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Seznam pouzitych zkratek

GOx

ATP
NAD"*
NADH
FAD
FADH
CNTs
SWCNTs
MWCNTSs
BDD

GC

glukosaoxidasa

adenosintrifosfat

oxidovana forma nikotinamidadenindinukleotidu

redukovana forma nikotinamidadenindinukleatid

oxidovana forma flavinadenindinukleotidu

redukovana forma flavinadenindinukleotidu

uhlikové nanotrutky (carbon nanotubes)

jednosnné uhlikové nanotrudky (single-walled carbon nanotubes)
vicestnné uhlikové nanotrugky (multi-walled carbon nanotubes)
diamantové elektrody dopované borem

skelny uhlik (glassy carbon)



1. Uvod

Sacharidy pat k zakladnim stavebnim prirkn Zivych organism, plni funkci
zasobnich latek a slouzi jako zdroj energie. Stanbwsachari@l je dilezité nejen
v pramyslovych aplikacich — potravitgky primysl (fermentace), farmacie,
biotechnologie, alefedevsim v medicin Pra diky medicinskym aplikacim dosahly
vyznamného rozmachu glukosové senzory, coz jésapeno nutnosti nalezeni
jednoduchého, rychlého, spolehlivého a levnéhdsapu stanoveni obsahu glukosy
v krvi. Pfresné stanoveni obsahu glukosy v krvi je nezbytr#&labg pii diagnostice

a l&bé onemoceini diabetes mellitus, kterym v dnesni daikpi vice nez 200 mil. osob.

V sowasné dob existuji dva zakladni typy senzopro stanoveni glukosy.
Prvnim jsou senzory pro stanoveni glukosy, jejichitivni sloZzkou je enzym
glukosaoxidasa. Druhym typem jsou senzory, jeZ salobji enzym glukosaoxidasu,
povrch elektrody je citlivy imo k gidavikim glukosy, nap médéné elektrody.

PredloZen& diplomova prace se zabyva senzory firaépstanoveni glukosy.
Cilem préace je najitdinny a citlivy elektrodovy povrch pro amperometgécgtanoveni
glukosy. Za timto &elem jsme testovali elektrodovy povrch na bazdmnan@astic
medi a slodenin nédi (CwS).
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2. Teoreticka ¢ast

2.1  Stanoveni glukosy

Rychlé, levné a spolehlivé stanoveni obsahu glukoaje dileZitou roli nejen
v potravindském ptmyslu nebo vyrobnich procesech (hapgfermentace), ale
piedevsim v medici) zejména p diagnostice a k¢ diabetes mellitus. V s¢asné
doke pati diabetes mellitus k jednomu z nejvice réasych onemoai postihujicim

vice nez 200 miliok lidi na celém ssté [1].

Mezi k&Zn¢ pouzivané metody pro stanoveni glukosy fipdtapalinova
chromatografie [2, 3], plynova chromatografie [4, Ealorimetrie [6]¢i titrace (nap.
jodometrickd) [7, 8].

DalSi vyznamnou skupinu metod pro stanoveni glukbsyi Siroka Skala
elektrochemickych stanoveni za vyuziti rozmanitetéktrochemickych metod — niap
polarografie, voltametrie nebo amperometrie. Vyhodeektrochemickych technik

oproti jinym metodam stanoveni je nizka fitahnakladnost, rychlost a selektivita [9].

V medicirt byvaji zpravidla aplikovany dva zakladni typy ntonbvani

glukosy, a to in-vitro a in-vivo.

In-vitro glukosové senzory jsou zaloZeny na komtrbladiny glukosy v Krvi
pomoci glukometr [10], pristroju, které obsahuji tzv. testovaci prouzky, reme
kapilarou a miniaturnim elektrodovym systémem. \@kolkapilary je naséat vzorek krve
dovnitt glukometru, kde se nachazi elektrodovy systém acgwni a referentni
elektrodou, mezi nimiz prochazi elektricky prouceli¥ost proudu odpovidé vysledné
glykemické hladig v krvi.

U nekterych pacienit je poteba ngfit hladiny glukosy kontinuakn
i s davkovanim inzulinu. In-vivo monitorovani glwo[11] probiha v kontinualnich
glukosovych monitorech, jako elektrochemickych seaeh. Elektrochemicky senzor je
vloZzen do podkoZzni tk&npazeci Zaludku po dobu &kolika dni. Béhem této doby je
neustale sledovana hladina glukosy v krvi. Amperoicley signal je nasledn
zaznamenavan a data jsatemesena kijimaci, ktery vyhodnoti glykemickou hladinu

v krvi.
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Mezi nej&tSi problémy amperometrického stanoveni glukosyi giiitomnost
elektroaktivnich interferentv krvi a inaktivace elektrody.

K nejcastjSim elektroaktivnim latkam vyskytujicich se v krpati kyselina
askorbova (vitamin C) a kyselina duva [12]. Tyto d¢ kyseliny pati pri
elektrochemickém stanoveni glukosy k nejvice rusivglemenim. Stejré tak jako
glukosa jsou silnymi redwkimi ¢inidly. Koncentrace kyseliny L-askorbové v krvi se
pohybuje v rozmezi od 0,02 az 0,08 mM. Kyselina&ova je konénym metabolitem

purind a jeji koncentrace v krvi se pohybuje v rozmez0Od® do 42 mM.

Vlivu interferenti na stanoveni glukosy pomoci elektrochemickych @énize
piedejit rfkolika zpisoby. Jednim z nich je opahi senzoru vrstvou tvenou
Nafionem. Nafion je sulfonovany tetrafluoroethylemajici zaporny nabojgimz
zabrauje pfichodu aniont vrstvou. Vrstva Nafionu tak vyraZnomezuje penos
nezadoucich interferaik povrchu elektrody. Timto #igobem mohou byt odstrémy

zSejména kyselina askorbova a kyselingona.

DalSimi vyznamnymi interferenty stanoveni glukosigrvi mohou byt proteiny.
Pro zabraéni vlivu proteimi se pouzivA polymerizovana selektivni vrstva
tvorena polyfenolem nebo polypyrrolem. Enzym se poktgjekou vrstvou polyfenolu
nebo polypyrrolu. Diky fitomnosti vrstvy nemohou proteiny inaktivovat pdvrc

elektrody. Vyhodou této metody je jednoduchost expentalniho provedeni.
2.2  Enzymatické glukosové senzory

VétSina enzymatickych senZorfunguje s pomocitznych prostednili nebo
katalyzatot, kterych se vyuziva kdinnému efektivnimu elektrickému kontaktu

enzymatickych aktivnich center s elektrodami.

Jednim z postdp monitorovani glukosy je metoda vyuZivajici enzym
hexokinasu (EC 2.7.1.1) [13]. Hexokinasatitgmnosti ATP fosforyluje glukosu na
glukosa-6-fosfat, ktery je vifiomnosti koenzymu NADoxidovan enzymem glukosa-
6-fosfat dehydrogenasou (EC 1.1.1.49) na glukorasBit za soéasné redukce NAD
na NADH podle nize uvedenych reakci (1, 2).

glukosa + ATP— glukosa-6-fosfat + ADP (2)
glukosa-6-fosfat + NAD — glukonat-6-fosfat + NADH (2)
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Mnozstvi vznikléeho NADH odpovida koncentraci gluikoa nefasgji byva
stanoveno fotometricky [14] nebo také elektrochémid5].

Dalsi d¥ metody zahrnuji enzymatické elektrochemické glokéssenzory
zalozené bdi na pouziti enzymu glukosaoxidasy (EC 1.1.3.4), nebo
glukosadehydrogenasy (EC 1.1.99.10).

Stanoveni glukosy pomoci glukosadehydrogenasy je regsté. Tento enzym
oxiduje glukosu na glukonolakton ¥ipmnosti NAD za vzniku NADH, jak je

uvedeno v rovnici (3). MnoZstvi vzniklého NADH odpda koncentraci glukosy.
glukosa + NAD — glukonolakton + NADH (3)

Nejcastji pouzivanym enzymem pro stanoveni glukosy je G@gyazri pro
svoji snadnou dostupnost, relattvnizkou cenu afedevsim stabilitu. [12, 16]. GOx
(EC 1.1.3.4) pdt mezi oxidoreduktasy, obsahuje flavinadenindinatite (FAD) jako
koenzym [16]. Bhem enzymatické reakce mezi GOx a glukosou je FAiXogou
redukovan na FADH a glukosa se oxiduje na glukonolakton. FADk¢ dale

reoxidovan rozpushym kyslikem a vznika 0, a FAD [17].
GOx(FAD) + glukosa— GOx(FADH,) + glukonolakton 4)
GOx(FADH,) + O, — GOx(FAD) + HO» (5)

Podle toho, jestli se elektrochemicky stanovujetékkysliku, vznik peroxidu
vodiku, redukovana forma mediatoru, nebo je aktimisto enzymu schopné
elektrochemické regenerace, lze senzory na bazi 6@xlit do nasledujicich (ty)

skupin:
2.2.1 Rozdéleni enzymatickych (na bazi GOx) glukosovych senzar
Biosenzory I. generace

Biosenzory prvni generace jsou zaloZzené na stadowvoubytku kysliku.
Glukosa je stanovovana amperometricky v zavisloatiobsahu kysliku ve vodném
roztoku. V roce 1962 Clark a Lyongi§i s navrhem pouzit enzym glukosaoxidasu pro
konstrukci elektrochemického biosenzoru [17]. Jéwrs® 0 biosenzor pro stanoveni
glukosy v krevni plazgh Ve své aplikaci popsali elektrodovy systém &edy od

meieného progedi membranou propustnou pro plyny. Clarkova a kpea metoda je
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zaloZzena na imobilizaci GOx na membranu kyslikolgkteody, GOx penenuje
glukosu podle vySe uvedenych reakci (4, 5),michz dochazi ke spi@h: kysliku
v roztoku. Pokles koncentrace kysliku je diny koncentraci glukosy ve vzorku. Tato

metoda pedstavuje spolehlivy #tici systém, vyuzitelny v mnoha aplikacich.

Jako prvni uvedla na trh biosenzor tohoto typu dinifellow Spring Instrument
Company (Ohio) v roce 1975. Updike a Hicks tentagp zdokonalili pouzitim dvou
kyslikovych pracovnich elektrod, z nichz jedna bgtdazena vrstvou enzymu a druha

slouzila pro od&teni pozadi [18].

ghikosa o
I elina HO
I

ghilkonora

B O I}HATa

Obr. 1: Biosenzory |. generace

Biosenzorycasto poskytuji odezvu nejen na stanovovany anglglukosu, ale
i na elektroaktivni interferenty, které mohou byit@mny ve vzorku [12]. S timto
problémem se potykaji zejména biosenzory prvni igeee u kterych jer¢ba pabézne
kontrolovat hladinu koncentrace rozpir&ho kysliku a udrzovat ji konstantni.
V opainém gipack by nebyla odezva biosenzoru na Ubytek kyslik@nad koncentraci

glukosy.
Biosenzory vyuzivajici stanoveni peroxidu vodiku

Pro analytické stanoveni glukosy pomoci enzymatickakce lze vyuzit také
stanoveni peroxidu vodiku generovaného enzymatickakci (5). Stanovitdine H,O,
lze pomoci spektroskopickych, titrich nebo chemiluminiscénich metod
[18, 19, 20]. Nicmé& mezi nejpopulargsSi metody v dnedni deébpati metody
elektrochemické [21], kdy je peroxid vodiku mozné@nsvit v oblasti katodickei
anodické [22]. Pro stanoveni peroxidu vodiku sezpaji elektrody platinové, brné
nebo uhlikové, fikladem mohou byt modifikované elektrody ze sketmébliku.
VétSina amperometrickych glukosovych biosefizgg zaloZzena na elektrochemické

oxidaci peroxidu vodiku.
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Biosenzory Il. generace

Biosenzory druhé generace jsou zalozené na pounédiatory neboli
nizkomolekularni redoxni latky pouzivané pro usradnvymeny elektror mezi
enzymy nebo jinymi redoxnimi biomolekulami a elektou. Narozdil od prvni skupiny
nepouzivaji tedy kyslik jako oxidai ¢inidlo, proto se nemusi kontrolovat hladina
koncentrace rozpuStého kysliku. V pipad reakce glukosy s GOx je kyslik v reakci
(5) nahrazen oxidovanou formou mediatoru, po reak@Ox(FADH) je redukovana
forma reoxidovana na elektr@dMediatory urychluji vyminu elektroi mezi aktivnim
centrem enzymu a elektrodou [12]. Jako mediator§aséo pouzivaji nap chinonygi
ferroceny [23]. Oproti senzdm s peroxidem, biosenzory druhé generace praduji p
nizSich potencialeckEimz se da zabranit interferént zpisobenych fitomnosti jinych

elektroaktivnich latek.

medidtor
Chukosa A (oadovani forma)
C 2e
Iomeling ) mediitor j‘
)

ghakonovs [redukowani foemma)

Obr. 2: Biosenzory Il. generace
Biosenzory Ill. generace

Biosenzory teti generace jsou zaloZené ndnm@m Fenosu elektroin mezi
elektrodou a aktivnim centrem enzymu [23, 24]. ddhto biosenzdr se pouZziva
mediator pro spojeni enzymu s elektrodou. Enzym nmezno oxidovat, ani redukovat
piimo na Bzné (zlat&i uhlikové) elektrod, kde dochazi k denaturaci proteinasésti
enzymu,¢imz se cely proces zpomali. Jednou z moZnostiojakito problému fedejit,
je nagiklad modifikace zlaté elektrody 4,4'-bipyridylen25]. Bipyridyl neni sam

o sol& elektroaktivni latkou, ale zahnaje denaturaci.
2.2.2 Imobilizace GOx na povrch elektrody

Pro usgsné zhotoveni biosenzoru jélezita imobilizace biologického materialu
na povrch elektrody [26, 27]. Jednim z nejvice peartych zj@isohi imobilizace je

adsorpce. ® tomto procesu se vyuzivaji né&nejSi interakce (hydrofobni interakce,
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vodikové niistky nebo iontové sily), které jsou zavislé na phtové sile a teplét
Adsorpce mé oproti ostatnim imobiltzdm metodantadu vyhod. Je mé&rekonomicky
nakladna, ma jednodussitgob provedeni a po inaktivaci imobilizovaného enzym
muze byt proces adsorpcekolikrat opakovan. Imobilizaci GOx pomoci adsorgeeve
Své praci zabyva Bayramoglu a kol. Pro imobilizagtdi vyuzili polymer, konkrétg
polyanilin [26]. Vodivé polymerni vrstvy umaaji snadwjSi prenos elektroin mezi
enzymem a povrchem elektrody. Polyanilin slouzilo pmodifikaci povrchu
polyakrylonitrylu. GOx o koncentraci 1 mg/ml bylanabilizovana na membrany
polyanilinu a polyakrylonitrylu $ teplo& 22 °C, délka imobilizace byla 4 hodiny. Po
této dok byly membrany imobilizované GOx z roztoku odséran a proplachnuty
fosfatovym pufrem o pH 7. Diky fffomnosti vodivych kompozitnich membran
vykazovala GOx lepSi teplotni stabilitu a aktivibnobilizovana vrstva GOx, uchovana

pii teplo€ 4 °C, byla stale aktivni i po dvoué&sicich.

DalSi pouzivanou a pafm¢ jednoduchou technikou je mechanické uchyceni
enzymu na povrch elektrody pomoci membrany [12].xG&® kapne na povrch
elektrody a pekryje se dialyzéni membranou, kterd zadrZzuje biomakromolekuly.
Dialyzatni membranou byva n#glad celulosa nebo acetylcelulosa. Zachycené
molekuly jsou v prosedi vhodného pufru, doéhoz se fda filtracni papir, ktery
definuje tlousku biovrstvy. Mechanickym uchycenim GOx za vyuzitiembrany
tvorené celulosou a acetatem celulosy se zabyva Zkab R8]. Dialyza&ni membrany
byly pripraveny z roztoku celulosy a acetatu celulosyoTo latky byly smichany na
sklerené desce a naslegirpondeny do lazg s destilovanou vodou. Roztok byl nejprve
na kratkou dobu ponechan za pokojové teploty st@atpddleni sklegné desky od
smési byla membréana po dobu 5 minut ponechana veé.v@dk se suSilafppokojové
teplo€. Takto gipravena membrana byla poté pégrma do 0,05 M roztoku jodistanu
sodného a ponechana stat po dobu 30 mi@&Qp°C. Nasled& bylo na tuto membranu
pomoci skle#né kapilary naneseno malé mnozstvi GOx o koncanratg/ml. GOx
s membranou byla ponechéana zaschnéueplo€ 4 °C po dobu 24 hodin. Po této dob

byla sngés promyta fosfatovym pufrem o pH 7.

Zestovani je dalSim moznym #pobem imobilizace [27]. Jedna se o reakci
molekul enzynd s bifunkénim ¢inidlem, nap. glutaraldehydem. Zesitit se tge
samotny enzym, nebo se enzyniz® smichat s inertni bilkovinou, rfaglbuminem.

Enzymy imobilizované zebvanim mivaji velmi dobrou stabilitu. Vyhodou této

16



metody je takeé jeji rychlost a jednoduchost. Inipaci GOx zegiovanim ve své praci
popisuje Jung a kol. [29]. Autiosledovali imobilizaci GOx v pérech celularnény,
jako bifunkeni ¢inidlo byl pouzit glutaraldehyd. GOx s glutaraldeleyn byly ponéeny
do 2 ml 0,1 mM roztoku citratového pufru. Po pep@éani byla fipravena srés po dobu
nékolika hodin ponechana statigeplog 5 °C. Poté byla pomoci filtrace ze &n
odcklena pevna faze od kapalné. Ziskany pevny matmeoény GOx a celularnigmou
byl promyt v citratovém pufru. Auto dosgli k zawru, Ze GOx imobilizovana

zestfovanim vykazuje vysokou aktivitu.

DalSi technikou je zachyceni v gelu nebo polyméadna se o inkluzi enzymu
uvnité struktury membrany. Tato metoda se pouZziva veespaj polyakrylamidem nebo
Zelatinou [12]. Timto zfsobem imobilizace se ve své praci zabyva Zuo a[lBol.
Misto Zelatiny autth pouZzili polyvinylalkohol (PVA). Se 16Ql 5% PVA bylo
smichano 2@l oxidu kiemkitého. V 10ul vzniklé sn&si bylo rozptyleno 1@l GOXx.
Po 1 hodig stani pi pokojoveé teplat byly 4 ul z pripravené srési naneseny pipetou na
povrch platinové elektrody modifikované Berlinskanodi. Fripraveny senzor
vykazoval rychlou odezvu, dlouhotrvajici stabil@uvysokou citlivost, jejiz hodnota
byla 27,06uA.cmZmM™,

2.2.3 Vyuziti nanomateriala pii konstrukci senzoni vyuzivajicich GOx

Pri  konstrukci glukosovych biosenZor se v posledni da@éb uplatiuji
nanomaterialy. Jejich pouzitiipasi zlepSeni vlastnosti biosenzdzlepsSeni citlivosti,
linearity, stability, rychlosti odezvy apod.). téésouvislosti byvajicasto pouzivany
nana@astice pechodnych ko v kombinaci s uhlikovymi nanotrutkiami. Uhlikové
nanotrubfky, tvorené Sestithelnikovymi sihi uhlikovych atomi, uspdadanych do
podoby trubtek [31], mohou byt aplikovany v elektroanalyze [33] a pouzity jako
imobilizatni matrice pi tvorbé amperometrickych biosenzor Casto se pouzivaji
v modifikaci planarnich elektrod, dik§emuz se zvySuje drsnost povrchu, pérovitost
a kompatibilita k biologickym latkdm. fRomnost CNTs $ imobilizaci GOx je
uzitetna pro zachovani jeji vysoké aktivity. CNTghbm €chto elektrochemickych
reakci mohou urychlit ignos elektroih. Elektrody modifikované uhlikovymi
nanotrubikami obvykle vykazuji rychlou odezvu, vysokou citist a stabilitu uci
glukose [33, 34, 35].

Pouzitim nan&astic nédi v kombinaci s SWCNTs a chitosanem -
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biopolymerem, ktery v tomtoifpadt slouZzil pro dispergaci nagastic nédi a také pro
imobilizaci GOx, se ve své praci zabyva Wang a K86]. Na elektrodu ze skelného
uhliku modifikovanou SWCNTs byly nadeponovany nsstice nédi. Nejprve byly
SWCNTs rozpusghy v destilované vafl a po ponechani 15 minut v ultrazvuku byla
vrstva SWCNTs nanesena pipetou na elektrodu zendhkel uhliku. Na takto
modifikovanou elektrodu byly pomoci cyklické voltatrie nadeponovany natéstice
medi. Rozsah potenciélpii cyklické voltametrii se pohyboval v rozmezi od4@o
0,6 V vs. SCE p scanovaci rychlosti 50 mV/s. Pro imobilizaci GG modifikovanou
elektrodu autti pouzili metodu zesovani, kdy byly aminoskupiny chitosanu a enzymu
GOx navazany pomoci glutaraldehydu. Zkonstruovaegzer vykazoval relativh
nizky detekni limit, 0,02 mM, vysokou citlivost a patmé dobrou stabilitu.

Konstrukci glukosového biosenzoru s vyuzitim r@stic stibra se zabyva
prace, kterou publikovali Shi a Ma [37]. Roztok G@®@xoncentraci 10 mg/ml byl
s nangasticemi gtibra smichan v kadince. Do roztoku byidan chitosan spolu
s glutaraldehydem. Pcikolika minutach byla do sési pondena platinova elektroda.
Timto zpisobem doslo k depozici vrstvy nasstic stibra a zarovie k imobilizaci GOx
na platinovou elektrodu. &fleni probihalo P potencialu 0,6 Vvs. Ag/AgCI
v neutralnim prosedi. Ritomnost nandastic stibra zvySila schopnost absorpce
enzymu a urychlila ignos elektroih mezi molekulami enzymu a povrchem elektrody.
Proudova odezva takto modifikované elektrody byasV, nez by byla bezipomnosti
nanaastic stibra. Senzor vykazoval pammé vysokou citlivost, 67,1FA.cm2mM™,
nizky detekni limit, 10° M a dobrou stabilitu.

Tvorbu amperometrického biosensoru na bazi éastec platiny, thioninu
a MWCNTs ve své praci popisuje Yu a kol. [38]. Nemmpozit sestavajici
Z nang@astic platiny, thioninu a MWCNTS, byltipraven redukci bPtCk a NaBH,.
MWCNTs byly nejprve rozptyleny ve vodném roztokuothinu. Tato suspenze byla
piidana do roztoku HPtCk. Po promichani bylofmlano NaBH. Nanokompozit byl
nanesen pomoci pipety na povrch zlaté elektrodgktElda byla poté potfena do
fosfatového pufru o pH 7, ktery obsahoval GOx o denmiraci 10 mg/ml. Nkeni
probihalo pi potencialu 0,5 V vs. SCE v neutralnim presli. Tento senzor byl vhodny
nejen pro stanoveni glukosy, ale i pro stanoveroxeu vodiku. Citlivost senzoru byla

pomsrné vysoka, 0,14 A.crA.M™, detekni limit dosahoval hodnoty 0;2M.
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V publikaci Lee a kol. [39] byly nejznéjSi nan@astice, ¥etné nanokrystal
CwS ukotveny na vice&tné uhlikové nanotrutky solvotermalni metodouiipteplo®
190 °C. 1 mg GOx byl rozpust ve smisi tvarené CuS, MWCNTs, Nafionem
a destilovanou vodou. |d takto gipraveného roztoku bylo nakapnuto na povrch
skelného uhliku a ponechano zaschnout. Cilem erpetu bylo dokazat, Ze elektroda
modifikovand nanokrystaly G8 ukotvenymi na MWCNTs fite byt citliwjSim
senzorem, nez elektroda modifikovana pouze samotngnokrystaly CpS. Paiimérna
velikost nanokrystél Cw,S byla o¥iena pomoci snintkz elektronového mikroskopu,
jeji hodnota byla 8 nm. Eteni probihalo f potencialu 0,55 V vs. Ag/AgClippH 7,2.
Citlivost senzoru modifikovaného nanokrystly Sus MWCNTs na glukosu byla
1,76 uA.cm2.mM™ pii pH 7,2. Detekni limit dosahoval hodnoty 10M.

Nanaiastice platiny pro tvorbu glukosovych bioserizarminuje ve své
publikaci Chen a kol. [40]. Do 2 ml chitosanu byidano 120 mg narddstic oxidu
kiemkitého. Ripravena srés byla rozptylena v ultrazvuku. Poté byl na skelmjik
pomoci pipety nanesen roztok naastic oxidu kemkitého s chitosanem. Tim se
vytvorila nanokompozitni vrstva. Taktdipravend elektroda byla na 10 minut ptema
do 0,05 M HF a nasledroplachnuta destilovanou vodou. Na elektrody bydgtppré
pomoci elektrodepozice nanaSeny n@@stice platiny. Na z&v byla elektroda
pondena do roztoku GOx o koncentraci 5 mg/ml¢ibhi probihalo H potencialu
0,6 Vvs. SCE v prostdi o pH 6,5. Vytvteny biosenzor vykazoval detad limit
2 uM.

Jako dalSi material vyuzivanyipgvorbé¢ enzymatickych glukosovych sen#or
muze byt grafen. Grafen je zakladni stavebni jednotgafitu. Jedna se
o dvojrozngérnou strukturu. Tento material objevili v roce 20@tofesdi Geim
a Novoselov [41]. VyuZiti grafenufiptvorbé biosenzoru pro stanoveni glukosy ve své
praci zmiuje Wu akol. [42]. Elektroda ze skelného uhlikulabymodifikovana
nana@asticemi platiny a grafenem. Nejprve byl 1 mg gnafeozptylen v 1 ml 0,2 %
roztoku chitosanu. fl vzniklé snési bylo naneseno pomoci pipety na skelny uhlik
aponechano zaschnout. Na takto modifikovanou mldkt byly pomoci
elektrodepozice #p potenciadlu —0,25V vs. Ag/AgCl naneseny né&siice platiny.
Vychozi latkou pro fipravu nangastic platiny byla BHPtClL. Na zaér byla na
modifikovanou elektrodu imobilizovana GOx. N#je byla GOx o koncentraci
10 mg/ml rozpudha v 0,2 % roztoku chitosanu. Poté byloub vzniklého roztoku
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naneseno pomoci pipety na elektrodu modifikovanaoatasticemi platiny, grafenu a
chitosanu. Mieni probihalo $ potencialu 0,4 V vs. Ag/AgCI v neutrainim priwsdi.
Vysledny biosenzor vykazoval detek limit o hodno& 0,6 uM.

2.3  Neenzymatické glukosové senzory

Pri enzymatickych stanovenich sachaéride mohou objevit problémy se
stabilitou ¢i imobilizaci enzynd. Proto jsou zkoumana i neenzymaticka stanoveni
glukosy. Mezi hlavni vyhody neenzymatickych seiizoai predevsim vysoka stabilita
odezvy wase a dobrd skladovatelnostl tohoto typu stanoveni se vyuZiva
elektrooxidace glukosy na vhodnych elektrodach.[43]

Z béznych elektrod se pro neenzymatické stanoveni ghukmohou pouZit

elektrody zlaté, platinové, oléméci palladiové [44].

Oxidace glukosy na dinych elektrodach je charakteristicka pomalou
elektrodovou kinetikou, deaktivaci glukosy diky aqxi zplodin elektrodové reakce
astrmou pH zavislosti procesu.rirRa oxidace glukosy zavisi na pouZivaném
elektrodovém materialu. V dalSich kapitolach je s oxidace glukosy na
elektrodach platinovych, zlatych, niklovychgdénych a uhlikovych.

2.3.1 Platinové elektrody

V¢étSina prvotnich studii zabyvajicich se elektroogidglukosy se provath na
platinové elektrod [45]. Hlavnim produktem oxidace glukosy je gluk&aidon, ktery
se samovolé hydrolyzuje na kyselinu glukonovou bez ohledu karpztoku. Obr. 3
vyzna&uje cyklicky voltamogram oxidace glukosy (0,1 M) mdatinové elektrod
v prostedi fosfatoveho pufru o pH 7 [46]. Cyklicky voltagram poskytuje oxidani
piky 1, 2, 3 a katodické piky 4 a 5. Prvni ptegstavuje adsorpci molekuly glukosy na
povrch platinové elektrody. Druhy pik odpovida pakrelektrody adsorbovanymi
hydroxidovymi ionty a jejich elektrooxidaci na hyaylové radikaly, které dale oxiduji
glukosu adsorbovanou na povrchu elektrodyetiT pik gedstavuje diflzitizenou
elektrooxidaci glukosy. V potencialové oblasti, ledsjici po piku 2, je nejprve povrch
Pt elektrody pokryt vrstvou adsorbovaného kysliizy.(oxidem platiny), ktery inhibuje
oxidaci glukosy, proto pik 3 nenasleduje ihned deem 2. VysSi oxidy platiny (tzv.
oxysloweniny platiny) vSak oxidaci glukosy katalyzuiji.
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Obr. 3: Cyklicky voltamogram oxidace glukosy (0,) Kk platinové elektrad
v prostedi fosfatového pufru o pH 7 v rozmezi -0,6 az\0)&. SCE [47].
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Obr. 4: Mechanismus oxidace glukosy napdae elektrod [12].
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Uvedené schéma (obr. 4deplstavuje hlavni re&ki cestu vedouci ke glukonové
kyselirg, nicmér v pontrné velkém rozsahu vznikaji i vedlejSi produkty, mkteré
pati methanol, methanal, kyselina mraverti adsorbovany CO [46]. Struktura
vedlejSich produkt se obvykle zjisuje pomoci infréervené spektrometrie
s Fourierovou transformaci (FTIR) [48]. Oxidace kglsy na platia silné zavisi na
vlastnostech elektrolytu, na povaze a koncenti@atiiipritomnych v roztoku. Jednou
z hlavnich nevyhod platinovych elektrod je pong silny sklon k inaktivaci
elektrodového povrchu adsorpci vySe z&nijch produkii elektrooxidace glukosy
(.electrode fouling”). Elektrooxidace glukosy jeké& negativl ovlivnéna velkym
mnoZstvim latek, které mohou bytippmny v néieném roztoku a brani elektroaktivit
snhadno adsorbuji na platinovou elektrodu, jejizrpovse tak stane néptupny pro
glukosu, a to zejména v kyselém piesdi. Deaktivovat povrch platiny mohoudkteré
organické sloteniny, jako nap kyselina moova, kyselina askorbova nebo
acetaminofen, které velmi snadndilpou k povrchu elektrody. Povrch platinove
elektrody je v podstatneselektivni k adsorbovanym latkam.iep nevyhody spojené
s pouzitim platinovych elektrod se tyto elektrodyupivaji porgrné casto. Nekteré
problémy i pouziti Pt elektrod Ize zmirnit jejich nanostrukdvanim. Efekt spva ve
zvySeni jejich povrchu, a tim i citlivosti. Elektty z nanoporézniho materialu,
tvoreného smési platina — iridium, poskytuji odezvu na glukosa pii potencialu
0,1 V vs. Ag/AgCI — tj. niz§im, nezZ je potencidltfgbny pro oxidaci elektroaktivnich
interferenti — kyselirg askorbové, miové a acetaminofenu. Lzeékt i pti vysoké

koncentraci chloridovych anioin{49].
2.3.2 Zlaté elektrody

Zlaté elektrody [50, 51, 52] vykazujitipoxidaci glukosy ¥tSi elektroaktivitu
nez elektrody platinové. Elektrokatalytické chovamata je pomarné komplikované,
piesto vSak bylo p@etnych studiich dokadzano, Ze mechanismus oxidadeogy na
zlaté elektrod je stejny jako na elektreédplatinové. Tak jako u platinové elektrody,
mechanismus oxidace glukosy zavisi na stitgkjpovrchu zlaté elektrody. | u zlatych
elektrod se projevuje negativni vliv chloridovyanii, i kdyZ je mensi nez u elektrod
platinovych. Zlaté elektrody maji sklon adsorbowat swij povrch chloridove ionty
pievazré v neutralnim progedi. Bylo prokazano, Ze v neutralnim predi se rychlost

elektrooxidace snizuje wme ke koncentraci chloridovych ioint piicemz nejsil@jSi
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efekt byl pozorovan u nizSich potendiaV alkalickém prosedi je vliv chloridovych
anionti prakticky eliminovan. V kyselém prdstli gitomnost iznych anioni oxidaci
glukosy na zlaté elektrédzpomaluje. Naklady na pouziti zlatych elektrod pyoobu
jednorazovych senzbijsou stejg jako u platinovych elektrod paimé vysoké, proto

nejsou zlaté elektrody pro aplikaci glukosovychzeein piilis vhodné.
2.3.3 Niklové elektrody

Stanoveni glukosy na niklovych elektrodach je @i nez na elektrodach
platinovych a zlatych, ovSem jen v alkalickém pifedt [53]. V neutralnim, ani
v kyselém prosedi se niklové elektrody nepouZivaji. Nevhodnogiche pouZziti
v neutralnim a kyselém prdsti je zapicinéna faktem, Ze elektrooxidace glukosy na
niklovych elektrodach je katalyzovana NiOOH [54khZ existence zavisi na
piitomnosti OH ionta. Vrstva NIOOH na elektradvznika dle rovnice 6 v rozmezi
potencialu 0 az 630 mV vs. Ag/AgCl.

Ni(OH), — NiOOH + H + € (6)
2.3.4 Médéné elektrody

Pri oxidaci glukosy na wdéné elektrod je aktivni ¢éstici, ktera oxiduje
glukosu, CuO. Mdené elektrody jsou citligiSi nez elektrody platinové a zlaté. [55].
Produktem elektrooxidace glukosy na&dineé elektrod je totiz kyselina mravei,
narozdil od glukonové kyseliny, kterd vznika naaPAu elektrodach. Na produkci
HCOOH je poteba glukose odebrat 12 elektéiprjedna se o Sest dvouelektronovych
kroku pii potencialu 0,6 V vs. Ag/AgCl v 0,1 M NaOH. CuO yealkalickém prosedi
oxidovan na vy3si oxidai stup@ medi - Cu**, ktery pak funguje jako katalyzator

oxidace glukosy [56].
2.3.5 Uhlikové elektrody

Existuji mizné typy uhlikovych elektrod, n#églad uhlikové pastové elektrody,
sitotiskové elektrody, diamantové elektrody dop@vdmoremci skelny uhlik. Bzné
uhlikové elektrody nejsou pro stanoveni glukosy driéo Existuji vSak zminky
o oxidaci glukosy na nemodifikovanych BDD elektrodaJednou z prvnich publikaci
zaneienych na tuto problematiku je prace z roku 2005awgdLeem a Parkem [57], kdy

polykrystalickd BDD elektroda byla nejprve Zihamadikovym plamenem a nasledn
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byla bez jakékoli modifikace pouzita pro stanovehikosy. Elektroda vykazovala
linearni odezvu pro koncentraci glukosy v rozmez0D¢ mM do 10 mM. Z cyklického
voltamogramu, ktery #fil v rozmezi potencidél od 0,8 V az -0,1 V vs. Ag/AgClip
scanovaci rychlosti 20 mV/s, byladeggmé, Ze oxidace glukosy nastal potencialu
0,65 V vs. Ag/AgCl. Vyhody takového neenzymatické&emzoru spiivaji predevsim
v jeho selektivié vaci fyziologickym interferenim. Ve srovnani s jinymi elektrodami,
napiklad mezoporéznimi platinovymi¢i modifikovanymi zlatymi elektrodami,
pouzivanymi B neenzymatickém stanoveni glukosy, je vyhodou BRBI2ktrod

predevsim mnohem jednodussippava.
2.3.6 Elektrody modifikované nanomaterialy

Sowasné pokroky v syntéze nanomatdrialse dotykaji i vyvoje
neenzymatickych glukosovych senzof12]. U nanostrukturovanych elektrod se
pouzivaji aktivni komponenty: nanoporézni PtPb,odadity zlata, nart@tisce niklugi
nanovlakna CuO. Na obr. 5 jsou znazown tyto nanostrukturni materialy

v neenzymatickych glukosovych senzorech.

Obr. 5: Ukazka nanostrukturnich elektrodovych makier
a) nanoporézni PtPb, b) nanodraty zlata, c) t@stmwe niklu na BDD
elektrod, d) nanovlakna CuO [12].
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Elektrodové materidly citlivé na glukosu, diskutoga vySe, mohou byt
uplatrény pri tvorbé glukosovych senzér nagiklad tak, Ze jsou do elektrody
vkomponovany, tj. smichany s nédsim a poté jsou naneseny na elektrodu ze skelného
uhliku. Pouziti nanoporézniho PtPH piipraw glukosového senzoru sgwa v jeho
ukotveni na titanovém substratu [58]. Elektrody ifikdvané nanoporézni vrstvou
PtPb jsou vysoce odolné vlivu chloridovych ibnisou schopné detekovat glukositi p

velmi nizkém potencialu, -80 mV vs. Ag/AgCl.

V piipact pouziti nanodrdt zlata [59] jsou tyto nanodraty nejprve rozptyleny
v rozpoustdle a poté pipetou naneseny na skelny uhlikalikvizké schopnosti
adsorpce nanodfazlata na povrch elektrody se jako druha vrstvaaBana na skelny
uhlik pouziva Nafion.

Nanaiastice niklu se na BDD elektrodu nanési pomociteldikpozice z 1 mM

V poslednich letech vyvoj nanostrukturnich matérid bazi uhliku, fedevsim
uhlikovych nanotruldiek ¢i uhlikovych nanoviaken, zieé¢ rozStil moznosti
elektrochemického stanoveni glukosy. Uhlikovd n#dow jsou sloZzena
z uspgadanych grafitovych vrstev, maji velkou aktivni gha povrchu a jsou velmi
vodiva. Narozdil od uhlikovych nanotrdbk nejsou duta. Tyto uhlikové materialy jsou
snadno modifikovatelné, vykazuji dobrou vodivosipkbmpatibilitu a maji velké

plochy povrchu [60].

Neenzymatickymi glukosovymi biosenzory s vyuZzititnlikovych nanoviaken
Vv pritomnosti nandastic platiny se zabyva prace z roku 2010, ktendolikoval Rathod
a kol. [61]. Pro stanoveni glukosy byla pouzita ifikdvana uhlikova nanovlakna
spolu s nangasticemi platiny o velikosti 2,4 - 3,5 nm.é&k&ni probihalo v neutralnim
prostedi @i potencialu 0,55 V vs. Ag/AgCIl. Neenzymaticky gbgdovy biosenzor byl
piipraven tak, Ze narastice platiny spolu s uhlikovymi nanovlakny bylgjprve
pondeny do smisi tvorené deionizovanou vodou a isopropylalkoholem v gon3:1.
Do takto gipravené disperze bylaridan roztok Nafionu (1 % v/v). 10l pfipraveného
roztoku bylo pipetou naneseno na elektrodu ze ékelruhliku a ponechano zaschnout.

Vysledny senzor vykazoval citlivost na glukosu 082cm?.M™.
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Jako katalytické komponenty se daji vyuzit ioxittpvi. Prikladem je
glukosovy senzor na bazi MWNTs pokrytych vrstvou @4nptipravenou pomoci
elektrodepozice, jehoz vyuZzitim se ve své praciyzabChen akol. [62]. Takto
piipravena elektroda vykazovaldipstanoveni glukosy vysokou elektrokatalytickou
aktivitu v alkalickém prosgedi. Tento neenzymaticky glukosovy senzor vykazoval
Siroky linearni rozsah (do 28 mM) a vysokou citévma glukosu, 33,19A.mM™ pii
potencialu 0,3 V vs. Ag/AgCl.i#itomnost MnQ zpasobila vysokou odolnost elektrody
vaci interferentim, zejména chloridovym io@n, kyselik askorbové, dopaminu

a kyselirg macove.
Elektrody na bazi médi a nanatéstic Cu, CuwO, CuO a CwS

Vyhodnymi materidly pro modifikaci elektrodfiptvorbé neenzymatickych
glukosovych senzérjsou redevSim z dvodu vysoké citlivosti vzhledem ke glukose

nanaastice nddi, oxidi medi ¢i sulfidu msdi.

Prace publikovana Li Zhangem akol. [63] se zabywtipravou
neenzymatického glukosového senzoru za vyuziti zmicé ¢astic CyO. Vychozimi
produkty pro pipravu castic CuyO byly: CuCh.2H,O, polyvinylpyrrolidon,
CsH1206.H20, citrat sodny a NaOH. 10 mg & bylo rozptyleno v roztoku Nafionu,
poté byla suspenze @b a Nafionu pipetou nanesena na skelny uhlik aqieirea
zaschnout. Mreni probihalo $ potencialu 0,6 Vvs. Ag/AgCl v 0,1 M NaOH.
Elektroda modifikovana poréznindasticemi CyO vykazovala citlivost na stanoveni

glukosy, -997,18A.cm?.mM™, detekni limit 8.10” M a rychlou proudovou odezvu.

V praci publikované roku 2010 stejnym kolektiventaati [64] byla na skelny
uhlik pipetou nanesena vrstva poréznihe@rozptyleného v Nafionu. Autosledovali
vliv pH na (&innost senzoru, ato experimenty provedenymi ¥ dAdttonovych -
Robinsonovych pufr pomoci cyklické voltametrie ip scanovaci rychlosti 50 mV's
v rozmezi 0,7 az -0,8 V vs. Ag/AgCl. Byly porovnacyklické voltamogramy glukosy
v prostedi 0,05 M NaOH; 0,01 M NaOH a v pridi puffi o hodnotach pH 6 a pH 7.
V neutralnim a kyselém prdsti byla proudova odezva n&gavky glukosy nepatrna.
Proto byla ¥tSina dalSich experimentprovad¢na v 0,1 M NaOH p potencialu
0,4 V vs. Ag/AgCI. Byl také sledovan vliv elektrakéytické aktivity CyuO a Nafionu
na oxidaci 2,5mM glukosy v prdastdi 0,1 M NaOH. Byly porovnany cylické

voltamogramy CpO s Nafionem bez iwlani glukosy a po ijdani glukosy. Bylo
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zjisteno, Ze po fidani glukosy do 0,1 M NaOH byligijmy jasny vzist oxida&niho
piku. Nan@éastice CwO jsou tedy schopny zlepSittgmos elektroin mezi glukosou
a skelnym uhlikem. Taktotipraveny senzor byl schopny rychle stanovit glukesu
vodném roztoku s velmi dobrou stabilitou a seletdiv. Citlivost senzoru na glukosu
byla vysoka, 154,pA.cm“mM™, detekni limit dosahoval hodnoty 1,8\I. Linearni
rozsah byl od 2,aM do 350uM.

V praci z roku 2010 se Cuiling Li akol. [65] zimii o pouziti glukosového
senzoru zaloZeného na bazi n&miic CyO a CuO. Nangastice oxid meédi o riznych
velikostech byly ziskany z#élvanim nedéné folie @i teplog€ 250 °C. Autdi
porovnavali vlastnosti senzompii stanovovani glukosy. Byly porovnavany vilastnosti
medéné elektrody modifikované na&@sticemi CpO a CuO, déle elektrody ze skelného
uhliku modifikované CO a elektrody ze skelného uhliku modifikované Cuv&echna
meéieni byla provedenaftip potencialu 0,5V vs. Ag/AgCl v pragtdi 0,1 M NaOH.
Vysledkem této studie bylo zji&ti, Ze n¢déna elektroda, na které jsou deponovany
nana@astice CwO a zarova nangastice CuO, vykazuje lepSi vlastnosti, nezli eleddr
ze skelného uhliku modifikovana pouze ,Ounebo pouze CuO. &éna elektroda
modifikovana nangasticemi CpO a CuO vykazovala linearni odezvu az dagavku
4 mM glukosy s citlivosti 1,62 mA.ciamM™ na glukosu a nizkym detakim limitem,
jehoz hodnota byla 0,049 mM. Elektrody ze skelnémaiku, na nichz byly
nadeponovany pouze nawstice CyO nebo CuO, vykazovaly linearni rozsah do 1,4 -

1,6 mM glukosy, cozZ je mnohem uZzsi rozsah.

Huang a kol. [66] v roce 2009 publikovali praci, kieré se zabyvali depozici
nanopas medi na uhlikovou SPE elektrodu (SPE = Screen Prigfedtrode). Vychozi
latky pro gipravu nanopasmedi byly: CuCh, cetyltrimethylamonium chlorid a HNO
Nanopasy r&di dosahovaly délky 100 mikrdén tlou§’ky cca 20 nm a &y cca 50 nm.
Pripraveny roztok nanopasmédi byl na SPE nanesen pipetou a ponechan zaschnout.
Byly sledovany cyklické voltamogramy glukosy v ptesli o pH 7,4 p scanovaci
rychlosti 50 mV.& vrozmezi 0aZ0,8Vvs. Ag/AgCl. Amperometrické&iemi
probihalo pi potencialu 0,6 V vs. Ag/AgCl v prastdi 0,5 M NaOH. Vysledky ukazaly,

Ze elektroda modifikovana nanopasydin vykazuje zvySenou elektrokatalytickou
aktivitu pro oxidaci glukosy. Citlivost takto modibvané elektrody na glukosu byla

pomsrné vysoka, 1,4 mA.cthmM™?, detekni limit dosahoval hodnoty 10M.
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Nanokrystaly CpS ukotvenymi na dvojshné aviceshné uhlikové
nanotrubiky se zabyva prace publikovana roku 2009 Myungekola[67]. Vrstvy,
kterymi byly modifikovany elektrody byly vytweny tak, Zze 2 — 15 mg nanokrysital
CwS ukotvenych na dvojgtnych a vicesnnych uhlikovych nanotrutkach bylo
rozpuséno v roztoku 0,1 ml Nafionu a 0,9 ml destilovanédyo Poté bylo malé
mnozstvi takto ppravené nanostruktury pipetou naneseno na elektzed skelného
uhliku a ponechano zaschnout. Timtasgbem byly fipraveny také vrstvy Sn{a Pt.
Pro usnadéni modifikace elektrody byly nanokrystaly ukotveme CNTs ponieny do
roztoku Nafionu. Autéi porovnavali vlastnosti senzor vytvorenych pomoci
nanokrystal CwS, nanokrystdl platiny a senzdr vyuzivajicich nanokrystaly SnO
Méteni byla provaéha i potencialu 0,5 V vs. Ag/AgCl v pragtdi o pH 7,2. Autory
vytvoiené amperometrické senzory vykazovaly vysokou vosl a stabilitu.
Nanokrystaly platiny ukotvené na dva@shych CNTs vykazovaly ne§tSi citlivost,
280pA.cm“mM?, detekni limit dosahoval hodnoty 0 M. Méns citlivé byly
nanokrystaly CgS a nejmensi citlivost vykazovaly nanokrystaly gSn®anokrystaly
platiny ukotvené na vicestnych CNTs vykazovaly citlivost 110A.cm2mM?,
detekni limit mél hodnotu 0,5uM. Citlivost byla niZSi neZ u dvojginych CNTs, ale
oproti nanokryst@m CuS a Sn@ ukotvenych na vicestnych CNTs byly nejvice
citivée. Pimérna velikost nanokrystal byla owtena diky snimkm z elektronového
mikroskopu: pro Ci6 byla jeji hodnota 7 nm, fimérna velikost nanokrystalPt byla
3 nm a velikost Sngbyla 2 nm.

Z vySe uvedenych praci jgggmé, Ze materialy na baziédi a jednoduchych
binarnich oxid a sulfidi meédi jsou perspektivni z hlediskaiipravy glukosovych
senzot. Cilem diplomové prace je neenzymatické stanowgokosy na mdéné
elektrod, medéné elektrod pokryté vrstvou Ci a CuO adale na elektkodze
skelného uhliku modifikované natésticemi mdi, nan@asticemi CuS

a nangasticemi CwO.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzivané chemikalie, roztoky aifistrojové vybaveni

Pouzivané chemikalie

NaSH.xHO (Sigma — Aldrich)
NaOH (Sigma — Aldrich)
CuSQ.5H,0 (Sigma — Aldrich)
N&S,03.5H,0 (Sigma — Aldrich)
NaBH, (Sigma — Aldrich)
Chitosan (Sigma — Aldrich)
Nafion (Fluka)

Pluronic F127 (Sigma — Aldrich)
Triton X 100 (Sigma — Aldrich)

Pouzivané chemikalie byly v kvalip.a.

Pouzivané roztoky

= 0,1 M Britton-Robinsofiv pufr o pH 7 az 12 (univerzalni pufr obsahuje
smes 0,04 M HPQOy; 0,04 M HBOs; 0,04 M CHCOOH, jehoz hodnota pH

je upravovana pomoci 0,2 M NaOH).
Pristrojové vybaveni

= CH Instruments elektrochemickd pracovni stanice &Nods60-C.
Elektrochemicka rteni probihala vitelektrodovéem zapojeni, obsahujici
platinovy dratek jako pomocnou elektrodu, referemtiektrodu (Ag/AgCl,
typ MF-2052, Bioanalytical Systems, USA) a test@gmacovni elektrody
(Obr. 6).

= Automaticky davkova (FIA 20, JZD 1. Maj Pouchov se sidlem v Piletigich

upraveno prdizeni pomoci PC).

= Zeta Potential Analyzer Zeta Plus (Brookhaven tmagnts Corporation,
USA).
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Obr. 6: Elektrochemickéa pracovni stanice CH Inst&nta Model

660-C. Ripojen je automaticky davkova

=  Transmisni elektronovy mikroskop (TEM) FEI CM20 TEpMacujici pi
200 kV.

3.2  Vyroba médéné elektrody

Medeny drat (pimér 1 mm) byl zalit do dentakrylu a naslédsgiznut. Poté byl
ez vyleSén smirkovym papirem, diamantovou pastou (1 um, BughlSA) a na zar
pomoci aluminy (0,05 um, Buehler, USA). Takttippavena elektroda slouzila jako
elektroda pracovni.

Sl

Obr. 7: Medéna elektroda
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3.3  Pr¥iprava elektrody ze skelného uhliku

Elektroda ze skelného uhliku gonér 3 mm) byla ped kazdym réeni vyleSéna
pomoci aluminy a poté byl jeji povrch oplachnuttdeganou vodou.

Obr. 8: Skelny uhlik
3.4  Postup pfipravy nanocastic médi, Cu,0 a Cu,S

Pri piipraw nanaastic ntédi jsem vychazela ze své bakaké prace [68].
Nanaiastice mddi byly pripraveny redukci CuSQ tetrahydroboritanem sodnym.
Pro gipravu 250 ml disperze koloidni & byly za stalého michani na
elektromagnetické mickiee postupé pridavany chemikalie:

62,5 mg CuS@5H,0

186 mg NaS,03.5H,0

200 ml destilované vody

NaBH, (rozpuséno 30 mg v 50 ml destilované vody).

Timto zpisobem byla pipravena disperze na&@stic nédi. Koncentrace wdi
v roztoku byla 1 mM. Velikost nadéstic nédi byla zjiS€na pomoci fistroje Zeta
Potential Analyzer Zeta Plus, pracujicim na prinaifynamického rozptylu stla (DLS
— Dynamic Light Scattering). Velikost nat&stic byla v rozmezi od 260 - 300 nm, jak
bylo odhadnuto z TEM sninilkobr. 9A, 9B).

Pri pfiprak nan@astic CuS byl pouzit stejny postup jakofipptipraw

nand@astic nédi s vyjimkou, Ze bylo idano 10x ¥tSi mnoZstvi Ng5,03.5H,0, nez
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u nand@éstic nedi, tj. 1860 mg Ng5,03.5H,0. Vznikly roztok (obsahujici ipbytek
N&S;05.5H,0) mel zelenou barvu, narozdil od disperze nssbic ntdi, ktera ngla
barvu s¥tle hredou.

Nanaiastice CyO byly pripraveny samovolnym zoxidovanim roztoku
nana@astic nédi. Disperze nantstic nédi byla ponechana stat za pokojové teploty
(21 °C) apo cca 4 dnech staniemta barvu ze sitle hredé nacernohrédou. Tato
barevna zrna odpovida transformaci nat@stic Cu na na@stice CwO [69].

~ Zpm |
A E

Obr. 9: TEM snimky nari@stic nédi. Pri zpracovani byly vzorky nardstic
medi naneseny na &lénou nfizku pokrytou vrstvou uhliku.

& B

Obr. 10: TEM snimky naridstic CuS.
3.5 Amperometrické stanoveni glukosy

Amperometrické réeni probihalo v michaném roztoku @Eee§&ji NaOH
o koncentraci 0,1 M). Rychlost magnetického michabllyla cca 300 ot/min. Na
testované pracovni elektrody byl vkladan poten@ialV vs. Ag/AgCl. Po ustaveni

proudové linie byly provedeny néigy glukosy pomoci automatického davkdea—
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autosampleru. VSechnaiieni byla provaéha @i pokojové teplat (21 °C).

Elektrochemicka pracovni stanice CH Instruments &10660-C pouZiva
americkou konvenci orientace voltamogfam amperograf) tj. anodicky proud je

zaporny.
4. Vysledky a diskuze

4.1  Techniky modifikace elektrod

Elektrody byly modifikovany iznymi zpisoby. Testovany byly: depozice
nana@astic v matrici polymerni latky, depozice vrstvy,Suypomoci anodizace dtkné
elektrody v roztoku NaSH, depozice vrstvy CuO poimmwdizace rdéné elektrody

v roztoku NaOH a elektrodepozice vrstvgdanna skelny uhlik.

Polymernimi latkami pouzivanymi jako matrice prootdeni nansastic na
povrch elektrody byly Nafion a chitosan. Tentoigpb modifikace byl pouzit pro
meieni, kde byly zkoumany vlastnosti n&astic. Jako pracovni elektroda byla pouzita
elektroda ze skelného uhliku. Modifikace byla puema tak, Ze 5001 roztoku
nana@astic (¢, =1 mM) a 50Qul roztoku polymerni latky (1% w/w) bylo smichano
v mikrozkumavce a pomoci mikropipety bylqubtakto gipravené srési naneseno na
povrch skelného uhliku. Poté byla vrstva ponechaaszhnout po dobu cca 24 hodin.

Po této dob bylo provedeno amperometrické&iani.

Pri depozici vrstvy CpS pomoci anodizace diné elektrody v roztoku NaSH
byla Cu elektroda modifikovana nasledujicimigpbem: Cu elektroda byla vloZena
do 0,1 M roztoku NaSH. Poté byla elektroda podrabeyklovani potencialu v rozmezi
-0,4 az 0,6 V vs. Ag/AgClipscanovaci rychlosti 1 V/s a §to scarfi 3 (obr. 11).
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Obr. 11: Voltamogram ziskany v ikhu depozice vrstvy G&
z 0,1 M NaSH v rozmezi -0,4 az 0,6 V vs. Ag/Ag@lgranovaci rychlosti

1V/s.

Poslednim typem depozice byla elektrodepozice yratwdi na skelny uhlik.
Tento zpmisob depozice byl provdd amperometrii fd konstantnim potencialu.
Soustava elektrod byla pafema do depozni lazreé a na elektrody byl vioZzen depoai
potencial. Po nadeponovani pozadované vrstvy nagdnl amperometrické &heni.
Timto zpisobem byla na skelny uhlik deponovana vrstvainvyloucend z roztoku

CuSQ a Pluronicu a vrstva &di vyloucena z roztoku CuS{a Tritonu X 100.
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Obr. 12: Pibéh proudu v zavislosti ngase pi depozici nédi vyloucené

z roztoku CuS@ (0,01 M) a Pluronicu na skelny uhlikfi gpotencialu—

0,5 V vs. Ag/AgCl po dobu 30 s.
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4.2  Elektroanalyza glukosy na nidénych elektrodach

Meédena elektroda

Na obr. 13 je znazoé&n voltamogram glukosy na nemodifikovanédiné elektrod.

2,0E-04
0,0E+00
< -2,0E-04 -
-4.0E-04 - ——0 mM glukosa
’ ——5 mM glukosa
-6,0E-04 T T T T T T

-0,2 0 02 04 06 08 1 1,2
E V]
Obr. 13: Cyklicky voltamogram glukosy (5 mM) a zatthiho elektrolytu
(0,1 M NaOH) pro nemodifikovanou gdénou elektrodu v rozmezi -0,2 do
1,2 V vs. Ag/AgCI i scanovaci rychlosti 100 mV/s.

Z obr. 13 je vidt, Ze z&atek oxidace glukosy nastati potencialu cca 0,45 V.
Ep odpovida hodneétcca 0,65 V. Jako pracovni potencial pro nasledmgeaometricka

meieni jsem zvolila hodnotu 0,7 V. Obr. 14A ukazujepanogram v michaném roztoku
meéfeny (¥ této hodnat potencialu.
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Obr. 14: Amperometrické odezvy (A) pro nemodifiknea médénou elektrodu na
rostouci koncentraci glukosy a odpovidajici kakbiakiivka (B). Nastiky
20ul 0,5 M glukosy do 20 ml 0,1 M NaOH. (Itidavek = zvySeni koncentrace
glukosy o 0,5 mM). Mieno (i potencialu 0,7 V vs. Ag/AgCl.

Ze zaznamu amperometrickéivky (obr. 14A) je patrné, Ze nemodifikovana
meédéna elektroda je citliva naffglavky glukosy, nicméhn diky nelineari& odezvy
v rozmezi koncentraci glukosy od 1 do 2,5 mM a @dd® 5 mM (obr. 14B) je jeji
vyuziti pri analyze glukosy limitovano. Od dosazeni koncemrglukosy 5 mM jiz

elektroda nevykazovala odezvu na glukosu, proto byieni geruseno.

Skelny uhlik s vrstvouddi

U elektrodovych reakci, které jsatizeny reakci fenosu naboje (mezi tyto

reakce pdf i elektrooxidace glukosy) zlepSuje linearitu odgzi amperometrickych
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meéteni pouZiti elektrod se strukturovanym povrchendnde z moznosti, jakijpravit
elektrodu s nanostrukturovanym povrchem, je eleldpmzice kovu zjeho soli
v pritomnosti rkterych makromolekularnich povrchowaktivnich latek. Tato technika
byla poprvé demonstrovandi piipraw nanostrukturované vrstvy platinyjipravené
na hladké platinové elektrdatlektroredukci hexachloropléité kyseliny v gitomnosti
oktaethylenglykolmonohexadecyl etheru [70]. Povpihtiny je pokryt hexagonalni
kapalré-krystalickou fazi povrchayaktivni latky. Elektroredukce probiha v mezerach
mezi hexagonalnimi Utvary PAL. Po odstrain PAL pe&livym oplachnutim povrchu
elektrody se na elektrédnachazi hexagonalni nanostrukturovana vrstva nglati
Elektroda poskytuje linearni odezvu na peroxid kaod{méteno amperometrii ip
+700 mV vs. Ag/AgCl) do o, =100 MM (na hladkeé elektrédie rozsah linearity
omezen koncentraci 5 mM). Podobna technika byleavres pouZzita i pro ipravu
vrstvy stibra pro katodické stanoveni®, jako PAL byl pouzit Pluronic F127 [71].
Z téchto divoda jsme zkoumali depozici vrstevéai na elektrodu ze skelného uhliku
z roztoku CuSQ®(1 mM), v gitomnosti PAL (Pluronic F127 a TX100). Pro srovnani
byla otestovana i amperometrickd odezva nemodifikévGC elektrody a elektrody

opatené vrstvou rédi vyloucené z roztoku CuS(bez gidavku PAL.
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Obr. 15: Amperometrické odezvy pro nemodifikovanou GC elatttr (A)

a pro GC elektrodu modifikovanouéni vylouwenou z 1 mM CuS©Q(B) na

rostouci koncentraci glukosy. N&ky 20ul 1 M glukosy do 20 ml 0,1 M
roztoku NaOH (1 fidavek = zvySeni koncentrace glukosy o 1 mM}iénho

pii potenciélu 0,7 V vs. Ag/AgCI.

37



Z obr. 15A je vidt, Ze elektroda ze skelného uhliku neni citlivériklgvikim
glukosy. Po jejim op&ni vrstvou mdi (obr. 15B), pipravenou elektrodepozici
z 1 mM roztoku CuS©Qpii —0,5 V vs. Ag/AgCI po dobu 30 s elektroda poskwyla [
amperometrickém experimentu odezvu na glukosu. ddirzva vSak istala linearni
u nizkych koncentraci glukosy a navic se ukazal, vistva vystavena vySSim
koncentracim glukosy byla degradovanaii (mpakovani experimentu elektroda
neposkytovala odezvu na glukosu — neni ukazani®jm& z tohoto dvodu nebyly
odezvy glukosy stanovené na elektrodach s vrstvagdi pripravenymi v pitomnosti

PAL zaznamenany (obr. 16)gstoZe byla vrstva &di na elektrod patrna.
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Obr. 16: Amperometrické odezvy pro GC elektrodu ifikavanou nedi
vylou¢enou z roztoku CuS{0,01 M) a Pluronicu (A) a pro GC elektrodu
modifikovanou mdi vyloutenou z roztoku CuS0O(0,01 M) a TX100 na
rostouci koncentraci glukosy. N&ky 20ul 1 M glukosy do 20 ml
0,1 M NaOH. (1 pidavek = zvySeni koncentrace glukosy o 1 mMgidho
pii potenciélu 0,7 V vs. Ag/AgCI.

Skelny uhlik modifikovany nafésticemi radi rozptylenymi v polymerni matrici

Jak bylo uvedeno v teoretick@sti prace, naridstice nddi jsou perspektivnim
materialem pro fipravu neenzymatického glukosového senzoru. Bistae nddi byly

na elektrodu naneseny ve fafnsmeési s Nafionem. Nejprve byla &kena odezva
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elektrody na glukosu pomoci cyklické voltametrieolt. 17 je vidt, Ze steji jako
u nemodifikované rdéné elektrody (obr. 13), Zatek piku odpovidajiciho oxidaci
glukosy nastal § potencialu cca 0,45 V. Ep odpovida hodnota 0,65 V. Proto jsem

jako pracovni potencial pro amperometrick&emi vybrala ogt 0,7 V.

1,0E-05
e m——
-1,0E-05 -
<

-3,0E-05 -

—— 0 mM glukosa

—— 5 mM glukosa
-5,0E-05 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

-0,2 0 0,2 04 g v] 0,6 0,8 1 1,2

Obr. 17: Cyklicky voltamogram glukosy (5 mM) a zadthiho elektrolytu
(0,1 M NaOH) pro elektrodu ze skelného uhliku migdifanou nandasticemi
meédi a Nafionem v rozmezi -0,2 do 1,2 V vs. Ag/AgGi scanovaci rychlosti
100 mV/s.

Nasledné amperometrické éreni probihalo v 0,1 M NaOH a ukazalo, Ze
linearita odezvy na glukosu je vyrazmepsi u nizSich koncentraci nez wdiné
elektrody, kalibrani kiivka vykazuje zn&ou odchylku od linearity. &oliv se na
prvni pohled zda, Ze elektroda modifikovana ria@sticemi nddi v picitomnosti Nafionu
funguje 1épe, nez objemovéacdena elektroda, je extrémirobtizné pipravit elektrodu
modifikovanou nangasticemi mddi v piitomnosti Nafionu tak, aby byly vysledky
meieni  reprodukovatelné. Nasledujici obrazky ukazudezwy GC elektrody
modifikované nangasticemi mddi rozptylenymi v Nafionu. Z obr. 18A jefgme, Ze
elektroda poskytovala odezvu na glukosu v SirSonckntrénim rozmezi, od 0 do
20 mM, ale jeji odezva nebyla linearni v rozsahndemtrace glukosy od 0 do 2 mM
pro prvni i druhou elektrodu a od koncentrace ghyké az 12 mM pro prvni elektrodu.
Odezva nemodifikované ¢déné elektrody (obr. 14A) linearitu sice vykazovaise po
9 pridavcich glukosy (tj. po dosazeni koncentrace codVB prestala elektroda na dalSi

piidavky glukosy reagovat.
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Obr. 18: Amperometrickéik/ky (A) a odpovidajici kalibréni kiivky (B)
pro GC elektrodu modifikovanou natasticemi nédi rozptylenymi

v Nafionu na rostouci koncentraci glukosy. Nikst20 ul 1 M glukosy do
20 ml 0,1 M NaOH. (1 fddavek = zvySeni koncentrace glukosy o 1 mM).
M¢éteno (i potencialu 0,7 V vs. Ag/AgCl.

Podobnych vysledk bylo dosazeno ip pouziti elektrody ze skelného uhliku
modifikované nan&asticemi nddi rozptylenych v chitosanu. Z obr. 19A jéepne, ze
elektroda modifikovana natasticemi nddi rozptylenymi v chitosanu vykazuje procob
elektrody citlivost k pidavkim glukosy, jeji odezva vSak nenfili linearni, a to
piedevsim pro 2. elektrodu v rozsahu koncentraciagiywlod 3 do 5 mM, jak ukazuje
obr. 19B.
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Obr 19: Amperometrickéikvky (A) a odpovidajici kalibréni kiivky (B)

pro GC elektrodu modifikovanou natasticemi nédi rozptylenymi
v chitosanu na rostouci koncentraci glukosy. Niést20 ul 1 M glukosy
do 20ml 0,21 M NaOH. (1 fidavek = zvySeni koncentrace glukosy

o0 1 mM). M&feno i potencialu 0,7 V vs. Ag/AgCI.
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4.3 Elektroanalyza glukosy na elektrodach modifievanych oxidy neédi
Medena elektroda modifikovana CuO

Méedeéna elektroda byla anodizovana v 0,1 M NaOH. Timteesem vznikla na

povrchu elektrody vrstva oxidmédi. Anodizace byla prova&da cyklickym scanem.
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-0,2 -0,1 0
EM

Obr. 20: Voltamogram ziskany v gi¢hu depozice vrstvy CuO z 0,1 M
NaOH v rozmezi -0,4 az 0 V vs. Ag/AgGii gcanovaci rychlosti 1 V/s.

Medéna elektroda modifikovana vrstvou CuO vykazuje Vysglivost pi
amperometrickém stanoveni glukosy (obr. 21A) versaai s nddénou elektrodou. Jeji

odezva je vSak nelinearni, a ttegevsim v rozsahu koncentraci glukosy od 1 az 3 mM

a v rozsahu koncentraci od 5 az 5,5 mM, jak jengatrobr. 20B.
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Obr. 21: Amperometrickarkrka (A) a odpovidajici kalibgmi kiivka (B)
pro médénou elektrodu modifikovanou vrstvou CuO vyéemou z 0,1 M
NaOH na rostouci koncentraci glukosy. Ni&gt 20 ul 0,5 M glukosy do
20ml 0,2 M NaOH. (1 fidavek = zvySeni koncentrace glukosy o
0,5 mM). Megfeno g potenciélu 0,7 V vs. Ag/AgCI.

Skelny uhlik modifikovany nad&sticemi CwO rozptylenymi v Nafionu

GC elektroda modifikovana nat@sticemi CpO byla gipravena stejnym
zpisobem, jako elektroda modifikovana naasticemi ng&di. Pomoci cyklické
voltametrie byla o¥fena odezva elektrody na glukosu. Z obr. 22 jétyite stejg jako
v predchozich fipadech, u nemodifikované&aéné elektrody (obr. 13) a u elektrody
modifikované nan&asticemi nédi rozptylenymi v Nafionu (obr. 17) nastalcaéek piku
odpovidajiciho oxidaci glukosytippotencialu cca 0,45 V. Ep odpovida ho@dnota
0,65 V. Proto jsem jako pracovni potencidl pro aropetrickd ndieni ot vybrala
0,7 V.

43



1,0E-05

2,0E-06 -
M
<

-6,0E-06 -

—— 0 mMglukosa

—— 5 mMglukosa
-1,4E-05 ‘ ‘ \ \ \ \

-0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

E[V]

Obr. 22: Cyklicky voltamogram glukosy (5 mM) a zadthiho elektrolytu
(0,1 M NaOH) pro GC elektrodu modifikovanou naasticemi CpO
rozptylenymi v Nafionu v rozmezi -0,2 do 1,2 V ¥g/AgCl pii scanovaci
rychlosti 100 mV/s.
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Obr. 23: Amperometricka ikvka (A) a odpovidajici kalibgani kiivka (B)
pro GC elektrodu modifikovanou nafésticemi oxidu rad’ného a Nafionem
na rostouci koncentraci glukosy. Ndst 20ul 1 M glukosy do 20 ml
0,1 M NaOH. (1 pidavek = zvySeni koncentrace glukosy o 1 mMgidmo
pii potenciélu 0,7 V vs. Ag/AgCI.

Elektroda modifikovana nagésticemi CpO rozptylenymi v Nafionu je
priblizné 2x citlivéjSi k piidavikiim glukosy nez obdobna elektroda s n@sticemi

medi, jeji odezva je vSak v celém rozsahutemi zn&né nelinearni, jak dokazuje
obr. 23B.

4.4. Elektroanalyza glukosy na elektrodach modifikovanya sulfidy médi
Médeéna elektroda modifikovana vrstvou £Su

Méedeéna elektroda byla anodizovana v 0,1 M NaSH. Timmtgsem vznikla na
povrchu elektrody vrstva G8. Anodizace byla provéda cyklickym scanem -0,4 az
0,6 Vvs. Ag/AgCl pi scanovaci rychlosti 1000 mV/s. Ukazka cyklického
voltamogramu zaznamenanéh&ghém depozice vrstvy G8 z 0,1 M NaSH je uvedena
v kapitole 4.1 (obr. 11).

Nejprve byla o¢tena odezva elektrody na glukosu pomoci cyklickéavoétrie.
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Obr. 24: Cyklicky voltamogram glukosy (0,5 mM) a klaniho

elektrolytu (0,1 M NaOH) pro gaénou elektrodu modifikovanou vrstvou

CwS vrozmezi -0,2 do 1,2V vs. Ag/AgCliipscanovaci rychlosti

100 mV/s.

Z obr. 24 je patrné, Ze &#ek oxidace glukosy nastali potencialu cca 0,45 V.

Ep odpovida pblizné 0,65 V. Jako pracovni potencial byl protaétopvolen 0,7 V.
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Obr. 25: Amperometrickatrkrka (A) a odpovidajici kalibkmi kiivka (B)
pro medénou elektrodu modifikovanou vrstvou €31 vylowenou

z 0,1 M NaSH na rostouci koncentraci glukosy. Ni&st 20ul 0,5 M
glukosy do 20 ml 0,1 M NaOH. (Iridavek = zvySeni koncentrace glukosy
0 0,5 mM). Méfeno g potencialu 0,7 V vs. Ag/AgCl. Rychlost scand p
depozici cyklickou voltametrii byla 1000 mV/s,dsb scai = 3.

Z amperogramu jefgjme, Ze elektroda poskytuje linearni odezvu n&agu od
¢ =2 mM do 9 mM. Citlivost stanoveni glukosy jek$iZ3i neZ na elektrodach na bazi
Cu a CuO.

ProtoZe elektroda pokryta vrstvou 4Suposkytovala zajimavé vysledkyip
stanoveni glukosy (linearni odezva v pgoné Sirokém rozmezi koncentraci), byl
optimalizovan zfisob depozice vrstvy. Abychom zjistili, jaké pararpaetastavené ip
depozici vrstvy CS z roztoku NaSH nejlépe vyhovuji naslednému ampetackému
meieni, byla depozice provedené pizném pdétu scari, raizné scanovaci rychlosti,
raizném potencialovém rozsahu. Dale byla provedena saperimerit, pii které byla
testovana odezva elektrody na glukosu v zavishwstpH roztoku NaSH pouzitéhdi p
depozici. Ukazalo se, Ze optimalni odezvy vykazgpvelektrody opaené vrstvou
deponovanou z roztoku 0,1 M NaSH v 0,1 M NaOH.

4.4.1 Depozice vrstvy CuyS pii rozdilném poétu scani

Depozice byla provednaigoctu scati 1, 2, 3, 5, 10, 20 a 50. Obr. 26 ukazuje
cyklicky voltamogram depozice vrstvy €31z 0,1 M NaSH v 0,1 M NaOH v rozmezi
-0,4V az 0,4 V vs. Ag/AgClip scanovaci rychlosti 0,02 V/s adto scari 3.
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Zaznam amperometrické&ikky pro medénou elektrodu je uveden v obr. 27A. Je
patrné, Ze rdéna elektroda modifikovand vrstvou £3u1vylowenou z 0,1 M NaSH
byla citliva ke glukose, jeji odezva vykazovalaekmitu do koncentrace 4,5 mM.
NejlepSich vysledk bylo dosazeno ip depozici s nizSim ptem scan, 1, 2, 3, 5.
Naopak i vySSim pdétu scari, 10, 20, 50, elektroda nevykazovala citlivost

k ptidavikim glukosy, jak dokazuje obr. 28.
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Obr. 26: Cyklicky voltamogram depozice vrstvy Su z 0,1 M NaSH
v 0,1 M NaOH v rozmezi -0,4 az 0,4 V vs. Ag/AgGi pcanovaci rychlosti
0,02 V/s.
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Obr. 27: Amperometrickatk/ka (A) a odpovidajici kalibkai kiivka (B) pro
meédénou elektrodu modifikovanou vrstvou g&uvylowenou z 0,1 M NaSH na
rostouci koncentraci glukosy. N&ky 20ul 0,5M glukosy do 20 ml
0,1 M NaOH. (1 pdavek = zvySeni koncentrace glukosy o 0,5 mMyteMo (i
potencialu 0,7 V vs. Ag/AgCl.
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Obr. 28: Amperometrické odezvy proéddnou elektrodu modifikovanou
vrstvou CuS vylowenou z 0,1 M NaSH na rostouci koncentraci glukosy.
Nastiky 20ul 0,5M glukosy do 20 ml 0,1 M NaOH. (lfigavek = zvySeni
koncentrace glukosy o 0,5 mM). &&no @ potencialu 0,7 V vs. Ag/AgCl.

Patet scai pii depozici cyklickou voltametrii = 10.
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4.4.2 Depozice i rozdilné rychlosti scanu

Depozice byla provedendiscanovacich rychlostech 1, 10, 50, 100, 250, 500,
1000, 2500 a 5000 mV/s. & scai = 3, potencialovy rozsah se pohyboval v rozmezi
-0,4V az 1V vs. Ag/AgCIl. Odezva elektrody bylatiog@lni @i depozici pouzitim
scanovaci rychlosti 1000 mV/siiglusny amperogram jiz byl prezentovan na obr. 25A.
Elektrody modifikované b nizSich scanovacich rychlostech nebyly citlivgiikdavkim
glukosy. NejhorSich vysledk bylo dosazeno ip scanovacich rychlostech 50 mV/s

a 1 mV/s, jak znazauje obr. 30.
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Obr. 29: Amperometrickaikka (A) a odpovidajici kalibrai kiivka (B) pro
médénou elektrodu modifikovanou vrstvou &vylowenou z 0,1 M NaSH na
rostouci koncentraci glukosy. N#&ky 20ul 0,5 M glukosy do 20 ml
0,1 M NaOH. (1 pidavek = zvySeni koncentrace glukosy o 0,5 mMJievio (i
potencialu 0,7 V vs. Ag/AgCl. Rychlost scanti gepozici cyklickou voltametrii
byla 1000 mV/s.
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Obr. 30: Amperometrické odezvy proédénou elektrodu modifikovanou
vrstvou CuyS vylowenou z 0,1 M NaSH na rostouci koncentraci glukosy.
Nastiky 20ul 0,5 M glukosy do 20 ml 0,1 M NaOH. (lfidavek = zvySeni
koncentrace glukosy o 0,5 mM). &&no @ potencidlu 0,7 V vs. Ag/AgCl.
Rychlost scanuipdepozici cyklickou voltametrii = 50 mV/s.

4.4.3 Depozice ¥ rozdilném potencialovém rozsahu

Depozice byla provedena v rozmezi potericiél,4 az 1V; -0,4 az 0,8V, -0,4
az0,7V; -04az06V,; -04 a0,5V; 04 az\0,40,4 az0,2V; -0,4 az 0,1V, -0,4
az0V,; -0,4 az -0,1 V vs. Ag/AgCl. Bet scafi = 3, scanovaci rychlost = 1000 mV/s.
Obr. 31A znazatuje odezvy pro modifikovanou &dénou elektrodu na rostouci
koncentraci glukosy. Potencialovy rozsah cyklickélatamogramu § depozici se
pohybuje v rozmezi -0,4 az 0 V vs. Ag/AgCI. Jegtide elektroda vykazovala citlivost
ke glukose, jeji odezva vSak byla nelinearni v rezirkoncentraci glukosy od 0 az
05mM; 25 az 45 mM a 55 az 6 mM. Elektrody nfikdvané g vysSich
potencialech sice vykazovaly citlivost kigavikim glukosy, ale jejich odezvy uz nebyly
linearni @i vySSich koncentracich. NejhorSich vyslédhylo dosaZeno ip rozsahu
potenciah -0,4 az 0,1 V vs. Ag/AgCl; -0,4 az 0,4 V vs. AglBlgjak ukazuje obr.32.
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Obr. 31: Amperometrickaikka (A) a odpovidajici kalibkmi kiivka (B) pro
meédénou elektrodu modifikovanou vrstvou €3 vylowenou z 0,1 M NaSH
na rostouci koncentraci glukosy. Ndst 20pul 0,5 M glukosy do 20 ml
0,1 M NaOH. (1 pidavek = zvySeni koncentrace glukosy o 0,5 mMgiévio
pii potencidlu 0,7 Vvs. Ag/AgCl. Potencidlovy rozsabyklického

voltamogramu v rozmezi -0,4 az 0 V vs. Ag/AgCI.
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Obr. 32: Amperometrické odezvy proédénou elektrodu modifikovanou
0,1 M NaSH na rostouci koncentraci glukosy. Kkgt20 ul 0,5 M glukosy
(tj. 1 pridavek = zvySeni koncentrace glukosy o 0,5 mMjtéMo v michaném
0,1 MNaOH pi potencialu 0,7 Vvs. Ag/AgCl. Potencialovy rozsah
cyklického voltamogramu v rozmezi -0,4 az 0,4 VAg/AgCI.

4.4.4 pH zavislost odezvy senzoru

U elektrody opdené vrstvou Ci5 optimalizovanym postupem byla rjif&ana
pH zavislost odezvy. Amperometrickaérani byla provaéha v michaném roztoku
NaOH o koncentracich 0,1 M a 0,01 M a Britton-Rsbimow pufru o pH 7, 8, 10, 12
s pridavky 0,5 M glukosy. Vysledky jsou ukadzany na @&8. Odezva elektrody ¢ené
v prostedi o pH 13 byla lineérni ifpvysSich koncentracich, se snizenim pH se oblast
linearity odezvy snizuje. i8jmy je razantni pokles citlivosti elektrodyi pH <12.
Méreni provadné v B-R pufru poskytuje polodii odezvy ve srovnani se stejnym
experimentem provedenym v priesti NaOH o stejné hodriotpH. Pod hodnotou

pH =10, jiz elektroda nevykazovala na glukosu Zadodezvu.
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Obr. 33: Kalibrégni kiivky pro detekci glukosy na &déné elektrod
modifikované vrstvou Gi$ vylowenou z 0,1 M NaSH. Bfeno i potencialu 0,7 V vs.
Ag/AgCl.

Skelny uhlik modifikovany nad@sticemi CuS rozptylenymi v Nafionu

Podobr jako elektrody modifikované vrstvou €% deponovanou
elektrochemicky i elektrody op@né vrstvou nari@stic CuS rozptylenymi v Nafionu
vykazuje odezvu na glukosuimmperometrickém gieni (34A) linearni i i vysSich
koncentracich, oblast linearity je dokonce migmosunuta do vySSich koncentraci
glukosy (13 - 14 mM) oproti elektréd s elektrodeponovanou vrstvou £Su
(9 mM glukosy).
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Obr. 34: Amperometrickéik/ky (A) a odpovidajici kalibréni kiivky (B)
pro GC elektrodu modifikovanou nafasticemi CuS rozptylenymi
v Nafionu na rostouci koncentraci glukosy. Ni&kgt20 ul 1 M glukosy do

20 ml 0,1 M NaOH. (1 fidavek = zvySeni koncentrace glukosy o 1 mM).
M¢éteno (i potencialu 0,7 V vs. Ag/AgCl.

Podobr jako u elektrod modifikovanych natdsticemi Cu a GO, problémem je

znana nereprodukovatelnost odezvy (tzv. interelectnegeoducibility), jak je zejmeé
z obr. 34B.
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5. Zavér

PredloZenda diplomova prace se zabyva studiem s&nmorstanoveni glukosy.
Cilem prace bylo najit dinny a citlivy elektrodovy povrch pro amperometgck
stanoveni glukosy. Za timto¢€élem byl testovan elektrodovy povrch na bazdm

nana@astic nédi, nan@astic CyO a CuS a slodenin nmedi (CuO, CuyS).

Jako pracovni elektroda byla pouzita elektrodaskelného uhliku a #aéna
elektroda. Elektrody byly modifikovanyiznymi zpisoby. Byly provadny depozice
nanaastic neédi, nan@éstic CyO a nanéastic CyS v matrici polymerni latky,
depozice vrstvy G5 pomoci anodizace dkné elektrody v roztoku NaSH, depozice
vrstvy CuO pomoci anodizaceédené elektrody v roztoku NaOH a elektrodepozice
vrstvy medi vyloucené z roztoku CuS{Qbez gitomnosti PAL a v fitomnosti PAL) na
skelny uhlik.

Jako polymerni latky pro depozici nasdstic nédi byly pouzity Nafion
a chitosan. Nafion a chitosan jsou latky selektiwii nékterym interferentm,
zabrauji prachodu interferentu k senzoru.tiPmodifikaci elektrody samotnymi
nana@asticemi bez pouziti polymerni latky nebyly vyslgdkeprodukovatelné.
Elektroda modifikovana nakésticemi mdi rozptylenymi v Nafionu vykazovala
shodné vysledky jako elektroda modifikovand n@@sticemi mddi rozptylenymi
v chitosanu, proto byly nagastice CyO a CuyS deponovany pouze ¥ifpmnosti

Nafionu.

Déale byla testovana elektroda ze skelného uhlikudiflkovana nedi
vylou¢enou z roztoku CuSQ elektroda modifikovana &dli deponovanou z roztoku,
ktery obsahoval CuSQO a povrcho¢ aktivni latku. Jako PAL byly pouzZity
Pluronic F127 a Triton X 100. Takto modifikovanaeldtoda vSak nevykazovala

citlivost ke glukose.

Me¢edéna elektroda byla modifikovana vrstvou SSwylowenou z roztoku NaSH
a vrstvou CuO vylotenou @i anodizaci z NaOH. Ndéna elektroda modifikovana
vrstvou CuO vykazovala vysokou citlivost, kterd @ylbdobna jako u elektrody ze
skelného uhliku modifikované natésticemi rozptylenymi v Nafionu. Tato elektroda
vSak zarové vykazovala nelinearitu odezvy na glukosu. Depozicstvy CuyS

z roztoku NaSH byla provéda cyklickou voltametrii. Abychom zjistili, jaké manetry
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nastaveneé ip depozici nejlépe vyhovuji naslednému amperomigdricu néieni, byla
depozice provedenafiprizném pdtu scari, rizné scanovaci rychlosti,izném
potencidlovém rozsahu a &zném prodedi pH. NejeétSi citlivost vykazovala
elektroda, kdy depozice probihalai pscanovaci rychlosti 1000 mV/s, vrozmezi
potenciah -0,4 az 0 V vs. Ag/AgCl a @tu scari 3. NejlepSich vysledk dosahovala
elektroda ze skelného uhliku modifikovana ngsticemi nédi v picitomnosti Nafionu,
elektroda ze skelného uhliku modifikovana nasticmi CyuS v gitomnosti Nafionu a
meédéna elektroda modifikovana vrstvou £2uvylowenou z roztoku NaSH. Parametry

elektrod gipravenych v ramci diplomové prace jsou shrnutgbutce 1.

Tabulka 1: Vysledné parametry pro testované elditro

Elektroda

Citlivost
[A.cm ZmM™]

Detek énf limit
[mM]

Rozsah
linearity

[mM]

Cista médéna

1,99.10°

0,75

5

Modifikovana
nanoc¢asticemi Cu
a Nafionem

1,26.10*

0,25

19

Modifikovana
nanoc¢asticemi Cu
a Nafionem

1,03.10*

0,25

20

Modifikovana
nanoc¢asticemi Cu
a chitosanem

3,73.10°

0,33

19

Modifikovana
nanoc¢asticemi Cu
a chitosanem

2,73.10*

0,3

Modifikovana
CuO vzniklym
anodizaci v NaOH

1,22.10°

0,06

55

Modifikovana
nanoc¢asticemi Cu,O
a Nafionem

8,23.10°

0,125

23

Modifikovana
Cu,S vzniklym
anodizaci v NaSH

2,14.10°

Modifikovana

nanoc¢asticemi Cu,S
a Nafionem

3,59.10°°

0,375

14

Modifikovana

nanoc¢asticemi Cu,S
a Nafionem

3,20.10°°

0,5

13
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6. Summary

This thesis deals with study of sensors for ampetdmglucose determination.
The aim of the research was to find an effectivd aensitive electrode surface for
glucose amperometric detection. We tested surfamdifred electrodes based on
copper, copper nanoparticles, Ouand CyS nanoparticles and copper compounds
(CuO, CuS).

There were used two types of working electrodeasgyl carbon and copper
electrode. The electrodes were modified by differerays. We carried out the
deposition of copper nanoparticles, ;Ounanoparticles and @8 nanoparticles in
polymer matrix, the deposition of ¢l layer by an anodisation of copper electrode in
NaSH solution, the deposition of CuO layer by andisation of copper electrode in
NaOH solution and the electrodeposition of coppget gained from CuSGsolution
(without and with surfactant) on glassy carbon.ths polymer for the deposition of
copper nanoparticles Nafion and chitosan were uBeese two substances are selective
for some interferences from easily oxidisable sgpgcihey protect sensor from getting

the interferents onto its surface.

We tested also glassy carbon electrode modifieth wadpper obtained from
CuSQ solution, the electrode modified with copper om¢a from the solution which
contained CuS@Qand a surfactant. As surfactants were used Rurbf®27 and

Triton X100. However, this type of electrode did possess any sensitivity to glucose.

Copper electrode was also modified by,Eulayer obtained by anodisation of
copper electrode in NaSH solution and modified hyOCayer from anodisation of
copper electrode in NaOH solution. Copper electrodeified by CuO layer gave high
response for glucose, which was similar to glasasban electrode modified with
copper nanoparticles dispersed in Nafion. Unfortelyathe response of this electrode

was not linear.

The best results exhibited glassy carbon electroaslified with copper
nanoparticles dispersed in Nafion, glassy carboectelde modified with G$

nanoparticles dispersed in Nafion and copper eldetmodified by Ci5 layer.
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