekosystémy i ¢lovéka. (Xu et al., 2019)

V CR nejsou pro povrchové vody stanoveny limitni koncentrace. Podle
Hydrologické rodenky CR byl v roce 2022 nejéastéji v povrchovych vodach
detekovan 1€k oxypurinol, jenz se pouziva k 1é€b¢ dny. Nasledoval 1€k na vysoky
krevni tlak — telmisartan a antidepresivum oxazepam. (HYDROLOGICKA
ROCENKA CESKE REPUBLIKY 2022, 2023., 2023)
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1.2 Detekce polutanti ve vzorcich vody pomoci

voltametrickych senzorii

Voltametrické senzory jsou zafizeni, kterd pfevadéji informace ziskané z
prenosu elektronli mezi povrchem senzoru a cilovym analytem na d{itelné
elektrické signaly, jako je proud, potencidl, elektrochemickd impedance a
elektroluminiscence. Generovany signal je imérny bud’ koncentraci analytu, nebo
jeho tendenci pienaSet elektrony smérem k povrchu senzoru. Reduk¢ni a/nebo
oxidacni reakce (redoxni reakce) cilového analytu jsou zakladnim jevem, ktery
generuje tyto signaly odezvy. Elektrochemicka méfeni se obvykle provadéji v
ttielektrodovém systému sestavajicim z pracovni elektrody (WE), referencni
elektrody (RE) a pomocné elektrody (CE). VSechny tyto elektrody jsou ponoieny
do stejného elektrolytu. V tomto systému se mezi WE a RE piivadi referen¢ni
potencial, zatimco mezi WE a CE se mé&fi proud. Méteny proud obvykle odpovida
detekénimu signalu. (Jjagwe et al., 2024; Sawan et al., 2020) Voltametrické
Senzory jsou casto povazovany za idealni nastroje pro citlivou detekci rtiznych
analytil diky své pfenosnosti, rychlé odezvé, jednoduché konstrukci a schopnosti
specificky a citlivé detekovat cilové slou€eniny v komplexnich matricich vzorkd.

(Kumunda et al., 2021; Song et al., 2024)

Charakter WE je velmi dilezity pro dosazeni selektivity, citlivosti a detekénich
limith cilového analytu. V soucasnosti se WE vyrabi z riznych materiala (rtut’,
platina, zlato, uhlikové materialy), které se vyznacuji riznymi vlastnostmi. (Meng
et al., 2023) WE vsak vykazuji ur¢itda omezeni, jako je nizka rychlost pifenosu
elektrontl, pasivace povrchu v disledku akumulace analytu, citlivost na teplotni
vykyvy, které mohou snizovat jejich detek¢ni schopnost, vysoké piepéti a
piekryvani pik v potencidlovém rozsahu. Dale maji méné funkénich skupin a

nizkou specifickou povrchovou plochu. (Jjagwe et al., 2024) Krom¢ toho vzorky
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z zivotniho prostiedi obvykle obsahuji fadu interferujicich znecist'ujicich latek v

ruznych koncentracich, a proto je nutné déle

zlepSovat selektivitu, citlivost a detekéni limity voltametrickych senzort.
(Barhoum et al., 2023) Tyto vlastnosti 1ze zlepsit pomoci vhodného modifikatoru,
ktery by mél G¢inn¢ interagovat s cilovym analytem a usnadnovat pienos
elektront. Tim Ize dosahnout zvysené citlivosti, selektivity, rychlé odezvy, dobré
linearity, niz§iho detekéniho limitu, vysoké stability a dlouhé Zivotnosti senzoru.
(Munonde & Nomngongo, 2020; Shen et al., 2021) Piikladem je studie Pandeye
a kolektivu, ve které¢ byl sestrojen voltametricky senzor pro detekci herbicidu
triklopyru ve vzorcich vody a raj¢at. V této praci byla pouzita elektroda ze
skelného uhliku (GCE) modifikovana smési polyanilinu a Cr fullerenu. (Pandey
et al., 2019) Ve své studii Congura a kolektiv modifikovali tuhovou uhlikovou
elektrodu povrchové aktivni latkou dodecyltrimethylamonium bromidem za
ticelem detekce fenolu ve vzorcich vody. (Congur & GUL, 2021) Mulaba-
Bafubiandi a kolektiv sestrojili senzor pro detekci p-nitrofenolu ve vzorcich vody
za pouziti elektrody z uhlikové pasty, kterd byla modifikovana kompozitem
slozenym z nanocastic NiO a N-hexyl-3-methylimidazolium hexafluorofosfatu.

(Mulaba-Bafubiandi et al., 2019)

K naneseni modifikatoru na povrch pracovnich elektrod se pouzivaji rizné
techniky, naptiklad kapkove nanaSeni. Jak nazev napovida, kapka suspenze Castic
se nejprve aplikuje (doslova ,.kapne*) na povrch elektrody urcené k modifikaci —
idealné vyhradné na vodivou cCast elektrody, aniZ by doslo k pfeliti na izola¢ni
okoli. Po naneseni suspenze se nechd kapalna slozka odpafit, ¢imZ na povrchu
zustane film obsahujici nanocastice. (Kaliyaraj Selva Kumar et al., 2020) Dalsi
metodou naneseni modifikatoru na povrch elektrody je elektro-depozice. U této
metody je material nanasen na povrch elektrody z vodného roztoku ptisobenim
elektrického pole. Lze elektro-deponovat ionty, molekuly i (nano)castice s

elektrickym nabojem (polovodice, oxidy kovi, vodivé polymery). Jednou z
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hlavnich vyhod elektro-depozice je, Ze umoziiuje upravovat vlastnosti a strukturu
vysledného depozitu zménou elektrochemickych parametrti, jako je proudova
hustota a aplikovany potencial. (Sebastian et al., 2018) Pro modifikaci 1ze pouzit
I elektro-polymerizaci. Ta se pouziva nejen pro vyrobu polymernich, ale i
anorganickych filmi a provadi se v elektrochemické cele se standardnim
ttielektrodovym uspoiadanim. Po pfivedeni potencidlu se na povrchu WE vytvoii
tenky polymerni film. (Gorup et al., 2020) V soucasnosti sméfuje pozornost
piedevs§im na modifikaci téchto elektrod nanomaterialy, jako jsou napt. kovove
nanocastice nebo uhlikové nanomateridly, a to z divodu zlepSeni selektivity,
citlivosti a reprodukovatelnosti téchto elektrod pro detekci rtiznych polutantd.

(Kumar Dey & Dey, 2021; Maciel et al., 2019)
1.2.1 Uhlikaté nanomaterialy

Uhlik je jednim z nejrozsifeng)Sich prvk, ktery se nachazi v biosféfe. Od roku
1991, kdy S. Iijima poprvé pozoroval uhlikové nanoc¢astice ve formé nanovldken
(lijima, 1991), zacali védci studovat tento novy material a jeho vyuziti v riznych
oblastech. Jednim z nejnovéjSich objevii v oblasti uhlikovych nanocastic je

grafen, ktery objevili Geim a Novoselov. (Geim & Novoselov, 2007)

Uhlikaté nanomaterialy se uplatituji ve voltametrickych senzorech pro své
strukturni, termo-fyzikalni a chemické vlastnosti a také jejich stabilitu. Navic
uhlikaté materialy mohou byt ziskdvany z pfirodnich organickych surovin.

(Goswami et al., 2021)

Mezi uhlikové nanomaterialy, které se ¢asto pouzivaji k modifikaci WE, se fadi
uhlikové nanotrubi¢ky, diamant, fuleren, grafen, redukovany grafen oxid,
uhlikové nanosféry a uhlikové kvantové tecCky. (Bagyalakshmi et al., 2022)
Napftiklad uhlikové nanocastice dopované dusikem v kombinaci s kobalt

tetraaminofenoxyftalokyaniny byly pouzity pro modifikaci GCE k simultanni
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detekci aspirinu, ibuprofenu a indometacinu v praci od Dondo a kolektivu s limity

detekce (LOD) 1,74 pg.1™', 0,8 pg.l"" a 2,5 pg.I"!. (Dondo et al., 2020)

Grafen oxid (GO) je jedine¢ny material, ktery Ize povazovat za jednu
monomolekularni vrstvu grafitu s riznymi funkénimi skupinami obsahujicimi
kyslik, jako jsou epoxidové, karbonylové, karboxylové a hydroxylové skupiny.
(Ray, 2015; Stankovich et al., 2006) Je vhodny pro zlepSovani vlastnosti u WE
diky svym fyzikdlnim a chemickym vlastnostem, jako je napiiklad obrovsky
povrch, vysoka adsorpéni kapacita, chemickd a tepelnd stabilita, elektrické
vlastnosti a vysoka mechanicka pevnost. (Adel et al., 2022) Napiiklad ve své praci
pouzili Penning a Padalkar pro detekci iontd Pb** a Cd** elektrochemicky
redukovany GO za pouziti detekéni metody diferencialni pulzni voltametrie. LOD
byl stanoven na 1 pg.l™* pro Pb*" a 8 pg.I™! pro Cd*". (De Penning & Padalkar,
2023) Nanokompozit oxidu cinatého a redukovaného GO byl pouzit pro
simultanni elektrochemickou detekci Cd**, Pb**, Cu** a Hg** ve studii od Wei a
kolektivu s LOD 11,4 ng.1"!, 38,07 ng.1"!, 14,41 ng.1' a 55 ng.I"!. (Wei et al.,
2011) Voltametricky senzor malachitové zelen¢ na bazi ethylendiaminu a GO
sestrojili Zhang a kolektiv. Zde byl zjistén LOD 1,824 ug.I"!. (K. Zhang et al.,
2012)

K dal$im uhlikatym nanomateridliim, které nachézeji uplatnéni pro modifikaci
WE, patii uhlikové nanosféry (CNS), které se vyznacuji nizkou toxicitou,
vysokou biokompatibilitou, jsou chemicky stabilni a mohou obsahovat riizné
funk¢ni skupiny (Ipte, 2020). Konkrétné CNS naptiklad pouzili v préaci Li a
kolektivu pro detekci Cu?* s LOD 3,28 x 10> ng.1"%. (R. Lietal., 2023) Dale Wang
a kolektiv sestrojili senzor s borem dopovanou diamantovou elektrodu

modifikovanou CNS pro detekci Pb* s LOD 0,01 pg.I'. (N. Wang et al., 2024)

Uhlikaté materialy lze také kombinovat s riznymi dal$imi materidly pro

zlepSeni vlastnosti. Jednim z téchto materidli, ktery 1ze kombinovat s uhlikatymi
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nanomaterialy, jsou polysacharidy, coz jsou atraktivni biopolymery, které mohou
nést funkcni skupiny, jako jsou hydroxyl (-OH), amid (-CONH:), sulfonat (-SOs),
amin (-NH:) a karboxyl (-COOH). Mezi vlastnosti, které¢ je fadi mezi materialy
vhodné k pouziti pro aplikace v Zivotnim prostiedi, patii strukturni stabilita,
biokompatibilita a biologicka odbouratelnost. K nej€astéji pouzivanym
polysacharidim se ftadi celuléza, ktera se sklddda z [-1,4- vazanych
glukopyranozovych jednotek (viz obrazek 2) tvoficich vysokomolekuldrni
linearni homopolymer, ve kterém je kazda monomerni jednotka oto¢end o 180°
vzhledem k jejim sousedim. Celuléza patfi mezi nejrozSitenéjSi a
nejobnovitelngjSi biopolymery v ptirodé a je také velmi slibnou surovinou
dostupnou za nizkou cenu pro pfipravu rtznych funkénich materiald.
(Almustapha et al., 2014; George & Sabapathi, 2015) Napiiklad kombinace GO
a nanovléaken celulozy byla pouZita ve studii Wanga a kolektivu pro kvantifikaci
p-nitrofenolu s LOD 0,1113 pg.I"!. (X. Wang et al., 2023) Teodoro a kolektiv
sestrojili  elektrochemicky senzor pro detekci ionti Hg?** slozeného z
redukovaného GO, celulézovych nanovlaken a elektrospinovanych nanovlaken

polyamidu 6. LOD dosahl hodnoty 1,043 ug-1"'.(Teodoro et al., 2019)

OH

OH

. O HO ot

HO O O
OH

I OH 1

Obrazek 2: Struktura celulozy (Kumar Dey & Dey, 2021)
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AvSak nizka rozpustnost nativni celulézy ve vodé a ve vétSing systémil
organickych rozpoustédel ptredstavuje hlavni piekazku pro jeji pouziti v mnoha
pramyslovych aplikacich. Tento problém lze vyftesit pouzitim derivatl celuldzy.
Jednd se obvykle o estery nebo ethery, které jsou rozpustné ve vodé i v
organickych rozpoustédlech. (Richardson & Gorton, 2003) Pro zvySeni stability
a snizeni rozpustnosti se u derivatl celulézy pouzivaji rtizné postupy. Jednim z
nich je zesitovani pomoci kyseliny citronové (CA), coz je slabd organicka
trikarboxylova kyselina, ktera se ptirozené vyskytuje v citrusovych plodech, jako
jsou citrony, limetky, pomerance a grapefruity. Zesitovani (Obrazek 3) spoc¢iva v
chemickém spojovani jednotlivych fetézct derivatu celulozy, ¢imz se vytvari
trojrozmérna sitova struktura, kterd zvysuje odolnost materialu vii¢i vodé. Kromé
toho vykazuje schopnost vytvaret piicné vazby mezi hydroxylovymi skupinami
pfitomnymi v derivatech celuldzy prostfednictvim esterifika¢niho procesu. Tento
mechanismus zahrnuje tvorbu anhydridu kyseliny karboxylové prostfednictvim
intramolekularni dehydratace, ktery nasledné interaguje s hydroxylovou skupinou
ve struktufe derivatu celulozy, coz vede k vytvoreni esterové skupiny. (Demitri et

al., 2008; Zhou et al., 1995)

O
I o]
| HO
ok “OH o
o 110°C, 30 min
'/ ——
HO — 0 0 + HO 70
o o 2. w0k
OH “ (o SRR n
‘O I 0 \_ O n Q:
N / OH ot

OH

N 110°C, 30 min /™ =
X L2y

Obrdazek 3: Navrhované reakcni schéma pro sitovani hydroxyethyl
celulozy s kyselinou citronovou (Sotolarova et al., 2021)
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Dal$im vhodnym materialem, ktery nachazi uplatnéni v kombinaci s uhlikatymi
nanomateridly pro voltametrickou detekcti, je cyklodextrin (CD). Jednd se o
cyklicky oligosacharid slozeny ze Sesti, sedmi nebo osmi glukézovych jednotek
(oznacovanych jako a-, B- a y-CD), propojenych vazbami a-(1,4) (viz Obrazek
4).

a-CD 3-CD

y-CD

Obrazek 4: Struktura CD (cyklicky oligosacharid sestavajici ze Sesti, sedmi nebo osmi

glukozovych jednotek (oznacovanych jako o, p ay) (Paduraru et al., 2022)
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Z4jem o cyklodextriny roste, protoZe mohou vytvaret inkluzni komplexy
prostiednictvim interakci typu hostitel-host s riznymi znecistujicimi latkami.
(Fenyvesi & Sohajda, 2022) Prikladem je prace Guo a kolektivu, ktefi pro detekci
kyseliny askorbové, dopaminu a kyseliny mo¢ové modifikovali GCE B-CD a GO.
Soucasné LOD kyseliny askorbové, dopaminu a kyseliny mocové byly 0,8; 0,24
a 1,27 mg.l'. (Guo et al., 2022) Chai a kolektiv zase pouzili nanokompozit
redukovaného GO/B-CD/stiibrnych nanocastic/polyoxometaldtu pro detekci
kyseliny mocové a tyrozinu. LOD pro kyselinu mocovou byl stanoven na 18,5
mg.l™" a 41,7 mg.l™" pro tyrosin. (Chai et al., 2023) Ve své praci Lv a kolektiv
pouzili CD v kombinaci s redukovanym GO a hydroxypropylem pro simultanni
stanoveni Pb?" a Cd** s LOD 19,51 ng.1"* a 7,56 ng.I"! . (Lv et al., 2013)

Z porovnani LOD ukdzkovych praci, napft. v praci Lv a kolektivu, kde byl LOD
pro Pb* 19,51 ng.l!, s pfipustnymi hodnotami pro té¢Zzké kovy uvedenymi v
nafizeni vlady ¢. 401/2015 Sb., kde napt. pro odpadni vody z tézby a tGpravy
zeleznych a ostatnich nezeleznych rud je pfipustnd hodnota Pb* 0,5 mg.l™",
vyplyva, Ze voltametrické senzory, jez jsou modifikovany uhlikatymi
nanocasticemi, by se mohly pouzivat jako standardni metody pro monitoring

jakosti vod. (Lv et al., 2013; Natizeni Vlady ¢. 401/2015 Sb., 2015)

1.2.2 Zlaté nanocastice

Zajem roste 1 o voltametrické senzory na bazi zlatych nanocastic (AuNPs) pro
detekci riznych kontaminantl ve vodé, a to predevsim kvili jejich vlastnostem,
jako je vysoka vodivost, malé rozméry, velky pomér povrchu k objemu a
biokompatibilita. (Nandhakumar et al., 2023) Napt. Zhang a kolektiv vyuzili Au
nanocastice syntetizované na uhlikovych nanovlaknech pro soucasné detekovani
Cd*, Pb** a Cu?. (B. Zhang et al., 2016) Jednorazova tisténa elektroda
modifikovana nanocasticemi zlata byla pouZita Liu a kolektivem pro detekci Cré".

(G. Liu etal., 2007)
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Kromé vyuziti ve voltametrickych senzorech nachazi AuNPs také uplatnéni v
biosenzorech. Zatimco chemicky senzor obsahuje chemicky (molekularni)
rozpoznavaci systém, u biosenzoru rozpoznavaci systém vyuziva biochemicky
mechanismus. Biosenzory lze rozdélit podle biokatalyticky rozpoznavaciho prvku
na enzymove, tkdnové, imunosenzory a DNA biosenzory. Podle typu pievodniku
se dale d¢li napiiklad na  elektrochemické, kalorimetrické a
piezoelektrické.(Thévenot et al., 2001) Piikladem muze byt studie Germana a
kolektivu, ve které pouzili zlaté nanoc¢astice (AuNPs) a glukéza oxidazy (GOXx) k

ptipravé gluko6zového biosenzoru.(German et al., 2014)

Nanocastice l1ze vyuzit pfi konstrukci elektrochemickych biosenzorti jako
substraty pro imobilizaci biomolekul, katalyzatory elektrochemickych reakci
nebo jako zesilovace prenosu elektront. (Luo et al., 2006) Syntézu nanocastic 1ze
provadét chemickymi (nukleace a riist, roztok-gel, precipitace a koloidni metody),
fyzikalnimi (proces shora doli a tepelny rozklad) a biologickymi metodami
(pomoci enzymi z mikroorganismti nebo rostlinnych extraktt). (Siciliano et al.,
2024) Ruzné podminky syntézy vSak vedou k riznym tvarim a velikostem
AuNPs, napt. nejbéznéjsi tvar pouzivany pii elektrochemické detekci tézkych

kovi je kulovy. (Hassan et al., 2012)

Pro vyuziti AuNPs v katalytickych a substratovych biosenzorickych aplikacich
je nutné je piipojit k vodivym substratim. Byly vyvinuty riizné metody, jak toho
dosahnout, napt. pouziti procesu samouspoiadani, pti kterém cely neuspotfadany
systém slozek vytvafi organizovanou strukturu nebo vzor bez potieby vnéjsiho
fizeni. Samouspotradané monovrstvy jsou jednotlivé vrstvy molekul, které jsou
schopny spontdnniho samouspotddani na pevném povrchu po ponoieni pevného
substratu do roztoku obsahujictho amfifilni molekuly. Samousporadané
monovrstvy obsahujici rizné funkéni skupiny poskytuji dobfe definovanou a
stabilni platformu pro imobilizaci AuNPs. (Peng et al., 2020) Dale se pouziva

metoda vrstva po vrstvé, kde se na povrch nanaseji stfidavé vrstvy polyelektrolyth
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a AuNPs. Tento pfistup umoznuje piresnou kontrolu nad poétem a usporadanim
AuNPs na substratu. (Kudaibergenov et al., 2017) Pifimé depozice nanocastic lze
dosahnout pomoci elektrochemické depozice nebo Langmuirovy-Blodgettovy
metody. Elektrochemicka depozice zahrnuje pouziti elektrického potencialu k
ptipojeni AuNPs k substratu, zatimco Langmuirova-Blodgettova metoda zahrnuje
pienos monovrstvy AuNPs z povrchu kapaliny na substrat. (Hou et al., 2021)
Kombinace AuNPs s jinymi kompozitnimi materialy umoziuje jejich zabudovani
na povrchu elektrody. Tento pfistup nabizi flexibilitu pii ptizplisobovani
vlastnosti kompozitniho materialu, jako je zvySena vodivost nebo specificka

funkénost, pii soucasném zaclenéni AuNPs. (Siciliano et al., 2024)

Pro stanoveni polutantli se vyzkum ¢asto zamétfuje na biosenzory na bazi
AUNPs v kombinaci s enzymy. V biosenzorech zaloZzenych na enzymech pro
stanoveni téZkych kovil, reaguji cilové ionty kovli s thiolovou nebo
sulfhydrylovou skupinou pfitomnou v enzymove struktuie, coz zpusobuje
konforma¢ni zmény a ovliviiuje katalytickou aktivitu. Tyto pribézné zmény
aktivity enzymu lze odecitat jako signal. (Krawczynski vel Krawczyk et al., 2000;
Mehta et al., 2016; Tabibi et al., 2022) Ghica a Brett pouzili biosensor zalozeny
na uhlikovych filmovych elektrodovych nosi¢ich s imobilizovanou GOXx
zesitovanou glutaraldehydem (GA) na vrstvé poly(neutralni Cervené) jako

redoxniho mediatoru pro stanoveni Cu®*, Cd?*, Pb** a Zn?*, (Ghica et al., n.d.)

1.2.3 Aktivace elektrody ze skelného uhliku

Dalsi moznosti, jak modifikovat GCE, je elektrochemicka aktivace, ktera
zahrnuje vystaveni elektrody vysokym potencialim. Jednim z hlavnich vysledk
této aktivace je tvorba redoxné aktivnich povrchovych funkénich skupin, které

vyznamné zvysuji elektroaktivni povrch elektrod (Abdel-Aziz et al., 2020a).

Li a kol. naptiklad prokazali, Ze elektrochemicka aktivace uhlikovych

materiali, vCetné skelného uhliku, vede ke zlepSeni kinetiky riznych redoxnich
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procesii v dusledku tvorby okysli¢enych funkénich skupin, jako jsou karboxyloveé

kyseliny, které zvysuji ucinnost pienosu elektronti (Li et al., 2014).
2. CILE DISERTACNI PRACE

Cilem této disertacni prace je vyuziti nanomaterialli (naptiklad uhlikatych nebo
kovovych nanocastic) k modifikaci povrchu elektrod za tcelem vytvoreni
elektrochemickych senzorti pro detekci riiznych polutanti, jako jsou tézké kovy,

pesticidy ¢i farmaceutické slouceniny. Dil¢i cile jsou nésledujici:

» Priprava hydrogeli na bazi polysacharidii syntetizovanych na
povrchu GCE pomoci kapkové metody a optimalizace podminek pro
voltametrické stanoveni tézkych kovt.

» Zakomponovani uhlikatych nanomaterial do polysacharidovych
hydrogelli a naslednd optimalizace pro voltametrické stanoveni tézkych
kovtl.

» Piiprava biosenzoru zaloZeného na imobilizaci AUNPs a GOx na
povrch tisténé uhlikové elektrody (SPE) pro detekci Cu?*.

» Elektrochemicka aktivace GCE pro detekci Ibuprofenu.

» Charakterizace pouzitych nanomateriala.

3. METODIKA

Veskerd voltametrickd méfeni, véetné cyklické voltametrie (CV), anodické
rozpoustéci voltametrie ¢tvercové viny (AS SWV), adsorpéni diferen¢ni pulzni
voltametrie (AdDPV) a elektrochemické impedancni spektroskopie (EIS), byla
realizovana pomoci tiielektrodového systému v elektrochemické cele. Jako
pracovni elektroda (WE) byla pouzita elektroda ze skelného uhliku (GCE),
referencni elektrodu (RE) tvofila argentchloridova elektroda (Ag/AgCl v 3M
KCl) a jako pomocné elektroda (CE) slouzila platinova dratova elektroda.

Vsechny elektrody byly ponofeny do vhodného elektrolytického roztoku a
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elektricky propojeny s potenciostatem PGSTAT204 (Metrohm, Svycarsko), ktery
byl fizen pocitaCem vybavenym softwarem NOVA 2.1. Tento software umoZziuje
pfesné nastaveni parametrii jednotlivych méficich metod a zaznamenéavani

odpovidajicich voltametrickych kiivek.

Meéfteni EIS byla dale provadéna pomoci piistroje ZIVE1 (WonAtech, Korea)
a kompaktniho zatizeni EmStat4 (PalmSens B.V., Nizozemsko), coZ umoznilo

porovnani vysledkl mezi riznymi elektrochemickymi platformami.

Pro modifikaci SPE, ktera obsahuje integrovany systém tfi elektrod — pracovni,
referencni a pomocné, byla voltametrickd méfeni (zeyjména CV a
chronoamperometrie) provadéna na elektrochemickém systému, kde byla SPE
horizontalné¢ fixovéana. Na jeji pracovni ploSe byly pfimo syntetizovany zlaté
nanocastice (AuNPs) za ucelem zvySeni citlivosti a selektivity detekce. Detekce
cilového analytu, konkrétné iontdh médi ve form¢é Cu?', byla nasledné provadéna
v samostatné elektrochemické cele, do niZ byla ponofena aktivni cCast

modifikované tisténé elektrody.

3.1 Modifikace povrchu elektrody ze skelného uhliku

Pted samotnou modifikaci povrchu GCE je nezbytné zajistit ditkladné vycisténi
elektrody, aby se odstranily vSechny povrchoveé necistoty, zbytky z predchozich
modifikaci a ptipadné oxidované vrstvy, které by mohly negativné ovlivnit

reprodukovatelnost a citlivost ndslednych elektrochemickych méfeni.

Cistici procedura za¢ina mechanickym lesténim povrchu GCE pomoci letici
pasty na bazi Al:Os s velikosti ¢astic 300 nm. LeSténi se provadi na specialni
lestici podloZce kruhovymi pohyby po dobu nékolika minut. Tento krok je zasadni
pro odstranéni mikroskopickych nerovnosti a necistot, které¢ by mohly ovlivnit tok

elektronu mezi elektrodou a roztokem.
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Po mechanickém leSténi nasleduje mechanickd desorpce castic aluminy
z povrchu GCE pomoci ultrazvukové lazné, kde je GCE ponoiena do
demineralizované vody (DV) a vystavena ultrazvukovému piisobeni po dobu
piiblizné¢ 2 minut. Nakonec je elektroda diikladné oplachnuta proudem
demineralizované vody, aby byly zcela odstranény veskeré zbytkové
kontaminanty. Takto ptfipraveny a vycistény povrch GCE je ihned piipraven k
aplikaci modifika¢niho materialu, ¢imz je zajistén dobry kontakt a pfilnavost

modifikatoru k povrchu elektrody.

3.1.1 Modifikace hydrogely na bazi derivati celulozy

Pro tcely modifikace povrchu elektrody ze skelného uhliku (GCE) byly
pfipraveny hydrogelové kompozity na bazi hydroxyethylcelulozy (HEC),
kyseliny citronové (CA) a grafen oxidu (GO) v riznych modifikovanych forméach.
Konkrétné byla piipravena smés vodnych roztokit HEC (10 mg-ml™) a CA (10
mM) v objemovém pomeéru 1:1, ktera byla nasledn¢ smichana se zasobnimi
disperzemi bud’ GOB nebo GOH o koncentraci 4 mg-ml™. Takto vznikld sm¢s
byla homogenizovana pomoci ultrazvukové 1azné€ po dobu 10 minut, coz zajistilo

rovnomérné rozptyleni nanocastic GO v polymerni matrici.

Vysledna disperze byla nasledné nanesena mikropipetou na povrch predem
vycisténé GCE a elektrody byly tepelné oSetfeny v laboratorni susarné pii teploté
110 °C po dobu 30 minut. Tento postup umoznil vysuSeni a zesitovani molekul

HEC na povrchu elektrody, ¢imzZ doslo ke stabilnimu ukotveni aktivni vrstvy.

Krom¢ toho byl testovan také hydrogel z polymerni matrice sodné soli
karboxymethylcelulozy (NaCMC) sesitované CA a obsahujici B-cyklodextrin (3-
CD) a uhlikové nanosféry modifikované mocovinou (CNS-Urea). Tento
kompozitni hydrogel byl piipraven smichdnim vodnych roztoki NaCMC (1
mg-ml™'), CA (10 mM) a B-CD (10 mM) ve stejném objemovém poméru 1:1:1.
Do této smési byla nasledné piidana zasobni disperze CNS-Urea o koncentraci 12

mg-ml'. Homogenizace byla provedena v ultrazvukové 14zni po dobu 10 minut.
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Po ultrazvukovém zpracovani byla vznikla disperze nanesena v objemu 15 pl na
povrch GCE, ktery byl nésledné, stejn¢ jako v ptedchozim pfipadé€, tepelné

upraven v laboratorni susarné pii 110 °C po dobu 30 minut.

Tento zplUsob piipravy vedl k vytvofeni rovnomérné, stabilni a
elektrochemicky aktivni vrstvy, vhodné pro dalsi analytické aplikace, zeyména v

oblasti detekce stopovych koncentraci kovovych ionti.

3.1.2 Elektrochemicka aktivace elektrody ze skelného uhliku

Modifikace GCE se provadi elektrochemickou metodou CV za pouZiti vodného
roztoku KCl o koncentraci 0,18 mol-l ' jako podpirného elektrolytu.
Voltametricka modifikace probiha v potencialovém rozsahu od -1,0 V do +1,6 V
vuci referencni elektrodé, pticemz rychlost skenovani je nastavena na 0,05 V-s™.
Krok méfeni €ini 0,01 V. Cely proces zahrnuje celkem 50 cykli (skent).
V pribéhu skenovani pomoci CV byl roztok 0,18 mol-1 ' KCI promichavan.

3.2 Modifikace povrchu tisténé elektrody zlatymi

nanocasticemi a glukoza oxidazy

V prvni fazi modifikace byla na povrch SPE elektrochemicky nanesena vrstva
AuNPs za ucelem zlepSeni vodivosti a elektrochemické aktivity povrchu. Syntéza
AUNPs byla provedena metodou elektrochemické redukce Au®* (elektrodepozice)
pomoci chronoamperometrie. Na pracovni plochu elektrody bylo aplikovano 100
uL roztoku obsahujiciho kyselinu chlorozlatitou (HAuCla), ktera slouzi jako zdroj
Av*'. Nasledné byla elektroda pfipojena k potenciostatu a byla provedena
samotna depozice AuNPs. Béhem chronoamperometrie dochazi pti aplikaci
zéporného potencialu k redukci ionti Au** na elementarni kovové zlato (Au°),
které se formuje na povrchu elektrody ve formé nanocéstic. Timto zplisobem se
vytvoii nanostrukturovany vodivy film, ktery slouzi jako vhodny substrat pro

naslednou imobilizaci biologickych komponent.
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Pro testovani byly pfipraveny dva riizné elektrolyty obsahujici HAuCls (3
mM):

o Roztok HAuCla rozpustény v 0,2 M kyselin€ sirové (H2SOa4).
o Roztok HAuCla rozpustény v 0,1 M dusi¢nanu draselném (KNO:3).

Chronoamperometrick¢ parametry pro jednotlivé roztoky byly nastaveny

odli$n¢ s ohledem na rozdilné elektrochemické vlastnosti elektrolytt:

. Pro roztok s H2SOa: byl aplikovan potencial -0,2 V po dobu 60
sekund, s intervalem méfeni 1 s.
. Pro roztok s KNOs: byl aplikovan potencial -0,4 V po dobu 200

sekund, s intervalem méfeni rovnéz 1 s.

Po ukonceni elektrodepozice byla elektroda dikladné oplachnuta DV, aby se

odstranily zbytky reaktantii, a ndsledné vysuSena pomoci jemného proudu dusiku

().

Ve druhém kroku byla provedena -elektrochemicka aktivace povrchu
nanesenych AuNPs za Gcelem zvySeni jejich elektrochemické stability a zajiSténi
lepSi interakce s nasledné imobilizovanym enzymem. Aktivace probihala
metodou CV v 100 ul 0,5 M kyseliny sirové (H2SO4), ktera byla nanesena na
pracovni plochu elektrody. Méfeni probihalo v rozsahu potencialti od 0 V do 1,2
V s rychlosti skenovani 0,1 V:s™ a celkovym poc¢tem 10 cykld. Tento proces
slouzi k elektrochemickému "ocisténi" a stabilizaci povrchu zlatych nanocastic.
Po ukonceni aktivace byla elektroda opét ditkladné oplachnuta DV a osusena

proudem Na.

V zavéreCné fazi byla provedena imobilizace enzymu GOx na pfipraveny
povrch SPE pokryty aktivovanymi AuNPs. Na pracovni oblast elektrody bylo

naneseno 5 ul roztoku GOx o koncentraci 10 mg-ml!. Roztok se nechal pfi
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laboratorni teploté volné zaschnout, aby se enzym mohl fyzikaln¢€ adsorbovat na
povrch nanocéstic. Pro zajiSténi stabilni kovalentni imobilizace enzymu byl
nasledné pouzity pary GA, ktery slouzi jako sitovaci ¢inidlo. Elektroda byla
umisténa nad otevienou nadobu s 25% roztokem GA, ¢imz byla vystavena GA
param po dobu 20 minut v digestofi. Tento proces umoziuje vytvoteni stabilnich
vazeb mezi primarnimi aminoskupinami enzymu a funkcionalizovanym
povrchem AuNPs. Na zavér byla elektroda opét oplachnuta DV po dobu ptiblizné
1 minuty, aby se odstranily pfipadné voln¢ vazané molekuly, a nechana oschnout.
Takto ptipravena modifikovana elektroda byla pfipravena k pouziti pro

elektrochemickou detekci analytu.

3.3 Stanoveni polutanti

3.3.1 lonty tézkych kovi a ibuprofenu

Detekce kovovych kationtli byla provedena dvoufazovou metodou, ktera
kombinuje inkubacni krok s naslednym elektrochemickym méfenim. V prvni fazi
byla modifikovana elektroda (napt. GCE pokryta hydrogelem HEC-CA-GO)
inkubovana po dobu 1 minuty ve vzorku obsahujicim kovové ionty. Béhem tohoto
kroku dochazelo k absorpci a akumulaci kovovych iontd do struktury vrstvy
hydrogelu s modifikovanym nanomaterialem, pfedevSim diky interakci s
funk¢énimi skupinami hydrogelu a pfitomnosti GO, ktery zvySuje adsorpcéni
kapacitu. Po uplynuti inkubacni doby byla elektroda jemné oplachnuta DV, aby
se odstranily volné ionty, a nasledné¢ prenesena do elektrochemické cely
obsahujici 100 mM roztok KCl, jehoz pH bylo upraveno na hodnotu 2 pomoci
vhodného okyselujiciho ¢inidla (napt. HCI). Toto kyselé prostiedi podporuje

naslednou elektrochemickou redukci kovovych iontt.

Samotna detekce kovovych iontl probéhla pomoci anodické rozpoustéci
voltametrie Ctvercové viny (AS SWV). V ramci této metody byl nejprve

aplikovan depozi¢ni potencial -1,0 V po dobu 30 sekund, coz umozZnilo
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elektrochemickou redukci kovovych iontli na nenabité atomy, které se deponuyji
na povrchu elektrody. Néasledovalo voltametrické méteni v rozsahu potenciali od

-1,2 V do +0,2 V, s nasledujicimi parametry:

« krok potencialu: 0,008 mV
. amplituda modulace: 0,01 V

o frekvence: 25 Hz

Na zaklad€ zaznamenanych pikli byla kvantitativné stanovena koncentrace

kovovych iontli akumulovanych v hydrogelové vrstve.

Pro kvantitativni stanoveni IB byla pouzita AdDPV, ktera umoziiuje citlivou
detekci elektroaktivnich organickych latek. Na rozdil od kovovych kationti zde
nebyl aplikovan inkubacni krok. Métfeni bylo provedeno jednokrokovou metodou,
kdy bylo pfesn¢ odmétené mnozstvi ibuprofenu z davkovaciho nebo referencniho
roztoku ptidano ptimo do elektrochemické cely obsahujici acetatovy pufr o pH =
4, ktery byl zvolen jako optimdlni elektrolyt s ohledem na stabilitu ibuprofenu a

jeho redoxni aktivitu.
Voltametrické méfeni probéhlo podle nasledujicich parametra:

o depozicni potencial: -1,6 V

. doba depozice: 20 s

« m¢fici rozsah potencialu: 0,7 az 1,5V
« krok potencialu: 0,01 V

« amplituda modulace: 0,03 V

« doba modulace: 0,03 s

interval méreni: 0,5 s

Krom¢ zasobniho roztoku ibuprofenu ptfipraveného ze standardniho

analytického materidlu byl rovnéZz pfipraven redlny vzorek rozpusténim jedné
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tablety komer¢né dostupného léciva Ibalgin® ve vhodném mnoZzstvi DV. Tento
roztok se dale pouzival k ovéfeni praktické pouzitelnosti elektrochemické metody

pii analyze 1&¢iv.

3.3.2 Modifikované tiSténé elektrody pro pro inhibici glukéza oxidazy
pomoci méd’natych ionti
Pro sledovani elektrochemické odezvy systému zalozeného na enzymatické
reakci GOx byla zvolena metoda chronoamperometrie, kterd umoznuje sledovat
zmény proudové odpovédi v redlném case pi1 konstantnim potencidlu. Tato
metoda je vhodna zeyména pro kinetickd méfeni a studium interakci mezi
enzymem, substratem a pfipadnymi inhibi¢nimi nebo modula¢nimi latkami, jako

jsou kovové ionty.

Chronoamperometrick¢ méfeni bylo provadéno pii aplikovaném potencialu
0,2V (vs. referencni elektroda integrovana na SPE) po dobu 10 000 sekund s
casovym krokem (intervalem zaznamu) 1 sekunda. Elektrochemicka cela
obsahovala celkovy objem elektrolytu 10 ml, tvofeného 10 mM fosfatovym
pufrem o pH 6,0, do kterého byl pfidan KCl za tcelem zvySeni iontové vodivosti
(PBS) — vysledna koncentrace KCl v roztoku ¢inila 0,1 M. Jako mediator
elektronového ptenosu byl zvolen fenazin methosulfat (PMS) v koncentraci 0,1
M, ktery zprostiedkovava pienos elektronii mezi redoxné aktivnim centrem
enzymu GOx a elektrodovym povrchem, ¢imZz dochazi k tvorbé

elektrochemického signalu.

Po ponofeni testované elektrody do cely s elektrolytem obsahujicim mediator
PMS bylo méteni zahajeno aplikaci vySe uvedeného potencialu. V prvni fazi bylo
sledovano ustaleni systému, tj. dosazeni stabilni hodnoty proudové odezvy, ktera
odpovidala tzv. zédkladni (bazalni) hlading, slouZici jako vychozi referencni bod
pro dals$i méteni. Nasledné€ bylo do systému piidano presné¢ odmétené mnozstvi

0,1 M roztoku D-glukézy (Glu) tak, aby vysledna koncentrace Glu v
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elektrolytické cele ¢inila 4 mM. Po piidani Glu bylo opét vy¢kavano na ustaleni
proudové odezvy, kterd odrazi enzymatickou aktivitu GOx — konkrétné oxidaci
Glu za vzniku glukonolaktonu a H;O,, pficemz PMS jako mediator pienasi

elektrony na elektrodu, ¢imz vznika méfitelny anodicky proud.

V dalsi fazi byla do systému postupné piidavana presné definovana mnozstvi
roztoku obsahujiciho ionty Cu?*" (0,01 M). Po kazdém piidavku bylo vzdy
vyckavano na dosazeni nové stabilni hodnoty proudu, ktera byla nasledné
zaznamendna. Tento postup umoznil sledovat inhibicni efekt Cu*" na aktivitu
GOx v realném case. Pritomnost méd’natych iontlh mizZe ovlivnit jak samotnou
enzymatickou reakci, tak 1 ucinnost elektronového pienosu mezi GOx a

mediatorem.

3.4 Charakterizace pripravenych materialii pomoci

infradervené spektroskopie s Fourierovou transformaci

Spektroskopicka analyza vzorkti pomoci FTIR byla provedena za ucelem
identifikace ptitomnych funkénich skupin a ovéreni chemickych interakci mezi

jednotlivymi slozkami v kompozitech HEC-CA-GO a v nanostrukturach CNS.

Hydrogely HEC-CA obsahujici rizné koncentrace GO piipraveného metodou
Brodieho (GOB) nebo metodou Hummerse (GOH) byly piipravovany jako tenké
vrstvy na predem vy¢€iSténou hlinikovou f6lii. Smési HEC-CA-GOB a HEC-CA-
GOH byly rovnomérné naneseny pomoci pipetovani a nasledné umistény do
laboratorni susarny, kde byly vysuSeny a tepelné upraveny pti 110 °C po dobu 30
minut. Po ukonceni tepelného zpracovani byla potazend strana hlinikové folie
umisténa pifimo na ATR krystal pfistroje Nicolet iS10 FTIR (Thermo Fisher
Scientific, USA) pro analyzu v rezimu tlumeného celkového odrazu (ATR). Tento
Zpisob meéfeni umoznil pfimou analyzu povrchové vrstvy bez nutnosti dalsi

ptipravy vzorku, coZ minimalizovalo riziko kontaminace nebo strukturdlniho
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poSkozeni. FTIR spektra byla zaznamenavéna v rozsahu 4000—400 cm™ s

rozliSenim 4 cm™ a primérovanim 32 skend.

Pro charakterizaci uhlikovych nanosfér modifikovanych mocovinou (CNS-
Urea) byly pouzity vzorky v praskové forme. Malé mnozstvi suchého vzorku (cca
1-2 mg) bylo pfimo naneseno na ATR krystal stejného FTIR piistroje (Nicolet
1S10). M¢éteni probihalo bez jakékoli dalsi Gpravy vzorku, ¢imz byla zajisténa

vysoka integrita a reprodukovatelnost ziskanych spekter.

4. VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Charakterizace pouzitych materiali pomoci infracervené
spektroskopie s Fourierovou transformaci a skenovaci

elektronové mikroskopie

4.1.1 Hydrogel hydroxyethyl celulozy sesitovany kyselinou citronovou a
pridavkem grafen oxidu

FTIR

FTIR spektroskopie byla pouZita k podrobnému studiu chemickych vlastnosti
hydrogeltt HEC-CA obsahujicich GOB(H). Krom¢& samotnych hydrogelti byly
analyzovany také jednotlivé slozky — GO pfipraveny. Pro analyzu byly pouzity
dvé koncentrace GOB(H): 1 mg'ml™" a 0,1 mg-ml™', oznacené jako GOB(H)I a
GOB(H)0,1. Vysledky (FTIR spektra) jsou zobrazeny na obr. 5.

Oba typy GO (GOB a GOH) vykazuji n¢kolik spolecnych absorpcnich pasii
charakteristickych pro oxidovany grafen. Nejvyrazngjsi je Siroky pas v oblasti
3500-3000 cm™, odpovidajici vibracim hydroxylovych skupin (-OH), bé&zné
ptitomnych na povrchu GO. Dalsi vyznamny pas se nachazi v oblasti 1715-1710
cm! a odpovida karbonylovym vibracim (C=0) v karboxylovych skupinach, coz

potvrzuje oxidaci grafenu.
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Mezi obéma typy GO vSak existuji specifické rozdily. U GOB je patrny
absorpcni pas v oblasti 1610 cm™, pravdépodobné spojeny s vibracemi
benzenového jadra, zatimco u GOH je tento pas posunut na 1580 cm™. Tento
posun muZe souviset s rozdilnou mirou oxidace nebo strukturou grafenu, véetné
ptritomnosti hydroxyli z adsorbované vody nebo C=C vazeb v neoxidovanych
oblastech. Tyto rozdily potvrzuji odlisnou chemickou povahu obou typi GO, jak
uvadgji i studie Stankoviche a Szaboa (Stankovich et al., 2006; Szabd et al., 2006).

Porovnani FTIR spekter GO pted a po suSeni (obr. 5b) ukazalo, ze u GOH
nedoslo v pasu 1580 cm™ k vyznamnym zméndm, coZ naznacuje stabilitu tohoto
pésu 1 po odstranéni adsorbované vody. Naproti tomu u GOB doslo k vyraznému
poklesu intenzity v oblasti 1610 cm™, coZ lze interpretovat jako ztratu vody
adsorbované na povrchu grafenovych vrstev béhem suseni. Tento jev je v souladu
s literaturou, kterd uvadi, ze adsorbované voda miize vyznamné ovlivnit spektralni

charakteristiky GO, zejména v oblasti kolem 1600 cm™ (Szabo et al., 2006).

Dalsi charakteristicky pas GOB se nachazi kolem 1370 cm™ a je typicky pro
O-H vibrace hydroxylovych skupin. U GOH byl naopak zaznamenan pds
ptiblizné na 1160 cm™, pravdépodobné souvisejici s C-O vibracemi nebo

pfitomnosti sulfatovych zbytka vzniklych béhem syntézy (Dimiev et al., 2012).

Na zaklad¢ téchto FTIR analyz Ize konstatovat, Ze GOB obsahuje vyssi
mnozstvi hydroxylovych a epoxidovych skupin rovnhomérné rozloZenych v celé
struktufe, coz svéd¢i o vyssi homogenité oxidace. Naproti tomu GOH vykazuje
vice lokalizované oblasti oxidace s vys$Sim podilem karboxylovych skupin, coz

naznacuje nerovnoméernou oxidaci grafenovych vrstev.

V ptipadé¢ HEC-CA hydrogelu zesitovaného CA byly ve FTIR spektru
zaznamendny absorpéni pasy v oblasti 1720 cm™, charakteristické pro esteroveé
vazby (RCOOR’), vzniklé reakci anhydridu s hydroxylovymi skupinami. Tento
pas potvrzuje uspesné zesitovani HEC s CA. Dalsi vyrazny pas v oblasti 1255

cm ' odpovidd C-O-C vazbadm v esterové struktutre. Spolu s pasy v oblasti 1350
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cm! (hydroxylové skupiny) a intenzivnimi absorpcemi pii 1049 a 1020 cm™ (O-
C-0O vazby) tyto spektralni znaky potvrzuji chemickou modifikaci HEC béhem
zesitovani (El-Sayed et al., 2020)
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Obrazek 5: a) Normalizovana FTIR spektra HEC (cerna), zesitovaného HEC-CA
(purpurova), HEC-CA-GOBI (c¢ervend), HEC-CA-GOHI (modra).
Nejvyznamnéjsi absorpcni pasy oznaceny Cisly a popisem. V horni cdsti

Jjsou zobrazena normalizovana FTIR spektra piivodniho GOB (Cervend) a
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GOH (modra). b) FTIR spektra GOH (horni ¢ast) a GOB (spodni cast)
pred (cerné krivky) a po (Cervené krivky) suseni pri 110 °C po dobu 1 h.
(Sotolarova et al., 2024)

Po ptidani GO k HEC-CA hydrogeliim byly pozorovany vyrazné zmény ve
FTIR spektrech, které odhalily interakce mezi GO a polymerni matici HEC. U
vzorki HEC-CA-GOB1 a HEC-CA-GOH1 doslo k objevovani novych
absorpcnich pasti, coz naznacuje, ze pritomnost GO meéla vliv na chemickou
strukturu a funk¢ni skupiny v hydrogelu. Jednim z pozorovanych jevil byla nizka
absorpce v oblasti kolem 1800 cm™, coz by mohlo byt spojeno s tvorbou novych
chemickych vazeb mezi GO a HEC, které nebyly ptitomny v plivodnich vzorcich

HEC-CA.

Dilezitym zjiSténim byla zména intenzity a pozice pasu v oblasti 1580 cm™,
ktery je charakteristicky pro GOH (¢islo 10 na obr. 5a). U vzorku HEC-CA-
GOH1 doslo k téméf uplnému zmizeni tohoto pasu, coz naznacuje, ze mezi GOH
a HEC vznikly nové interakce, které vedly k transformaci vazeb ptivodniho pasu.
Tato zména mizZe byt zplsobena vznikem n-m interakci mezi neoxidovanymi
oblastmi GOH a sacharidovymi strukturami v HEC. Tato interakce je zndma pro
grafenové materidly, které mohou interagovat s aromatickymi kruhy nebo -

elektronovymi systémy, coz zpisobuje zmény v jejich FTIR spektru.

Na druhé strané, u vzorku HEC-CA-GOBI, ktery obsahuje GOB, zstal
absorpéni pas pii 1615 cm™ (oznafeny jako ,,3“ na obrazku 5a)) relativné
intenzivni. Tento pas, typicky pro GOB, naznacuje, Ze interakce mezi HEC a
GOB jsou jiné nez u GOH, a pravdépodobné dochdzi k jinému typu chemické
interakce. Navic pas v oblasti 1370 cm™ (oznaceny jako ,,5° na obrazku 5a))
zlstal vyrazné pfitomen, coZ ukazuje na vysoky obsah hydroxylovych skupin v
GOB, které¢ stale zastavaji na povrchu materidlu 1 po ptfidani do HEC-CA

hydrogelu.
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Dalsi zajimavou zménou, kterd byla pozorovana u obou vzorki (HEC-CA-
GOB1 a HEC-CA-GOHI1), je vznik nového absorpéniho pasu v oblasti kolem
1525 cm™ (oznaceného jako ,,10° na obrdzku 5a)). Tento pas neni jednoznacné
piifazen k Zadné znamé vazb¢ na zaklad¢ dostupné literatury, coz naznacuje, Ze
muze byt vysledkem nové vzniklych interakci mezi funkcionalizovanymi ¢astmi
GO a HEC. Vyrazngjsi intenzita tohoto pasu u HEC-CA-GOBI1 nez u HEC-CA-
GOHI1 miize indikovat, Ze GOB, diky své vys$i koncentraci hydroxylovych
skupin a epoxidovych skupin, interaguje s HEC silnéji neZ GOH, coz miize vést

k tvorbé stabilnéjSich interakci mezi témito komponenty.

Dalsi pozorovani se tyka pasu v oblasti 1020 cm™, ktery byl zaznamenan u
HEC-CA-GOBI, kde doslo k jeho zmén€ v porovnani s pivodnim HEC-CA.
Tento pés je charakteristicky pro O-C-O vazby v sacharidovém kruhu HEC, a jeho
posun nebo zména intenzity naznacuje, ze doslo k interakci mezi sacharidovym
fetézcem HEC a GOB. Tato zména v absorpcnim spektru mize byt disledkem
elektrostatickych nebo vodikovych vazeb mezi hydroxylovymi skupinami v GOB
a hydroxylovymi nebo jinymi funkénimi skupinami v HEC, coz muze
modifikovat strukturu polymerniho fetézce HEC a ovlivnit jeho chemickou

stabilitu.

SEM

Ptitomnost GO v matrici HEC-CA byla ovéfena pomoci skenovaci elektronové
mikroskopie (SEM), kterd umoznila detailni pozorovani morfologie vzorkl na
mikroturovni. Vysledky ukazaly, ze ¢ist¢é GOB(H), vykazovaly vyrazné odlisné
charakteristiky, pokud jde o formu a strukturu ¢astic. GOB tvofil plossi agregaty,
které¢ se skladaly z nékolika vrstev GO, coz naznacuje, ze GO byl ve formé
vicevrstvych nanovrstev, které se spojuji do vétsich, ale relativné kompaktnéjSich
struktur. Naopak castice GOH byly vétsi, vinité a vice oddélené, coz mize svédcit

o jiném stupni oxidace a struktufe materidlu. Tyto rozdily byly jasné viditelné na
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SEM snimcich (viz obrazky 5b a 5c¢), kde byly jednotlivé typy castic dobie

rozeznatelné podle jejich specifickych geometrickych a texturnich vlastnosti.

Povrch c¢istého hydrogelu HEC-CA byl hladky a homogenni, s jemné
zvrasnénym vzorem, coZ naznacuje, ze struktura byla dobie uspotfaddana bez
vyraznych povrchovych defektt (viz obrazek 5a). Tento vzhled byl v souladu s
o¢ekavanim pro Cisty HEC-CA, ktery nem¢l ptimé piimési a byl charakterizovan

pravidelnou a jednotnou morfologii.

Po pfidani 0,1 mg/ml GOH a GOB do HEC-CA hydrogelu se na povrchu
objevily vyznamné zmény. Vzorky HEC-CA-GOH a HEC-CA-GOB vykazovaly
vyskyt nepravidelnych a ostrych tvart, které byly vysledkem piitomnosti GO.
Tyto struktury byly dobfte viditelné na SEM snimcich (viz obrazky 6d a 6g), kde
bylo ziejmé, Ze GO se integrovalo do struktury hydrogelu a vytvoftilo heterogenni,
strukturované povrchy s charakteristickymi ostrymi okraji a texturou. Dale byly
na povrchu pozorovany drobné pory rozptylené po celé jeho ploSe. Tyto pory
pravdépodobné vznikly uvolfiovanim vodni pary béhem procesu tepelného
sitovani, kdy doslo k odpafovani vody a vytvotfeni malych mikropdri v materialu.
Tyto mikrostruktury jsou ¢asto spojovany s tvorbou porézni sité¢ v hydrogelech,

coz muzZe zlepsit jejich schopnost absorbovat a zadrzovat vodu.

Vzorky HEC-CA-GOB1 a HEC-CA-GOHI1 vykazovaly vyrazné seskupeni ¢astic
coz bylo v souladu s ofekavanim vzhledem k mnozstvi ptfidaného GO. Ze SEM
obrazkt 6d-6i je patrné, ze jak GOB, tak GOH castice si v hydrogelové matrici
zachovaly svoji strukturu a celkové je u obou materiali prevazujici morfologie
plvodniho GO nez homogenniho HEC-CA. Zaroven byly 1 v téchto vzorcich

atrné pory vzniklé nejspiSe odparovanim vody pii tepelném sit'ovani.
Yy

Vzorky HEC-CA-GOB1 a HEC-CA-GOH1 tak vykazovaly zcela novou
texturu povrchu, ktera byla vice heterogenni, a to jak v disledku ptitomnosti GO,

tak diky novym interakcim mezi témito dvéma komponentami.
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U vzorku s nizsi koncentraci GO, konkrétné HEC-CA-GOHO0,1 a HEC-CA-
GOBO0,1, byla struktura hydrogelu stale zachovana a povrch mél méné vyrazné
zmény. Tyto vzorky vykazovaly mensi vliv pfitomnosti GO na povrchovou
strukturu, coZ naznacuje, Ze niz$i koncentrace GO vedly k mensi agregaci a méné
vyrazné interakci mezi GO a HEC. SEM snimky téchto vzorkt (viz obrazky 6d a
6g) ukazaly, Zze 1 kdyZ byly nanolistky GO stale ptitomné na povrchu, jejich

distribuce byla rovnomérngjSi a nebyly pozorovany tak vyrazné zmeény v

povrchové texture jako u vzorki s vyssi koncentraci GO.

Obrazek 6: snimky HEC-CA (a, zvétseni 500x), GOH (b), zvétseni 10 000x), GOB (c);
zvetseni 10 000x), HEC-CA-GOH (d)-f)) a HEC-CA-GOB (g)-1)).
Koncentrace GOH i GOB je 0,1(d), g)) a 1 (e), f), h), i)) mg m1 zvétseni i):
5000x (Sotolarova et al., 2024)
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4.1.2 Uhlikaté nanosféry

FTIR charakterizace byla rovnéZz vyuzita k analyze uhlikatych nanocastic
(CNS), které byly piipraveny karbonizaci glukézy pii raznych teplotach,
konkrétné 500, 600 a 800 °C. Kromé¢ toho byly analyzovany také CNS dopované
mocovinou (CNS-UREA). FTIR spektrum pro CNS-UREA je zobrazeno na
obrazku 7, pfiCemz spektra dalSich vzorki CNS vykazuji podobné
charakteristiky, coZ naznacCuje, ze karbonizace gluk6zy pii téchto teplotach vedla
k vytvoteni podobnych funkénich skupin na povrchu nanocastic.

Podle dostupné literatury (Kandra & Bajpai, 2020; Manoj et al., 2018;
Papaioannou et al., 2018) je pas v oblasti 3600—-3200 cm™ spojen s valencnimi
vibracemi O-H skupin, které jsou typické pro hydroxylové skupiny pfitomné na
povrchu uhlikatych nanocéstic. Pas pii 2922 cm™ je vysledkem asymetrické
vibrace vazby sp® v CH, a CHj; skupinach, které se nachdzeji v uhlovodikové siti
tvorici strukturu téchto nanocastic. Tento pas je charakteristicky pro alifatické
uhlovodiky, které jsou soucasti organického ramce CNS. Dal$i vyznamny pés se
nachazi v oblasti 1620-1600 cm™ a je pficitan konjugovanym valencnim
vibracim C=C a karbonylovym skupinam, které¢ jsou pfitomny v uhlikovych
nanocasticich. V oblasti 1525-1350 cm™ se objevuje kombinace absorpénich
past, které jsou spojeny s vibracemi O-C-H a C-O-H. Tyto pasy naznacuji
pfitomnost hydroxylovych a etherovych skupin, které mohou byt vysledkem
neuplné karbonizace nebo mohou pochézet z pridavku mocoviny v ptipadé¢ CNS-
UREA. Pés v oblasti 1350-1250 cm™ signalizuje deformace C-H a O-H v roving,
coz naznacuje pritomnost napi. karboxylovych skupin. Pik v oblasti kolem 1200
cm! je zpiisoben pifitomnosti cyklickych uhlikovych skupin. Dale je oblast mezi
1191 cm™ a 995 cm™! spojena s C-O a C-C valenénimi vazbami. Tyto pasy
indikuji pfitomnost raznych funk¢nich skupin, jako jsou etherové nebo
alkoholové skupiny. Pasy v oblasti 875-750 cm™ jsou pfifazeny aromatickym

ohybovym vibracim C-H mimo rovinu. Tyto FTIR vysledky ukazuji na
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komplexni strukturu uhlikatych nanocastic, které obsahuji Sirokou Skalu
funkénich skupin, jez jsou dilezité pro tvorbu interakci s jinymi molekulami a

materialy.
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Obrazek 7: FTIR spektrum pro CNS-UREA

Na piiloZzenych SEM obréazcich (Obrazek 8 a 9) je patrny vliv pfitomnosti
mocoviny béhem procesu karbonizace na morfologii vyslednych uhlikovych
nanostruktur (CNS). Zatimco karbonizace bez pfitomnosti mocCoviny vede k
vytvoreni Castic s ur¢itou specifickou morfologii (ktera neni detailn€ popsana, ale
vizualn¢ odlisnd od kulatéjSich castic), pouziti mocoviny béhem karbonizace
prokazateln¢ vede k syntéze vétSich a kulatéjSich Castic. Tato pozorovana zména
v morfologii naznacuje, Ze mo€ovina hraje vyznamnou roli v mechanismu rlstu
a formovani uhlikovych nanostruktur. Jednim z mozného vysvétleni je ze rozklad

mocoviny muze vést k inkorporaci atomti dusiku do vznikajici uhlikové sité.
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Pritomnost dusikovych atomi muze ovlivnit elektronovou strukturu uhliku, jeho
povrchovou energii a tim i zplsob, jakym se Céstice agreguji a rostou. EDAX
analyza CNS dopovanych mocovinou ukazala, ze obsah N ve vzorku se pohybuje
okolo 12 hmotnostnich %,u uhlikatych nanoc¢astic bez mocoviny nebyl obsah N
prokazan. (Chen et al., 2013; Inagaki et al., 2018)

Mag Fw NV Int Det wD Vac.

Obrazek 9: CNC karbonizované pri 800 °C
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4.1.3 Charakterizace zlatych nano¢astic

SPE modifikované pomoci AuNPs byly analyzovany pomoci skenovaci
elektronové mikroskopie (SEM). Na SEM obrazku (Obrazek 10) jsou AuNPS
zobrazeny jako piiblizné kulovité castice 0 priméru asi 100nm, které jsou

dispergovany na povrchu elektrody.

SU70 2.0kV 10.5mm x20.0k SE(M)
Obrazek 10: SPE s AuNPs deponované z 10 mM HAuUCI4 v 0,1 M roztoku KNOs
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4.2 FElektrochemicka charakterizace

4.2.1 Elektrochemicka aktivace elektrod ze skelného uhliku

-0.5 0.0 0.5 1.0 1.6
E (V)

Obrazek 11: llustracni CV voltamogramy GCE. a) plné méritko voltamogramii,
ilustrujici rist anodického proudu; b) 2D pohled na zvétsenou cdst
voltamogramii s cisly vyznacenymi v grafu. CV provedené v 0,18M KCI, od -1
do 1,6 V. Rychlost skenovdni 50 mV.s™.

Na obrazku 11 jsou znazornény cyklické voltamogramy v rozsahu napéti od —

1 do 1,6 V, ziskané pti aktivaci GCE pomoci cyklické voltametrie (CV) v roztoku
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0,18 M KCI. Analyza téchto skenil odhaluje ti1 klicové zmény ve voltamogramech

béhem opakovaného cyklovani.

Nejvyraznéjsi zménou je nartst anodického proudu na hornich mezich
voltamogramti. Tento jev lze, v souladu s piredchozimi studiemi (napt. Abdel-
Aziz et al., 2020), pticist postupné rostouci elektrokatalytické aktivité elektrody.
Nartst anodického proudu je patrny ptiblizn€ do 25. cyklu, po kterém dochazi k
ustaleni, coz naznacuje dosaZzeni maximalni irovné oxidace elektrody za danych

podminek.

Druhym pozorovanym rysem je vyvoj katodického piku pii potencialu kolem
1 V, ktery naznaCuje redukci funkénich skupin vzniklych béhem oxidacniho
kroku. Na rozdil od anodického procesu, ktery dosahuje maxima kolem 25. cyklu,
katodicky pik od tohoto bodu dale plynule nariista (viz obr. 11a). Tento katodicky
pik je pravdépodobné spojen s nové vznikajicim anodickym pikem v ptiblizné
stejné oblasti, ktery se za¢ina projevovat rovnéz od cca 20. cyklu. U nékterych

elektrod vSak ziistava tento pik méné¢ vyrazny.

Z t&chto pozorovani lze vyvodit, Ze anodizace za danych podminek probiha ve
dvou fazich. Prvni faze ptedstavuje oxidaci v nejvyssim anodickém rozsahu, ktera
trva piiblizné 20-25 cykld. Po dosaZzeni maximdalniho anodického proudu
nastupuje druhy redoxni proces, pii kterém se anodicky proud stabilizuje, zatimco
vySka katodického piku nadale roste. Z obrazku 11b je patrna zvySujici se

kapacitance elektrody a soucasna redukce kysliku z pribyvajicim poctem cykla.

4.2.2 Elektrochemicka impedan¢ni spektroskopie

Elektrody modifikované hydrogely

U GCE modifikované hydrogelem HEC-C-GOB(H) nebylo mozné Nyquistovy
grafy vyhodnotit pomoci jednoduchého fitovani s vyuzZitim Randlesova

ekvivalentniho obvodu. Misto toho byl pouZit sloZzeny obvod tvofeny sériovym
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zapojenim impedance roztoku Rya dvou R/C prvku, ptfi¢emz druhy znich

zahrnoval 1 Warburglv prvek W (viz vyse¢ na obr. 12).

Parametry ziskané fitovanim jsou uvedeny v tabulce 1. Hodnoty R; (odpor
pfenosu naboje na rozhrani elektroda/elektrolyt) zustavaly béhem vSech méfeni
prakticky konstantni (pfiblizné 160 Q nebo 2,3 kQ-cm™2).Tento odpor je v sérii s
kapacitou C.: (kapacitance dvojvrstvy nebo pseudokapacitance na rozhrani
elektroda/elektrolyt), jejiz hodnoty se u vSech vzork pohybuji kolem 0,25
uF-cm™ (viz Tabulka 1).

Naopak kapacitance C,, ktera je téméft o dva fady vyssi (v rozmezi 12,3 az 23,1
puF-cm™), pravdépodobné odrazi vétsi elektrochemicky aktivni plochu, coz lze
piicist nanokompozitni vrstveé. Skute€nost, Ze parametry C,, Ry @ W pochdzeji z
modifikace elektrody, potvrzuje i vyrazna zavislost R, na typu a koncentraci GO

v hydrogelové matrici.

—@— HEC-CA
—@®— HEC-CA-GOHO0.1
5000 4 —©O— HEC-CA-GOH1
—@— HEC-CA-GOHO0.1
—0O— HEC-CA-GOH1
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Obrazek 12: llustrativni Nyquistovy grafy ziskané s elektrodami modifikovanymi HEC
— CA (¢ernd), HEC-CA naplnénymi 0,1 (vyplnéné body) a 1 (prazdné body)
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mg ml-1 GOB (modrd) a GOH (Cervena). Vysec — zvétsend cast kirivek
oznacend zelenym rameckem a schematické znazornéni ekvivalentniho

obvodu pouzitého pro fitovani dat. (Sotolarova et al., 2024)

Naptiklad odpor R, u vzorku HEC-CA-GOHO,1 (13,3 £ 6,2 kQ-cm™2) je vyssi
nez u samotného HEC-CA (4,58 = 0,98 kQ-cm™). Zajimavé je, ze ptidavek GOB
m¢l na hodnotu R; jen minimalni vliv, s vyjimkou vétSiho rozptylu dat u HEC-
CA-GOBO0,1 ve srovnani s HEC-CA-GOBI1. Na rozdil od GOB vedlo 1 nizké
mnozstvi GOH (0,1 mg-ml™") ve vychozim roztoku HEC-CA k vyraznému
naristu Ry az na 13,3 + 6,2 kQ-cm™2, pfi¢emz pii vyS$i koncentraci (HEC-CA-

GOH1) vzrostl odpor dale az na 33,0 + 6,0 kQ-cm™2 (viz Tabulka 1)

Tabulka 1: Hodnoty parametrii ziskané fitovanim Nyquistovych graft elektrod
modifikovanych nanokompozity uvedenymi v hornim fadku tabulky. Hodnoty
jsou vyjadieny jako primér z nékolika po sob& jdoucich méteni provedenych se
3 stejné pripravenymi elektrodami. VSechny hodnoty jsou normalizovany
vzhledem k deklarované geometrické plose elektrody ze skelného uhliku (0,0707
cm?) (Sotolarova et al., 2024)

HEC-CA HEC-CA- HEC-CA- | HEC-CA- | HEC-CA-

Parametr
GOBO0.1 GOB1 GOHO.1 GOH1

Rs (Q cm?) 338+49 352462 377+48 376+56 290+12
R: (kQ cm™?) 2.324+0.32 2.21+0.29 2.3+0.3 2.4+0.3 2.56+0.73
C: (uF cm'z) 0.27+0.02 0.26+0.02 0.26+0.03 | 0.26+0.02 | 0.23+0.05
R, (Q cm'z) 4.58+0.98 5.6+1.8 4.3+0.8 13.346.2 33.0£6.0
W x 1023 (Q s12em | 94+1.0 9.9+0.5 7.1£0.8 9.0+1.1 4.4+0.7
)
Cy (uF cm'z) 18.4+1.7 12.3+1.3 23.1+4.3 | 18.4+1.6 15.0£1.5

Elektrochemicky aktivované elektrody
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Metoda EIS byla pouzita také pro charakterizaci GCE, ktera byla
elektrochemicky aktivovana. Po aktivaci byla elektroda dukladné oplachnuta
deionizovanou vodou (DW), aby se odstranily zbytky elektrolytti nebo jinych

necistot, které by mohly ovlivnit vysledky méteni.

Nasledné byla modifikovana elektroda umisténa do elektrochemické cely, kde
byl jako elektrolyt pouzit roztok obsahujici 2,5 mM ferrikyanid a ferrokyanid. Po
dokonc¢eni prvniho méfeni byla elektroda opét oplachnuta DW a ponofena na 20
minut do acetdtového pufru (AP) o pH 4. Tento krok simuloval podminky, ve
kterych bude senzor dale pouzivan. Po této expozici byla elektroda znovu
analyzovana pomoci EIS, aby se zjistilo, jak zména pH ovliviluje jeji

elektrochemické vlastnosti.

Ve tieti fazi byla elektroda opét oplachnuta DW a ponotfena na 20 minut do
stejného AP roztoku (pH 4), tentokrat vSak s piidavkem IB v koncentraci 10
mg-1'. Po této expozici ndsledovalo dals$i méteni EIS, které mélo za cil zjistit, jak

pritomnost IB ovliviiuje elektrochemické vlastnosti modifikované elektrody.

Vzhledem ke specifickym vlastnostem pouzitého potenciostatu a zapojeni se v
Nyquistovych diagramech (Obrazek 13) objevila dalsi vlastnost, ktera si vyzadala
upravu  modelu — konkrétn€¢ nahrazeni Rs kombinaci R—Csa zavedeni
prvku Ri: jako prvni soucastky obvodu. Tento prvek vsak nebyl povazovan za
soucast systému elektroda/elektrolyt a nebyl zahrnut do prezentovanych

vysledk.
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Obrazek 13: Nyquistovy diagramy dosazené s GCE modifikované pomoci CV
2 0,18mol.I"*KCI (modré body) a nemodifikované GCE (Cervené body)
bezprostiredné po priprave. Plné body — skutecna data; nevyplnéné body —
vygenerovand data. EIS byla provedena ve 100mM KCI s 5mM

ferrokyanidem — ferrikyanidem.

Tabulka 2: Parametry vypocitané na zakladé modelovani Nyquistovych grafii

Nemodifikovan

Elektrochemick

Elektrochemick

Elektrochemick

y aktivovand GCE | y aktivovana GCE
a GCE y aktivovand GCE | )
inkubovana v AP inkubovana v IB
Rer (Q) | 196+51 83+17 41+2 5747
W (mQ.
12y 1.4+0.4 1.70+0.09 1.67+0.05 1.64+0.03
.
CoL (WF) | 0.43£0.08 | 11+3 19+5 14+4

Po aktivaci elektrody doSlo k vyraznému snizeni odporu prenosu naboje (Rer,

viz Tabulka 2) z196 + 51

Q (nemodifikovand GCE) na83 =+ 17

Q (Elektrochemicky aktivovana GCE), coz naznaCuje zlepSenou kinetiku
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elektronového prenosu. Tento jev je béZné pozorovan u elektrod, jejichz povrch
byl aktivovan elektrochemickymi metodami, které zvysuji hustotu funkénich

skupin a zlepsuji vodivost. (Ardakani et al., 2007)

Hodnota Warburgova koeficientu se mirn¢ zvysila z 1,4 +£ 0,4 na 1,70 + 0,09
mQ-s2, coz mize byt disledkem zmén v poréznosti nebo struktufe povrchu
elektrody po aktivaci. Tento rozdil je vSak relativné maly a neindikuje z4sadni

omezeni difuze iontl. (Pournaghi-Azar & Ojani, 2000)

Nejvyraznéjsi zmena byla pozorovana v kapacitanci dvojité vrstvy (Cpy), ktera
se zvysilaz 0,43 0,08 uF na 11 £ 3 pF. Tento nartst svéd¢i o vyrazném zvétSenti
elektrochemicky aktivni plochy elektrody, coz je typické pro povrchy s vySsi
porozitou nebo vétsi hustotou funkénich skupin vzniklych béhem voltametrické

aktivace. (Basant Lal & Pankaj Chauhan, 2023)

Dale elektrochemicky aktivované GCE vykazovaly pokles Rcr 0 50 =9 % po
inkubaci v acetdtovém pufru. Tento jev lze piicist protonizaci povrchovych
skupin v kyselém prostiedi, ktera usnadnila transport ferrikyanidovych aniontt

smérem k povrchu elektrody.

Naopak po inkubaci v roztoku obsahujicim IB (10 mg-1') doSlo k nariistu
Rcr o 39 £ 13 %, pravdépodobné v dusledku adsorpce molekul 1B na povrchu
elektrody, kterd mohla Castecn¢ blokovat aktivni mista a tim omezit pfenos

naboje.
4.3 Elektrochemické stanoveni polutantu

4.3.1 Stanoveni tézkych kovii pomoci elektrody ze skleného uhliku
modifikované hydrogelem hydroxyethylcelulozy-kyseliny

citronové s pridavkem grafen oxidu

V ramci mé diplomové prace byly testovany elektrody modifikované

hydrogelem HEC-CA (Sotolarova Jitka, 2020). Do tohoto hydrogelu byl ptidan
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GO, pripraveny bud’ Brodieho nebo Hummersovou metodou s cilem zjistit, zda
ptitomnost GOB(H) v hydrogelu HEC-CA-GOB(H) ovliviuje detekci
iontil Pb*".

GCE elektrody byly modifikovany hydrogely HEC-CA s riznymi koncentracemi
GOB(H): 0,05; 0,075; 0,1; 0,25; 0,5 a 1 mg-ml™. Tyto elektrody byly nasledné
inkubovany po dobu 1 minuty v roztocich obsahujicich Pb*" o koncentracich 0,5

mg-1"'asmgl7.

Po sorpci byly elektrody pfeneseny do jiné elektrochemické cely, kde byla
provedena anodicka rozpoustéci voltametrie se ¢tvercovou vinou (ASSWV). Vyska
voltametrickych piki, kterd odrazi mnozstvi olova nasorbovaného do vrstvy
HEC-CA-GO béhem prvniho kroku, byla zaznamenana a zobrazena v grafech v

zavislosti na koncentraci GO v hydrogelu (viz obrazek 14).
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Obrazek 14: Zavislost vysky piku ASSWV na koncentraci GOB (cerna) a GOH
(Cervena) v matrici HEC-CA dosazena v 0,5 mg.I-1 Pb2+ (a) a 5 mg.I-1
Pb2+ (b) (Sotolarova et al., 2024)

Pii koncentraci 0,5 mg-1"! Pb?" byla nejvyssi odezva pozorovana u hydrogelu
obsahujiciho GOB v koncentraci 0,075 mg-ml ™. Pfidanim takto malého mnoZstvi
GOB se vyska piku zvysila az Sestinasobn¢ oproti hydrogelu bez GO. Hydrogel
s GOH vykazoval ve srovnani s GOB niZ8i odezvu. Podobny trend byl pozorovan

i pii koncentraci 5 mg-1"' Pb*, kdy opét nejvyssi vyska piku odpovidala
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koncentraci 0,075 mg-ml™' GOB. Pro dal$i méfeni byl proto zvolen hydrogel
obsahujici GOB.

Krom¢ iontlh Pb** byly GCE modifikované hydrogely HEC-CA s rliznymi
koncentracemi GOB testovany také pro detekci iontti Cu?* a Cd** (viz. Obrazek
15). Koncentrace téchto iontti byla rovnéz 0,5 a 5 mg-1"'. U Cd* nebyl vliv
ptidavku GOB vyznamny a vysledky byly pomérn¢ nejednoznacné. Naproti tomu
u Cu* (5 mg-1™") doSlo pfii koncentraci 0,25 mg-ml™" GOB k vyraznému zvySeni
vysSky piku — z 1,01 pA u nemodifikovaného HEC-CA az na 9,7 pA, tedy

témer desetinasobneé.

15.0 4
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Obrdzek 15: Zavislost vysky pikit ASSWV na koncentraci GOB dosazend pri 0,5
(Cervend) a 5 (modra) ppm Cul+ (a)) a Cd2+ (b)). (Sotolarova et al.,
2024)

Testovany byly také mozné interakce mezi jednotlivymi kovovymi ionty,

pokud byly pfitomny ve stejném roztoku v riiznych koncentracich.
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Obrazek 16: Vysky pikit ASSWV pro Cu2+ vynesené v zavislosti na koncentraci GOB v
matrici HEC-CA. a) cernd-samotny Cu2+ o koncentraci Img.l-1; modra —
1mg.l-1 Cu2+ v kombinaci z 5 mg.l-1 Cd2+ a 1 mg.l-1Pb2+; cervend —
1mg.I-1 Cu2+ v kombinaci z 1 mg.lI-1 Cd2+ a 5 mg.l-1Pb2+; b) cerna-
samotny Cu2+ o koncentraci 5mg.l-1; modrda —5mg.l-1 Cu2+ v kombinaci
z1mg.l-1 Cdalmg.l-1Pb2+; ¢ervena —5mg.l-1 Cu2+ v kombinaci z 5
mg.l-1 Cd a 5 mg.l-1Pb2+ (Sotolarova et al., 2024)
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Obrazek 17: llustrativni voltamogram ASSWYV ziskané pro elektrody potazené
nanokompozity HEC-CA-GOB s riiznou koncentraci GOB (vyznaceno v
Jednotlivych grafech). Méreni provedend ve ,, dvoustupiiovém * usporadanti,
pricemz prvnim krokem byla Sminutova sorpce kovu na povrch elektrody ze
smesi. Druhym krokem byla ASSWV ve 100mM KCI okyseleném na pH=_2.
Pro srovnani jsou uvedeny ilustracni voltamogramy ziskané s HEC-CA-
GOBO0,075 (pouze pro 5ppm Pb2+ v c) a d)) a HEC-CA-GOBO0,25 (pro

v§echny ostatni kovy) (kombinované carkované a tenké piné cary) jako
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odezvy elektrody za stejnych podminek, ale v pritomnosti pouze jednoho

kovu.: (Sotolarova et al., 2024)

Z obrazkii 16 a 17 je patrny pozitivni vliv GOB pfii koncentraci 1 mg-17! Cu*" v
kombinaci s 5 mg-1"' Cd** a 1 mg-1™' Pb*", kdy elektrochemicka odezva pro Cu**
byla pfiblizn€ dvojnasobné zvySena pii pouziti optimalni koncentrace GOB.
Zajimavé je, Ze tento nartist nebyl pozorovan v piitomnosti 5 mg-1"' Pb* al
mg-1™' Cd**, coZ naznacuje, Ze kationty Pb*>" mohou ucinnéji obsazovat vazebna

mista Vv HEC-CA-GOB nez kationty Cd*".

Ptitomnost Pb*" a Cd** vedla k vyraznému potlaceni voltametrické odezvy Cu?*
(5 mg-1™') v pfitomnosti 1 mg-1"' Pb*al mg1' Cd*. Naopak elektrody s
nejvyssi koncentraci GOB (1 mg-ml™!) v hydrogelu HEC-CA vykazovaly mirné

az vyrazné vyssi odpovéd’ pro Cu?* i v pfitomnosti 5 mg-1"! Cd** a Pb*".

V neptitomnosti téchto kovli nebyla pozorovéana zddna elektrochemicka odezva
pro Cu*. Lze tedy konstatovat, Ze ptidavek GOB nemél vyrazny vliv na
selektivitu vici Cd*, mirn€ zlepsil selektivitu vac¢i Pb* a vyrazné zlepsil

selektivitu vaci Cu?'.

4.3.2 Stanoveni ibuprofenu

Pro detekci molekul 1B byl jako elektrolyt zvolen acetatovy pufr (AB), ktery se
podle literatury jevi jako nejvhodnéj$si médium pro tento typ analyzy. Jeho
vhodnost byla potvrzena napftiklad ve studii Matijasevic¢ et al. (2023) a rovnéz ve
vyzkumu Mekassa et al. (2018), kde byl AB uspé$né¢ pouzit pii
elektrochemickych detekcich IB.

Nejprve byla testovan vliv ptitomnosti B-CD v hydrogelu NaCMC-CA, ktery
obsahoval CNS-UREA. Smési, znichz byly pfipravovany hydrogely (viz
Metodika) byly ptipraveny smichanim v objemovém poméru 1:1:1 roztoku
NaCMC (1 mg-ml!), CA (10 mM), B-CD (10 mM) a CNS-Urea o koncentraci ve
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finalni smési 1 mg-ml™'. Koncentrace IB v elektrolytu AB byla 20 mg-1"" a pH
AB bylo 5.

0420-
0.18-
0.16
0.14—-
0.12:
0.10—-
0.08—-

Vy&ka piku(uA)

0.06
0.04
0.02

0.00
NaCMC-CA-(CNS-UREA) NaCMC-CA-(CNS-UREA)-(-CD)

Obrazek 18: Zavislost vysky piku za pouziti hydrogelu
NaCMC-CA-(CNS-UREA)a hydrogelii
obohaceného o p-CD

Jak je patrné z obrazku 18, vyska voltametrického piku se diky pfitomnosti -
CD zvysila az Sestinasobné — z 0,03 pA na 0,19 pA. Na zakladé¢ tohoto vysledku
byla pro dalsi experimenty zvolena smés NaCMC-CA-(CNS-UREA)-(B-
CD) jako nejvhodnéjsi modifika¢ni hydrogel.

Byly provedeny experimenty zaméfené na stanoveni optimalniho pH
acetatového pufru (AB) pro detekci IB. Testovany byly tii hodnoty pH: 3, 4 a 5,
pficemz byla pouzita GCE elektroda modifikovand hydrogelem NaCMC-CA-
(CNS-UREA)-(B-CD). SloZeni hydrogelu bylo nasledujici:

o« NaCMC: 1 mg'ml™!

o CA (kyselina citronova): 10 mM
« [B-CD (B-cyklodextrin): 10 mM

« CNS-UREA: 5 mg-ml!
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Obrazek 19: Zavislost vysky piku pro AB o rizném pH

Jak vyplyva z vysledkti zobrazenych na obrazku 19, nejlepsi elektrochemicka
odezva byla dosazena pii pH 4. Tento vysledek potvrzuje, Ze pH je kliCovym

faktorem ovlivnujicim efektivitu detekce IB.

Kromé CNS dopovanych moc€ovinou byly k dispozici 1 dalsi typy CNS, které
se lisily teplotou karbonizace (500, 600 a 800 °C). Ve vSech téchto testech ziistalo
sloZzeni hydrogelu, pH AB a koncentrace IB konstantni; vysledna koncentrace
CNS byla misto 1 mg-ml' nové nastavena na 5 mg-ml'. Z vysledka (obr. 20)
vyplyva, ze zadné z testovanych CNS neposkytovaly lepsi vysledek nez CNS-
UREA. Nasledné¢ byl testovan vliv jejich koncentrace v hydrogelu na
elektrochemickou odezvu. Testovana koncentrace CNS-UREA v hydrogelu byla
konkrétné€ 0,5; 1;2; 5a 10 mg-ml™.
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Obrazek 20: CNS pripravené riiznymi zpusoby v (-CD)-NaCMC-CA hydrogelu
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Obrazek 21: Zavislost vysky piku na koncentraci CNS-UREA
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Zobrazku 21 je patmé, Ze z testovanych koncentraci CNS-UREA se
jako optimalni jevi koncentrace 5 mg-ml~'. Ostatni koncentrace — jak nizsi, tak
vysSi — nevykazovaly tak silnou elektrochemickou odezvu, coz mize souviset
s optimalni interakci mezi nanoc¢asticemi a molekulami IB pravé v tomto rozmezi
koncentrace. Na zaklad¢ téchto vysledkti byla koncentrace CNS-UREA pro dalsi

experimenty nastavena na 5 mg-ml .

Po vybéru optimédlniho typu CNS a nastaveni méficich podminek byly
sestrojeny kalibraéni ~ zavislosti. Ty byly vyhodnoceny na zakladé

elektrochemicke odezvy tti typl elektrod:

« GCE modifikované hydrogelem obsahujicim p-CD-NaCMC-CA-
(CNS-UREA),

« elektrochemicky aktivované GCE (parametry v bod¢ 3.1.2.)

« nemodifikované GCE

Pro kalibraci bylo pouzito rozmezi koncentraci IB od 1,4 mg-1"! do 45 mg-1"".
Z analyzy ziskanych kalibra¢nich kiivek (Obrazek 22) je patrné, ze linearni vztah
mezi koncentraci IB a elektrochemickou odezvouse u jednotlivych

modifikovanych elektrod projevuje v rozmezi 1,4 mg-1"" az 13 mg-17".

Z linedrnich casti kalibra¢nich kiivek byly vypocitany
parametry citlivosti a meze detekce (LOD), které jsou uvedeny v Tabulce 3. Z
téchto tdaji vyplyva, ze modifikace GCE pomoci hydrogelu (B-CD)-NaCMC-
CA-(CNS-UREA) vedla pouze knepatrnému zlepSeni vysSky piku v linearni
oblasti kalibra¢ni kiivky.

Citlivost této elektrody dosahla hodnoty 0,0236 pA-1"'-mg™, coz je sice
zlepSeni  oproti nemodifikované ~ GCE (0,0168 HA-1""'mg™?),  avSak
hodnota LOD se naopak zhorsila— 72,009 mg-I"! (nemodifikovana GCE)
nall,20 mg'1"!. To naznaCuje, ze piidavek tohoto hydrogelu nezajistil

pozadované zlepseni detekce pro danou analytickou aplikaci.
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Naopak u elektrochemicky aktivované GCE bylo pozorovano zvySeni vysky
piku v linearni oblasti kalibracni kiivky, coz svéd¢i o lepsi elektrochemické
odezvé ve srovnani s nemodifikovanou elektrodou. Z vypoctenych hodnot
vyplyva, Ze tato modifikace vedla ke zlepSeni citlivosti (0,068 pA-1"''mg™)
I LOD (1,487 mg-1"), coz ¢ini tuto upravu vyhodnéjsi pro detekci IB v §irSim

rozsahu koncentraci.

®  GCE elektrochemicky aktivovana
® Nemodifikovana elektroda

A (B—CD)-CA-NaCMC-(CNS-UREA)
2]
]
]
|
< .
2 11 "
< .
©
ﬁ‘:{ . 2 A
S A
= - A ©
£ ®
| A
A‘ L ] o ¢
0- °®
| | I | I |
0 10 20 30 40 50
-1
Cg (Mg.lI")

Obrazek 22: Kalibracni kiivky pro IB

Tabulka 3: Ziskané citlivosti a LOD pro jednotlivé modifikace GCE

LOD [mg.I"}] | Citlivost [uA.I't.mg?]
GCE elektrochemicky aktivovana 1,486635 0,068
Nemodifikovana GCE 2,009 0,01680
(B-CD)-NaCMC-CA-(CNS-UREA) 11,20 0,0236
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Pro porovnani s jinymi studiemi lze uvést praci Mekassy et al. (Mekassa et
al.,2018), ve které byl pro detekci IB pouzit GCE modifikovany poly(L-
asparagovou kyselinou). V této studii byla uvedena mez detekce (LOD) ve
vys$i 0,1527 mg-17'. V jiné studii od Rivera-Hernandez et al. (Rivera-Hernandez
etal., 2016) byla pro detekci IB pouzita kompozitni uhlikova pasta s vicesténnymi

uhlikovymi nanotrubickami, pficemz dosazena LOD ¢inila 1,87 mg-17".

Po ziskani kalibra¢nich kiivek pro jednotlivé elektrody bylo nasledné
zkoumano, zda l1ze elektrochemicky aktivovanou GCE pouzit pro méfeni realného
obsahu IB v tabletach, konkrétné v tabletach Ibalginu®. MéEreni realného obsahu
IB bylo provedeno tii krat po sobé&, pro zajisténi pfesnosti méteni a spolehlivosti
vysledkd. Tento experiment tak slouzil jako prvni krok k validaci elektrody pro
redlné aplikace v analytickych procesech, zamétenych na detekcei 1&€iv a jinych

bioaktivnich slou¢enin ve farmaceutickych vzorcich.

Tabulka 4: Naméfené koncentrace IB obsazené v tablet¢ Ibalginue pro

elektrochemicky aktivovanou GCE

1. 2. 3.
% % %
meéreni meéreni meéreni
C IB v tableté
373,3 93 367,3 92 274.6 69
(mg.I")

Tabulka 5: Naméfené koncentrace IB obsazené v tablet¢ Ibalginue pro

nemodifikovanou GCE

1. 2. 3.
% % %
meéfeni meéreni meéfeni
C IB v tableté
682,7 171 588,2 147 615,3 154
(mg.I")
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Vyrobce deklaruje, ze kazda tableta 1éCivého ptipravku Ibalgin® obsahuje 400

mg ucinné latky — ibuprofenu (IB).

Pii prvnim meéfeni (Tabulka 4) bylo dosazeno piiblizné 93 % hodnoty
deklarované vyrobcem, coZ svéd¢i o velmi dobré schopnosti senzoru presné
kvantifikovat obsah IB ve vzorcich tablet. Tato hodnota je v souladu s
ocekavanymi vysledky a potvrzuje vhodnost senzoru pro analytické aplikace v
oblasti farmaceutické analyzy. Pifi druhém méfeni bylo zaznamenano mirné
snizeni oproti prvni detekci, a to na 92 %. Tento drobny pokles lze pfiCist
interferencnim ucinkim dalSich slozek pfitomnych v tablet¢ a snizenim
elektrokatalyticky funk¢nich skupin. Pfesto se jedna o uspokojivy vysledek, ktery
nadale potvrzuje spolehlivost senzoru. Tteti méfeni vSak vykazalo vyrazny pokles
a to na 69 % oproti udaji udadvaném vyrobcem, coz muize indikovat problémy
spojené s opotiebenim ¢i kontaminaci povrchu elektrody. K moznym pfi¢indm
patii znecCisténi elektrody béhem ptedchozich analyz, zména elektrochemickych
vlastnosti povrchu modifikované elektrody nebo saturace aktivniho materidlu
senzoru. Dal$i vyznamny vliv mohou mit 1 pomocné latky obsaZené v tabletg,
které mohou interagovat s povrchem elektrody a tim ovlivnit jeji selektivitu a

stabilitu.

Pro srovnani byla méfeni provedena rovnéz s nemodifikovanou elektrodou
(Tabulka 5). Vysledky ukazaly, ze naméfené koncentrace ibuprofenu byly
vyrazné¢ nadhodnoceny ve srovnani s vyrobcem deklarovanou hodnotou.

Konkrétné:

« pfi prvnim méfeni byla koncentrace vyssi o 71 %
o piidruhém o047 %
o apiitietim o 54 %
Tyto hodnoty naznacuji, Ze nemodifikovana elektroda vykazuje nizsi selektivitu

a vy$8i nachylnost k interferencim z jinych slozek vzorku. Je pravdépodobné, Ze
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v diisledku absence specifické upravy povrchu dochdzi k zesilené odezvé i na jiné
latky pfitomné v tableté, coz vede k systematickému nadhodnoceni vysledné
koncentrace. Tento fakt podtrhuje vyznam modifikace elektrody pro dosazeni

specifické, ptesné a reprodukovatelné detekce ibuprofenu.

Z téchto vysledkli je patrné, ze modifikovany senzor vykazuje vyrazné lepSi
analytické vlastnosti nez nemodifikovanéd elektroda, a to zejména z hlediska
presnosti a selektivity. Dals$i vyvoj by se mél zaméfit na zvySeni stability a

odolnosti senzoru pii1 opakovaném pouziti.

4.3.3 Stanoveni méd’natych ionti pomoci zlatych nanoéastic

Byl vyvinut elektrochemicky biosenzor pro detekci glukézy (Glu), ktery
vyuziva tisténé uhlikové elektrody (SPE) ve spojeni se syntetizovanymi zlatymi
nanocasticemi (AuNPs) a imobilizovanym enzymem glukoéza oxidazou (GOX).
Cilem tohoto vyzkumu bylo otestovat, zda takto pfipraveny biosenzor bude
fungovat 1 jako senzor tézkych kovi, které reverzibilné inhibuji GOx a tudiz
snizuji odezvu biosenzoru v pritomnosti konstantni koncentrace Glu. Na zacatku

byly pfipraveny dva typy biosenzorii:

« Biosenzor bez AuNPs,
o Biosenzor s AuNPs, kter¢ byly naneseny na povrch SPE

pomoci elektrochemické depozice.

Syntéza AuNPs probihala z3 mM roztoku HAuCls rozpusténého v 0,2 M
H2SO., piicemz elektroda byla polarizovana na —0,2 V po dobu 60 sekund. Tento
krok mél za cil ovéfit, zda pritomnost AuNPs zvySuje elektrochemicky signal

biosenzoru pii stejné koncentraci glukdzy.
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Obrazek 23: Chronoampérometricka odezva
biosensoru bez a s AUNPS na riizné

koncentrace glukozy

Obrazek 23 ilustruje, Ze elektrody se syntetizovanymi AuNPs vykazuji vyssi
proudovou odezvu nez elektrody bez AuNPs, a to pfi riznych koncentracich
glukézy. Tento vysledek naznaCuje, ze pfitomnost AuNPs zlepSuje
elektrochemickou aktivitu biosenzoru, coz vede k vyssi citlivosti pfi detekci
glukozy. Vyssi proudova odezva miize byt zpisobena zlepSenou elektrickou
vodivosti a vétsi  dostupnosti  aktivnich  mist pro  enzymatické reakce

diky nanostrukturovanému povrchu elektrody, ktery AuNPs vytvareji.

Na zdklad¢ téchto pozorovani a dosazenych vysledkii bylo rozhodnuto,

ze AuNPs piipravené syntézou budou vyuzivany i v dalSich experimentech.
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V dalsim kroku experimentu byla pozornost zaméfena na optimalizaci objemu
enzymu GOX pottebného pro modifikaci SPE. Byly provedeny testy s riznymi
objemy roztoku GOx (koncentrace 40 mg/ml), konkrétn€ 5 pl a 10 pl. Cilem bylo
zjistit, ktery objem poskytne nejlepsi elektrochemickou odezvu, kliCovou pro

maximalni citlivost biosenzoru.

Vysledky (obrazek 24) ukazaly, Ze biosenzor pfipraveny s pouzitim 5 pl
GOx generoval vyssi proudovou odezvu nez biosenzor s 10 pul GOx. Napf.
hodnota u 40 mM Glu je 0 12% vétsi u objemu 5ul nez 10ul. Lze to vysvétlit

lepsim usporadanim enzymu, pii depozici z mensiho objemu roztoku.

10 pl
® 5ul

-20 | (I) | 20 40 60 80 | ’I(I)O | 120 140 | ’IEISO
Cqy (MM)
Obrazek 24: Ruzny objem GOx (40 mg/ml). Podminky: AuNPs byly
elektrodeponovany z 3 mM HAuCl4 obsahujiciho 0,2M
H2504 pri -0,2 V po dobu 60 s

Dalsim krokem v optimalizaci vykonu biosenzoru bylo zaméteni na aktivaci

povrchu SPE elektrody se syntetizovanymi AuNPs. Aktivace povrchu elektrody
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je kliCovym procesem, ktery miize vyznamné ovlivnit elektrochemické vlastnosti

biosenzoru, zejména jeho citlivost a stabilitu.

K aktivaci povrchu byla pouzita cyklickd voltametrie v 0,5 M roztoku kyseliny
sirové (H2SO4). Tento postup je bézn¢€ vyuzivan (Jusys et al. 2000) k odstranéni
kontaminanti, vycisténi povrchu elektrody a vytvofeni optimalni struktury pro
adsorpci dalSich materialii, jako je enzym GOx, ktery je zasadni pro detekci

glukozy.

Cyklicka voltametrie byla provadéna v rozsahu napéti, ktery umozZiuje
efektivni aktivaci zlatého povrchu. Tento proces vyvolal oxidacné-redukéni
reakce na povrchu AuNPs, coz vedlo k vytvofeni vrstvy vhodné pro dalsi

modifikaci a interakci s enzymy.

Pro  vyhodnoceni ucinnosti aktivace byly porovnany vysledky
elektrochemickych méfeni provedenych na elektrodach s aktivaci a bez aktivace.
Porovnani (Obrazek 25) ukazalo, Ze aktivované elektrody vykazovaly vyrazné
lepsi elektrochemické parametry, napt. u koncentrace Glu 20 mM bylo zvyseni
témei 0 50 % , vCetn¢ vyssi proudové odezvy a lepsi stability signadlu béhem

meéreni.

64



B bez aktivace

50 . e s aktivaci
[ ]
»
40
QSO_ .
= ]
— L ] ™
< 7p 4
- E
E
10 S . g
m
[}
ol o
I ! I ! I ! I ! I ! I ! |
0 5 10 15 20 25 30

C (mM)
Obrdazek 25: Ucinek aktivace pomoci H2SOx

Dalsi krok experimentu byl zaméfen na porovnani riznych podminek syntézy
AuNPs na povrchu elektrody, pro identifikaci parametri vedouci k
dosazeni nejvyssi proudové odezvy a citlivosti  biosenzoru. Klicové bylo
otestovat rizné hodnoty potencialu a doby trvani depozice, protoZe tyto faktory

zasadné ovliviiuji kvalitu ptipravy elektrody a jeji citlivost pfi detekci glukédzy.

Pro tento ucel byla pouzita chronoamperometrie, elektrochemickd technika,
ktera méii proud jako funkci Casu pii konstantnim napéti. V rdmci této metody

byly testovany tfi rizné podminky syntézy AUNPS:

« 0,2V po dobu 60 sekund
« 0,4V po dobu 60 sekund
« —0,4V po dobu 120 sekund

Vsechny tfi metody byly vyhodnoceny na zédkladé€ proudové odezvy biosenzoru
ziskané chronoamperometricky v ptitomnosti zvysujicich se ptidavkl glukdzy.
Cilem bylo zjistit, kterda kombinace napéti a doby depozice poskytuje nejvyssi

citlivost pro detekci glukozy.
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Obrazek 26: Srovnani riznych parametrii

elektrodepozice AUNPs

Obrazek 26 zobrazuje riazné proudové odezvy, které byly dosazeny pfi riiznych
podminkach syntézy AUNPS. Ziskand data naznacuji, Ze nejvyssi proudova
odezva byla pozorovana pii pouziti depozi¢niho potencialu -0,2 V po dobu 60
sekund. Vzhledem k témto vysledktim bylo rozhodnuto tento rezim (depozice pii
-0,2 V po dobu 60 s) zvolit pro vSechny nasledujici experimenty, protoZe ptinesl

nejvyssi citlivost a stabilitu biosenzoru.

Byla provedena Uprava imobiliza¢niho procesu, aby se zlepSila stabilizace
enzymu na povrchu elektrody. Prvnim krokem bylo snizeni koncentrace GOx z

pltvodnich 40 mg/ml na 10 mg/ml.

Dalsi uprava se tykala prodlouzeni doby plisobeni GA, ktery slouZi jako fixa¢ni
¢inidlo pro imobilizaci GOx. Pivodné byla doba pisobeni GA nastavena na 15
minut, coZ se ukdzalo jako nedostatecné pro zajiSténi dostate¢né siln¢ho a
stabilniho uchyceni enzymu na povrchu elektrody. Pro zlepSeni stability a

pevnosti imobilizace byla doba plisobeni GA prodlouzena na 20 minut. Tento
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krok umoznil lepsi kovalentni vazby mezi GA a GOx, ¢imzZ se zajistila stabilnéjsi

imobilizace a zlepsila se dlouhodobé stabilita biosenzoru.

Tato kombinace snizené koncentrace GOx a prodlouzené doby plisobeni GA
vedla ke zlepSeni konzistence odezvy biosenzoru. Po téchto upravach byly
elektrody s imobilizovanym GOx schopny generovat stabilngjsi a opakovatelné

signaly, coz vyrazn¢ zlepsilo jejich citlivost v dalsich experimentech.

Pti zkoumani inhibice aktivity enzymu GOx ionty Cu?** bylo nezbytn¢ nejprve
stanovit optimalni koncentraci glukozy (Glu) pro nasledna méfeni a analyzu
inhibi¢niho efektu. Za timto t¢elem byly testovany rizné koncentrace Glu: 1 mM,
2 mM, 3 mM a 4 mM, aby se zjistilo, pii které koncentraci biosenzor

vykazuje nejlepsi a nejstabilngjsi elektrochemickou odezvu.

Béhem téchto experimenti byly k roztokim glukozy pridavany razné
koncentrace iontli Cu?*, aby se vyhodnotil jejich inhibi¢ni vliv na GOX, coz se
projevuje snizenim proudové odezvy biosenzoru. Cilem bylo zjistit, jaké

koncentrace Cu?* zplsobuji nejvyznamnéjsi inhibici a jak tento proces koreluje s

riznymi koncentracemi Glu.

AuNPs, které byly pouZity v téchto experimentech, byly pfipraveny
elektrochemickou syntézou z 3 mM HAUCI, v kombinaci s 0,2 M H,SO,. Syntéza
probihala za podminek aplikovaného napéti -0,2 V po dobu 60 sekund.
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Obrdzek 27: Zavislost proudu na koncentraci Cu?* pii rizné koncentraci glukézy. A-1

mM Glu, B-2 mM Glu, C-3 mM Glu a D-4 mM Glu.

Obrazek 27 znazornuje zavislost proudové odezvy biosenzoru na koncentraci

iontl Cu?" pfi riznych koncentracich glukozy, métenou pomoci elektrody typu

SPE/AuNPs/GOx. Na obrazcich A, B a C jsou zobrazeny méfeni pii

koncentracich glukdézy 1 mM, 2 mM a 3 mM. Tyto grafy ukazuji relativné Spatnou

opakovatelnost méteni, coz je doprovazeno $irSimi chybovymi tseckami.

Na obrazku 27D, ktery zobrazuje vysledky méfeni pii koncentraci Glu 4 mM,

byla pozorovana vyrazné lepSi opakovatelnost méfeni. V tomto ptipadé byly

chybové useCky podstatné mensi, coz ukazuje na stabilnéj$i a konzistentni

elektrochemickou odezvu biosenzoru.
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Na zaklad¢ téchto vysledkt, které ukazuji na lepSi opakovatelnost a stabilitu
pti 4 mM Glu, byly pro nésledné experimenty vybrany pravé 4 mM Glu jako

optimalni koncentrace pro testovani vlivu iontl Cu?" na aktivitu GOX.

Vzhledem k tomu, Ze odezva zbiosenzoru na pfitomnost Cu?* nebyla
uspokojiva byly testovany i jiné zpusoby pfipravy nanoc¢astic. Kromé roztoku 3
mM HAuCl4 v kombinaci s 0,2 M H2SO4, byl otestovan i 10 mM roztok HAuCl,
smichanym s 0,1 M KNOj za podminek syntézy -0,2V po dobu 200 s. Také byla
upravena metodika imobilizace enzymu GOx. Plvodni protokol imobilizace,
ktery zahrnoval standardni vystaveni elektrody roztoku GA, byl vylepsen tim, Ze
elektrody byly vystaveny pardm GA po dobu 5 minut pied zahdjenim
standardniho 1imobiliza¢niho procesu. Tato Gprava méla za cil zlepSit vazbu mezi
GA a povrchem elektrody, coz vedlo k pevnéjsi a stabilnéjsi imobilizaci GOX. Po
této upravé bylo dosaZeno vyrazného snizeni chybovych tsecek a zlepSeni

stability elektrochemické odezvy biosenzoru, jak ukazuji vysledky na obrazku 28.
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Obrazek 28: Viiv upravy metodiky imobilizace enzymu GOx
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Na obrazku 29 je prezentovana srovnavaci analyza inhibi¢niho u¢inku iontd
Cu*" na aktivitu GOx za raznych podminek depozice AuNPs depozi¢niho

potencialu a dobé¢ trvani depozice. Testovany byly tfi rizné podminky syntézy:

« -0,2V po dobu 200 sekund
« -0,4V po dobu 200 sekund
« -0,4V po dobu 400 sekund

Vysledky ukazaly, ze AuNPs deponované pii napéti -0,4 V po dobu 400 sekund
vykazovaly nejvyssi elektrochemickou odezvu napfi¢ vSemi testovanymi
koncentracemi Glu, coz znamend, ze tato podminka depozice vedla k
nejefektivnéj$i tvorbé zlatych nanocastic, které poskytly nejlepsi vykon
biosenzoru. Naopak depozice AuNPs pii napéti -0,2 V po dobu 200 sekund vedla
k nejnizs$i odezveé biosenzoru, coZ naznacuje, Ze podminky s niZ§im napétim a
krat$i dobou depozice vedou k mensi hustoté nebo kvalité syntetizovanych

nanocastic, coz ma za nasledek nizsi elektrochemickou aktivitu.
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Obrazek 29: Analyza inhibicniho ucinku Cu®* pri pouZiti
riiznych podminek depozice AUNPS
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ZAVER A PRINOS PRACE

V této disertacni praci byly navrzeny a vyvinuty elektrochemické senzory na
bazi nanomateridlii urcené k detekci raznych polutantii. Vyzkum se zamétil na
vyuziti pokro€ilych materialti, jako jsou uhlikové nanocastice (grafen oxid,
uhlikaté nanosféry) a zlaté nanocastice, s cilem zlepsit citlivost a

selektivitu elektrochemickych senzorti pro detekci specifickych kontaminanti.

Pro ptipravu senzorii byly vyuzity rizné formy uhlikovych nanomateriali,
pfi¢emz zvlastni pozornost byla vénovana grafen oxidu piipraveného Brodieho a
Hummersovou metodou. Grafen oxid je diky své velké ploSe povrchu a
schopnosti adsorbovat rizn¢ molekuly vhodnym materidlem pro elektrochemicke
aplikace. Dale byly vyuZity uhlikaté nanosféry, které rovnéz vykazuji vhodné

elektrochemické vlastnosti.

Zlaté nanocastice byly testovany pro jejich stabilitu a schopnost zvySovat

elektrochemickou vodivost. Jejich pritomnost vedla ke zlepSeni citlivosti senzort.

Modifikované elektrody (ze skelného uhliku a tisténé) byly pouzity k
detekci iontd  tézkych kovi (Pb?, Cu?") a farmaceutickych kontaminantd
(ibuprofen). Detekce tézkych kovil je zdsadni pro ochranu Zivotniho prostiedi a
zdravi, zatimco ibuprofen, bézné pfitomny v odpadnich vodéach, piedstavuje

riziko pro ekosystémy.

Pro detekci Pb* byla pouzita elektroda modifikovana
hydrogelem hydroxyethylcelul6za-kyselina citronova s ptidavkem grafen
oxidu za pouziti dvoukrokové metody, spocivajici v prvnim kroku na inkubaci
iontl tézkych kovu z roztoku a ve druhém kroku pieneseni do cely, kde bylo
provedeno méfeni pomoci ASSWV. Vysledky ukazaly, ze i malé mnozstvi grafen
oxidu pfipraveného Brodieho metodou (0,075 mg-ml ™) vyrazné zlepsilo citlivost

elektrody vaéi tézkym kovium. Grafen oxid prispél ke zvySeni citlivosti a
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selektivity diky své schopnosti adsorbovat ionty a zvySovat aktivni povrch

elektrody.

Naopak pii detekci ibuprofenu se ukazalo, Ze hydrogelovd matrice -
cyklodextrin-sodna stl karboxymethylcelulézy-kyseliny citronové s ptidanymi
uhlikatymi nanosférami dopovanymi mocovinou neni vhodna, protoze vedla ke
zhorSeni limitu detekce oproti nemodifikované elektrodé ze skelného uhliku.
Naproti tomu elektrochemicky aktivovana elektroda ze skelného uhliku vykazala
vyrazné zlepSeni citlivosti i limitu detekce a byla uspésné pouzita k detekci
ibuprofenu v tabletach Ibalgin®, kde bylo dosazeno detekce O 7 % mensi nez je
hodnota uvedena vyrobcem pii prvnim méfeni. Pii opakovanych méfenich vsak
doslo ke snizeni detekce hodnoty, coz poukazuje na potiebu zlepSeni stability

elektrody.

V rdmci vyzkumu byl také vyvinut gluk6zovy biosenzor, vyuzivajici SPE se
syntetizovanymi zlatymi nanoc¢ésticemi a imobilizovanym enzymem glukéza
oxidazou, uréeny k monitorovani inhibice enzymu ionty Cu**. Nejlepsi vysledky
byly dosazeny pii chronoamperometrické syntéze AuNPs pomoci
pouziti filtrovaného 10 mM roztoku HAuUCIl; v 0,1 M KNO;a s parametry
chronoamperormetrie —0,4 V po dobu 400 s, coz vedlo k vytvofeni stabilni a
homogenni vrstvy AuNPs. Vybér optimalni koncentrace glukézy pro inhibici
Cu** byl rovnéz soucasti experimentu. Na zdklad€ naSich testd se ukazalo, ze

nejvhodnéjsi koncentraci glukozy pro efektivni inhibici iontd Cu?* je 4 mM.
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