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1 UVOD

Antibiotika jsou latky, které svym puasobenim inhibuji rist mikroorganisma. V prubéhu
20. stoleti se velmi rychle etablovala jako léCiva pouzivana ptfi 1écbé bakterialnich
onemocnéni a vyrazné prispéla k rozvoji moderni mediciny. Jedny z nejcastéji pouzivanych
antibiotik jsou tzv. beta-laktamova antibiotika, ktera obsahuji ve svych molekulach
beta-laktamovy kruh.! Do této kategorie patii také ampicilin?, jehoz detekce je dil¢im cilem

této prace.

V soucasnosti je mozné detekovat antibiotika mnoha rliznymi zplsoby, napf. pomoci
kapalinové a plynové chromatografie, kolorimetrie, svyuzitim fluorescence nebo
imunochemickymi metodami (napt. ELISA). Tyto metody jsou ovSem Casoveé naroc¢né
a vyzaduji slozitou piipravu vzorki a vyskoleny personal.? Z téchto divodi je kladen diiraz
na rozvoj elektrochemickych analytickych metod, jez predstavuji rychly, snadny a flexibilni
zpusob detekce nejriizngjsich analyt.* Efektivni zptisoby detekce antibiotik jsou nutné pro
jejich odstrafiovani ze zivotniho prostiedi a pro detekci rezistentnich bakterii, jejichz

obrannym mechanismem je mimo jiné produkce enzymd, které antibiotika rozkladaji.>>

Jedna ze sledovanych vlastnosti pii konstrukci elektrochemickych senzorti je vyse odezvy
pouzitych elektrod, ktera uzce souvisi s vyslednou citlivosti detekce. Odezvu elektrod l1ze
modifikovat nana§enim vrstvy materialu na jejich povrch.® V této souvislosti je v poslednich
letech intenzivné zkoumano vyuziti uhlikovych nanomaterial, jako napf. uhlikovych
nanotrubic nebo grafenu a jeho derivatd. Tyto materialy jsou diky biokompatibilité

a rychlému pienosu elektront idelni pro vyrobu modifikovanych elektrod.”

Cilem této prace bylo studium moznosti elektrochemické detekce antibiotika ampicilinu
a vyuziti grafenovych derivatt jako materiala pro modifikaci elektrod. Za timto ti¢elem byly
testovany ruzné elektrochemické metody a dva systémy uhlikovych elektrod —
tiielektrodovy systém s pracovni elektrodou ze skelného uhliku (GCE) a tisténé uhlikové
elektrody (SPCE). Elektrody byly modifikovany metodou tzv. drop-coating, kdy je na
povrch elektrody napipetovan urCity objem vodné suspenze daného materidlu a po
nasledném vypateni rozpoustédla vznikne film. Dale byl porovnavan vliv jednotlivych
materiald na odezvu elektrod a po vybéru vhodného derivatu grafenu také vliv jeho

koncentrace.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Grafen

Grafen je dvoudimenzionalni material skladajici se z jedné vrstvy atomu uhliku, které jsou
usporadany do pravidelné hexagonalni struktury. Jedna se o jednu z Cetnych alotropickych
modifikaci uhliku a ve své podstaté predstavuje zakladni stavebni kamen uhlikovych
alotropi o jiné dimenzionalité, jak je patrné z Obrazku 1.8 Nuladimenzionalni fulleren
predstavuje ,,sbaleni jednoho listu grafenu do uzaviené kulovité struktury tvorené péti- a
Sestithelniky, jednodimenzionalni uhlikové nanotrubice jsou vytvofeny ,srolovanim*
grafenového listu.”!* Grafit, trojdimenzionalni v piirodé se vyskytujici modifikace uhliku,
vznikne skladanim jednotlivych grafenovych vrstev na sebe. Jednotlivé vrstvy jsou od sebe

vzdaleny zhruba 335 pm.’

Uhlikové atomy v hexagonalni mfizce grafenu se nachazeji v sp? hybridizaci. Kazdy atom

uhliku je vazan se tfemi sousedicimi atomy kovalentnimi ¢ vazbami o délce 142 pm.'!!?

Nehybridizované p, orbitaly jsou orientovany kolmo k rovinné struktufe grafenu a jsou
obsazeny jednim elektronem. Prostfednictvim jejich vzajemnych interakci vznika m-systém

delokalizovanych elektrond, ktery je zakladem aromatického charakteru grafenu.!'-!3

Obrizek 1: Grafen (a) jako zakladni stavebni jednotka uhlikovych alotropu — 0D fullerenu (b), 1D uhlikovych

nanotrubic (c) a 3D grafitu (d). Pfevzato z Progress in Materials Science'*.
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Ackoliv byl grafen jakozto zéakladni stavebni jednotka grafitu znam jiz od 2. poloviny
20. stoleti, kdy byly zkoumany vodivostni vlastnosti tenkych grafitovych vrstev, ispésné byl
izolovéan az roku 2004 vyzkumnou skupinou A. Geima a K. Novoselova. Po dlouhou dobu
totiz panoval nazor, ze 2D krystaly jsou termodynamicky nestabilni a nemohou existovat
volné bez 3D =zakladny.!®!? AZ na pocatku 21. stoleti byla vySe zminénou dvojici
publikovana prace popisujici izolaci grafenu metodou mechanické exfoliace z grafitu
pomoci lepici pasky spole¢né s nékterymi elektrickymi vlastnostmi tohoto materialu.'®
Tento objev odstartoval intenzivni vyzkum 2D materialG v nadchazejicich letech a svym

autorum vynesl Nobelovu cenu za fyziku v roce 2010.

2.1.1 Priprava grafenu

Grafen muze byt pfipraven mnoha riznymi metodami, z nichz nejvyznamnéjsi jsou kromé
jiz zminéné exfoliace také chemicka depozice z plynné faze (CVD z anglického chemical
vapor deposition) a redukce grafenovych derivatd (nejcastéji grafen oxidu).” Z méné Gastych
metod bylo v literatufe zminéno také tzv. ,rozbalovani“ uhlikovych nanotrubic'®, epitaxe
z molekularnich svazk(i (MBE z anglického molecular beam epitaxy)'’

karbidu kiemiku'®.

a epitaxni rust na

Mechanicka exfoliace je proces, pii kterém jsou dodanim mechanické nebo chemické
energie narusovany slabé van der Waalsovy sily mezi jednotlivymi listy grafenu, které jsou
poté separovany. Tato metoda muze byt rozdélena na exfoliaci mechanickou (viz
Obrazek 2a) a chemickou (viz Obrazek 2b).!® Mechanicka exfoliace je provadéna suchou
cestou aplikaci mechanické, elektrostatické nebo elektromagnetické sily. Vyhodou je
v tomto piipadé nizkonakladovy zisk individualnich listi grafenu, nevyhodami naopak nizka
reprodukovatelnost a obtiznost produkce vétsiho objemu materialu. Z téchto divodu byla
tato metoda pouzivana hlavné v prvotnim vyzkumu.®!” Chemicka exfoliace je provadéna
mokrou cestou zroztokd grafitu v nevodnych organickych rozpoustédlech za pomoci
ultrazvuku. Proces vétSinou zahrnuje dispergaci v rozpoustédle (napt. N-methylpyrrolidon,
pyridin, dimethylformamid), exfoliaci za pomoci ultrazvuku a naslednou separaci rezidui
grafitu a vicevrstvého grafenu ultracentrifugaci.!''®!7 Vyhodou této metody je moznost
produkce vétsiho objemu materialu za niz§ich nakladi bez nutnosti vyznamnych tprav
zakladniho procesu, pokud je vhodné€ zvoleno slozeni rozpoustédla a parametry sonikace.
Nevyhodou je horsi kvalita vyslednych listi grafenu, které mohou ve své struktuie obsahovat

zvysené mnozstvi defektd.”!'®

10



listy grafenu
rozptylené
v roztoku
lepici paska
\__/
~— ultrazvuk

Obrizek 2: Piiprava grafenu mechanickou (a) a chemickou (b) exfoliaci. Pfevzato a upraveno z Nanoscale'”.

Metoda chemické depozice z plynné faze (CVD) spociva v tepelném rozkladu plynné
slouceniny obsahujici uhlik na povrchu kovového katalyzatoru (ilustrovano na Obrazku 3).
Jako zdroj uhliku je nej€astéji pouzivan methan v atmosfére Hz nebo Ar. Vysledna vrstva
grafenu muze byt poté transportovana na jiny substrat, jako napiiklad kfemik, sklo nebo
polydimethylsiloxan.”'%!® Jako katalyzator se nejcastéji pouziva méd, piipadné nikl.
Podstatou procesu je pouziti nejcastéji prechodnych kovi, které maji nizkou afinitu k uhliku,
ale zaroven jsou schopny stabilizovat na svém povrchu uhlikové atomy tvorenim slabych
vazeb. Tyto vazby jsou dasledkem specifické elektronové konfigurace — v piipadé médi,
ktera mé zcela zaplnény 3d orbital, mohou byt vazby vytvofeny pouze interakcemi mezi &
elektrony sp> hybridizovanych atomi uhliku a prazdnymi 4s orbitaly mé&di.® Vyhodami CVD
metody jsou moznost kontroly ukladani uhlikovych atomd na konkrétni mista substratu
a produkce vétsiho objemu materialu. Mezi hlavni prekazky patii cena zatfizeni pouzivanych

pfi vyrobé a nelehké oddéleni vzniklé vrstvy grafenu od kovu, na kterém vznika.'8

plynné slouceniny
< obsahujici uhlik

kovovy substrat

Obrizek 3: Piiprava grafenu metodou CVD. Pfevzato a upraveno z Nanoscale'”.
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Dalsi z metod je redukce grafen oxidu (GO) zpusobem, jaky popisuje Obrazek 4. Tento
grafenovy derivat, obsahujici oproti Cistému grafenu karboxylové, hydroxylové a epoxidové
skupiny, vzniké oxidaci grafitu silnymi oxidacnimi ¢inidly, jako jsou KMnO4 nebo H2SOs.
Jednotlivé vrstvy takto pfipraveného GO jsou nasledné exfoliovany a redukovany
redukénimi Cinidly (napf. hydraziny, hydridy nebo hydrochinony), tepelné nebo
elektrochemicky. Takto vznikly produkt je vSak redukovan pouze ¢astecné a jedna se tak o
redukovany grafen oxid (rGO) s méné kvalitni strukturou nez ma &isty grafen.!®'2 Nejcastgji
pouzivanym postupem pro vyrobu rGO je Hummersova metoda, ktera zahrnuje oxidaci
smési KMnOs, H2SO4 a NaNO3, naslednou sonikaci a redukci.’ Nejvétsimi vyhodami tohoto
zpusobu produkce jsou vysoky podil monovrstev ve finalnim produktu, znacné vytézky
reakci a moznost produkce vét§Siho mnozstvi materidlu. Nevyhodou je na druhou stranu
pouze Castecna obnova kvality pavodnich grafenovych vrstev. Vznikly rGO obsahuje vétsi

mnozstvi strukturnich defektt a zbytkovych funkcnich skupin obsahujicich kyslik, které jsou

9,11

nasledky redukénich a oxidacnich pochodi béhem procesu vyroby.

o]

o}

OH
redukce

Obrazek 4: Pfiprava grafenu metodou redukce grafen oxidu. Grafen (a) je oxidovan na grafen oxid (b), ktery

je poté redukovan na redukovany grafen oxid (c). Pickresleno a upraveno z Progress in Materials Science'2.

2.1.2 Vlastnosti grafenu

Grafen oproti jinym materialim vynika svymi mechanickymi, elektrickymi, tepelnymi a

optickymi vlastnostmi. Ty se odviji pfedevsim od zptusobu pfipravy a kvality vrstvy grafenu.

12



V dtisledku existence vysoce stabilnich C=C vazeb mezi sousednimi sp? hybridizovanymi
atomy uhliku je grafen jeden z nejpevné€jSich materiali na svété. NejlepSich hodnot je
dosazeno v pripadé izolovaného listu bez strukturnich defektii.!’"! Za takovych podminek
je hodnota Youngova modulu pruznosti 1 TPa, coZ je nejvys$si naméfena hodnota vibec.
Pevnost v tahu je 130 GPa, coz je asi 300krat vice nez u oceli (0,4 GPa). I pies pevnost vazeb
mezi atomy uhliku se v§ak jedna o velmi pruzny a lehky material.!’!*?* Jednou z kli¢ovych

vlastnosti je také velka specificka plocha povrchu, ktera muze teoreticky dosahovat az
hodnoty 2630 m?-g!.%°

Z pohledu elektrickych vlastnosti je grafen polovodi¢em s nulovou velikosti zakazaného
pasu vykazujici vlastnosti polokovu. Tyto vlastnosti vyplyvaji zsp®> hybridizace
a delokalizace elektroni. Uhlik obsahuje 4 valencni elektrony, znichz 3 se ucastni
kovalentnich vazeb s okolnimi atomy a Ctvrty obsazuje p, orbital, ktery se neucastni
hybridizace.®!!?! Tyto elektrony vytvaii nad a pod rovinou miizky valen¢ni a vodivostni
pas. Tyto dva pasy se dotykaji v nerovnocennych bodech K a K’ (Diracovy body, viz
Obrazek 5) v prvni Brillouinové zoné. Hustota stavii v bodé dotyku je nulova a energie
v tomto bod& odpovida v idealnim piipadé Fermiho hlading.!!!? Elektrony se zde chovaji
jako nehmotné relativistické Castice a jsou proto popisovany Diracovymi relativistickymi
rovnicemi. Diky vysoce usporadané krystalové mfizce se mohou elektrony pohybovat

materidlem snadno a velmi rychle, kdy dosahuji pohyblivosti az 200 000 cm?-V-!-g! 1112

— il o Vodivostni
“'L“ "“‘r/: pas

bod
o

|

.'

: Diracuv
|
|

Valenéni
pas

Obrazek 5: Schéma pasové struktury grafenu v prvni Brillouinove zon¢. Valen¢ni a vodivostni pas se dotykaji
v Diracovych bodech K a K’, v jejichz okoli ma disperzni relace tvar dvou dotykajicich se kuzehi. Pfevzato

a upraveno z Advanced Materials?'.
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Grafen je rovnéz velmi dobry tepelny vodi¢ diky pevnym vazbam a vysoké rychlosti
akustickych fononti v jeho t&sné a lehké krystalové miizce.!>!” Tento material dosahuje za
pokojové teploty tepelné vodivosti az 5000 W-m™-K!, coz je hodnota zhruba 2,5krat vétsi
nez pro diamant, ktery dosahuje nejvyssi tepelné vodivosti z tradi¢nich material.?!*? Co se
tyCe optickych vlastnosti, grafen vykazuje optickou absorpci 2,3 % v piipad¢ jednoho listu,

coz jej ¢ini vysoce transparentnim. S piibyvajicimi listy se poté absorpce zvysuje.!>?

2.1.3 Aplikace grafenu

Vyse zminéné vlastnosti predurcuji grafen, poptipade jeho derivaty, k fadé potencialnich
aplikaci v mnoha oblastech. Diky vynikajicim elektrickym vlastnostem jsou grafenové
materialy intenzivné zkoumany v souvislosti s aplikacemi na poli elektroniky, at uz se jedna

o senzory?’, uchovavani energie’*, roztaznou elektroniku'® nebo tranzistory'¢. Elektrody

modifikované materialy na bazi grafenu mohou poskytovat vyssi odezvu, coz vede
u elektrochemickych senzorti k efektivnéjsi detekci. Velka specificka plocha povrchu
a biokompatibilita mohou byt vyuzity pro navazani dalSich soucasti senzoru, jako napf.
specifickych protilatek nebo jinych latek se zvySenou afinitou k detekovanému analytu.
Senzory sestavené z derivatu grafenu byly vyuzity pro detekci napt. glukozy, iontt tézkych
kovii & bakterii.?** Velka plocha povrchu v kombinaci s vysokou vykonovou hustotou,
schopnosti udrzovani kapacity a stabilitou pfi cyklovani stoji v poslednich letech za
intenzivnim vyzkumem grafenu a jeho derivati na poli uchovavani energie. Pro tyto ucely
muze byt funkcionalizovany grafen vyuzit jako soucast anod v lithium iontovych bateriich
nebo jako soudast superkondenzatori s elektrickou dvojvrstvou.?*?° Pruznosti a elektrickych
vlastnosti grafenu muize byt také vyuzito pii konstrukci tzv. roztazné elektroniky. Jako
pfiklad lze uvést ohebné nebo prihledné displeje.!”!®?7 Vyuziti grafenu jako nastupce
kemiku pro konstrukci tranzistort je omezeno nulovou velikosti zakazaného pasu. Ta mize

byt oviem upravena naslednou funkcionalizaci.!s!’

Optické vlastnosti grafenu mohou byt vyuzity ve fotodetektorech, tj. zafizenich
prevad¢jicich energii dopadajicich fotoni na elektricky proud. Vyhodou grafenovych
material oproti klasickym polovodi¢ovym materialim je rychlejsi pfenos nositeld naboje
a moznost detekovat zafeni v §ir§im rozmezi.!”!3?! Diky svym mechanickym a tepelnym
vlastnostem nachazi grafen uplatnéni také jako soucast nanokompozitnich materialt, kde
slouzi jako vyplii polymerni nebo anorganické matrice. Kompozitni materidly o tomto

slozeni nalezly potencialni uplatnéni v letectvi, kosmonautice nebo vojenské vyzbroji.!71827
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Podobné jako jiné materialy, 1 grafen a jeho derivaty jsou zvazovany pro biomedicinské
aplikace. V dostupné literatuie jiz byly publikovany vyzkumy v oblasti nosicu 1éCiv,
antibakterialnich aplikaci, tkanového inzenyrstvi, hypertermie, biosenzorti nebo zobrazovani
s vyuzitim fluorescence.!”!3*” V poslednich letech také probiha vyzkum environmentalnich
aplikaci. Jmenovité se jedna o adsorpci polutanti (kovové ionty, organické sloucCeniny,
plyny) ve vodném prostredi, fotokatalyzu vedouci k degradaci téchto polutantil, nepropustné

nanoporézni membrany nebo nanokompozity s antibakterialnimi vlastnostmi.?%2’

2.2 Funkcionalizace grafenu

Prestoze vlastnosti nemodifikovaného grafenu lze vyuzit v fadé vySe zminénych aplikaci,
jiné atributy jsou naopak pro dalsi rozsitujici aplikace prekazkou. Nulova §itka zakazaného
pasu limituje aplikace predevsim na poli elektroniky. V urcitych ptipadech jsou nevyhodami
také nizka reaktivita grafenu v disledku velmi pevnych vazeb mezi sp?> hybridizovanymi
uhliky nebo hydrofobni charakter, ktery omezuje jeho aplikaci v oblasti senzort Ci
biomediciny.?%? Tyto skutegnosti 1ze piekonat funkcionalizaci, tedy navazanim funké&nich
skupin kovalentnimi nebo nekovalentnimi vazbami na povrch grafenu, ptipadné dopaci

heteroatomy na pozice uhlikovych atomt v hexagonalni struktufe.

Funkcionalizace predstavuje prostifedek, jakym lze rozsifit ¢i upravit zakladni vlastnosti
grafenu. Navazani funk¢nich skupin nebo molekul kovalentnimi vazbami vede k naruseni
aromatického charakteru a moznosti upravovat $itku zakazaného pasu (viz Obrazek 6).%°
Funkéni skupiny obsahujici kyslik (hydroxylové, karbonylové, karboxylové) zvySuji
hydrofilni charakter daného derivatu.?® Rliznymi zptsoby funkcionalizované grafenové
derivaty lze poté vyuzit k dal§im aplikacim nad ramec kapitoly 2.1.3. Elektrochemicky
stabiln€jsi derivaty grafenu lze vyuZit jako soucasti senzorti nebo jako elektrodovy material
superkondenzatorti.!* Funkcionalizace miize také vést k jiz zminénému zvétSovani velikosti
zakazaného pasu, coz vede k posunu charakteru téchto materiald smérem k polovodic¢im
aizolantim a k potencidlnimu uziti v tranzistorech.'*?® ZvySeni hydrofilni povahy
umoziuje nové aplikace v oblasti ekologie, jako napfiklad zachytavani polutant pomoci ve
vodeé rozpustnych grafenovych materialt prostfednictvim n—n a elektrostatickych vazeb. Byl
pfipraven napfiklad grafen s navazanymi sulfonovymi skupinami pro zachytavani naftalenu,
grafen funkcionalizovany polypyrrolem pro zachytavani Hg?* iontd nebo grafen

s navazanymi magnetitovymi nanocasticemi pro zachytavani As** a As>* iontii. 8
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Obrazek 6: Schéma pasové struktury grafenu a fluorografenu v prvni Brillouinové zoné. Je zde patrné

vytvofeni zakdzaného pasu v diisledku funkcionalizace. Pfevzato a upraveno z Chemical Society Reviews>!.

Zplsoby funkcionalizace lze v zasadé rozdé€lit na kovalentni a nekovalentni pfistup.
V pfipadé navazani funkénich skupin ¢i molekul kovalentni vazbou dochazi ke zméné
hybridizace jednoho a vice uhlikovych atom@i zsp?> na sp® doprovdzené soucasnym
porusenim elektronové konjugace a ztratou aromatického charakteru.’? Tento typ
funkcionalizace mize probihat nékolika odliSnymi mechanismy — substituci nukleofilni
(napf. reakci N-nukleofilt s epoxidovymi skupinami grafen oxidu), substituci elektrofilni
(substituci atomu vodiku diazoniovou soli), kondenzaci (napf. mezi kyslik obsahujicimi
skupinami grafen oxidu a isokyanaty nebo aminy za vzniku esterovych a amidovych vazeb)
a adici (Diels—Alderovy cykloadice). Problémem u vétSiny téchto pristupl je nizky stupen

1430 v ptipadé nekovalentni

funkcionalizace vlivem chemické inertnosti grafenu.
funkcionalizace je vyuzivano slabych interakci jako elektrostatické sily, van der Waalsovy
sily nebo m—interakce, které vznikaji pfi adsorpci molekul na povrch grafenu. Vyhodou
tohoto zptisobu modifikace muze byt zachovani konjugovaného n—systému elektrond. '
V ramci tohoto pristupu lze grafen modifikovat napiiklad polymery, porfyriny nebo
povrchové aktivnimi molekulami (cholat sodny, cetyltrimethylamoniumbromid, derivaty

pyrenu a dalsi).!+¥

Kromé molekul mohou byt na povrch grafenu navazany také nanocastice. Grafen se jevi
jako idealni substrat pro disperzi nanocastic z diavodu velké aktivni plochy povrchu. Byly

pfipraveny vzorky grafenu modifikované nanocasticemi vzacnych kova (Au, Ag, Pt, Pd,
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Rh), kterych lze wvyuzit v aplikacich jako katalytické systémy, senzory nebo
superkondenzatory. Byly vyuzity také nanocastice oxidi kovu (SnOz, TiO2, Co30s4) pro
razné aplikace v elektronice, napiiklad jako materialy pro anody v lithium iontovych
bateriich.?® Jiny piistup piedstavuje substituce uhlikovych atomid v hexagonalni mfizce
heteroatomy. Cilem tohoto procesu je ziskat kontrolu nad typem a koncentraci nositeld
naboje v daném materialu. Takto dopované grafenové derivaty poté vykazuji chovani
polovodica typu P nebo N a dochazi k vytvoreni zakazaného pasu. Pro elektrochemické
aplikace je atraktivni predev§im dopace atomy dusiku. Volné pary dusikovych atomu jsou
v téchto slouceninach konjugovany s grafenovym systémem mn—elektroni. Material poté

disponuje chovanim podobnym polovodi¢iim typu N a potencialné vyssi vodivosti. 28

2.2.1 Derivaty grafenu

Jeden z nejlépe prozkoumanych derivati grafenu je fluorografen. Tato stabilni slouCenina
byla pfipravena fluorinaci grafenu (pomoci fluorinaénich ¢inidel, napt. XeF2 nebo F2) nebo
exfoliaci grafitfluoridu.? Strukturng se jedna o 2D monovrstvu sp® hybridizovanych atomd
uhliku, kdy kazdy z téchto atom je kovalentné vazan s atomem fluoru. Tato funkcionalizace
usti ve vySe zminénou zménu pasove struktury a vytvoreni zakdzaného pasu — fluorografen

je se §itkou zakazaného pasu kolem 3 eV fazen na pomezi mezi polovodide a izolanty.?%-!

Prestoze se predpokladalo, ze fluorografen bude nereaktivni a nevhodny pro dalsi
derivatizaci (jako dalsi slouCeniny uhliku a fluoru, napt. teflon), pozdéji se ukazalo, ze se
muize za vhodnych podminek chovat jako elektrofil. Fluorografen tudiz miZze podléhat
nukleofilnim substitucim iniciovanym N-, O-, S- a C-nukleofily (Obrazek 7). Jedna se tak
o dulezity vychozi material pro syntézu kovalentné funkcionalizovanych grafenovych
derivati 2%

V ramci této prace byl v experimentalni casti zkouman vliv Ctyt derivati grafenu na odezvu
uhlikovych elektrod. Syntéza vSech téchto materiald — dusikem dopovaného grafenu (dale
v textu oznacovan jako NG), grafenu funkcionalizovaného nitrilovymi skupinami (dale
v textu oznacovan jako GCN), grafenové kyseliny (dale v textu oznaCovana jako GA)
a grafenu funkcionalizovaného thiolovymi skupinami (déle v textu oznacovan jako GSH) —

zahrnovala v nékteré fazi pravé fluorografen.
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OH
Nukleofilni substituce

Obrazek 7: Reaktivita fluorografenu — produkty nukleofilnich substituci. Pfevzato z Applied Materials
Today?.

2.2.2 Dusikem dopovany grafen

Tento dusikem dopovany grafen byl syntetizovan Sedajovou a kol.* reakci fluorografenu
s azidem sodnym v piitomnosti defluorina¢niho ¢inidla (dimethylformamid). Touto reakci,
jez je znazornéna na Obrazku 8, byly do struktury grafenu zakomponovany dusikové atomy
v pyridinovych, pyrrolovych a grafitickych konfiguracich. NG predstavuje diky vysoké
hustoté materialu a svym elektrochemickym vlastnostem jeden z derivat vhodnych pro

aplikace v oblasti superkondenzatord a uchovavani energie.®

J y ¥ i ' l l !l H | N8N3 .
0 4 —_—
(%%%% 130 °C, DMF

Obrizek 8: Syntéza NG z fluorografenu. Pievzato z Energy & Environmental Science™.

2.2.3 Grafen funkcionalizovany nitrilovymi skupinami

Grafen funkcionalizovany nitrilovymi skupinami byl syntetizovan reakci fluorografenu
s kyanidem sodnym v dimethylformamidu. Touto nukleofilni substituci atomt fluoru za
nitrilové skupiny —C=N byl pfipraven grafenovy derivat o vysokém stupni funkcionalizace
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(15 %), vjehoz struktufe (viz Obrazek 9) byla obnovena sit' sp? uhlikd, jelikoz doslo

k defluorinaci a obnoveni vodivosti.>*

GCN predstavuje diky —C=N skupinam na svém povrchu vychozi material pro dalsi

funkcionalizaci. Jedna z moznych aplikaci tohoto materialu lezi v oblasti elektrochemickeé

detekce nebo superkondenzatord. 3+

Obriazek 9: Struktura GCN. Pievzato z ACS Nano*.

2.2.4 Grafenova kyselina

Grafenova kyselina, jejiz struktura je znazornéna na Obrazku 10, byla syntetizovana z GCN
kyselou hydrolyzou pomoci 20% HNO3. Touto reakci doslo k oxidaci nitrilovych —C=N
skupin na karboxylové —COOH skupiny a vzniku derivatu o vysokém stupni funkcionalizace

(13 %). Jedna se o dvoudimenzionalni kyselinu s pK, okolo 5,2.3

Oproti klasickym grafenovym derivatim se diky pfitomnosti karboxylovych skupin jedna
o hydrofilni material. Pro potencialni aplikace je rovnéz vyhodou nizka toxicita a vysoka
biokompatibilita. Kromé toho, Ze se mize jednat o vychozi slouceninu pro dalsi chemickou
upravu skrze reaktivni karboxylové skupiny, muze byt vyuZita také v oblastech

elektrochemické detekce nebo ukladani energie.>*3¢
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Obrazek 10: Struktura GA. Pfevzato z ACS Nano’*.

2.2.5 Grafen funkcionalizovany thiolovymi skupinami

Grafen funkcionalizovany thiolovymi skupinami byl syntetizovan reakci fluorografenu
s cysteaminem v dimethylformamidu. Aminova skupina tohoto biogenniho aminu byla
deprotonovana v piitomnosti K»2COs3 a nasledné pusobila jako N-nukleofil pti nukleofilni
substituci. Touto reakci, jez je znazornéna na Obrazku 11, zarovern doslo k defluorinaci
a obnoveni sit& sp? uhlikdl. Tento material byl navrzen pro elektrochemickou detekci Cd**

iontd na zakladé specifické afinity mezi t€émito ionty a thiolovymi skupinami.

cysteamin
K,COs5

. I ! I ! ! !j si DMF, 130°C

Obrizek 11: Syntéza GSH z fluorografenu

2.3 Elektrochemické metody

Mezi nejcastéji pouzivané techniky v elektrochemii patii voltametrické metody, tj. metody,
pfi kterych je métfen proud jako funkce méniciho se vlozeného napéti na pracovni elektrodé.
Grafickym vysledkem takového méfeni je voltamogram, ktery predstavuje zavislost
proudu / na potencialu E pracovni elektrody, ktery je relativni vii¢i konstantnimu potencialu

referentni elektrody.’’-8
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NejCastéji  pouzivand aparatura pro elektrochemické experimenty se sklada
z elektrochemické cely, ktera je naplnéna méfenym roztokem elektrolytu, tii elektrod
(pracovni, referentni, pomocnd) ponofenych do roztoku a potenciostatu, coz je zafizeni
schopné udrzovat konstantni potencial na pracovni elektrods.* Schéma takového zapojeni
je ilustrovano na Obrazku 12. Pracovni elektrody jsou nejcasteji pouzivany diskové o dobte
definované plose, napt. grafitové, ze skelného uhliku nebo zlaté. Na pracovni elektrodé
probiha sledovana reakce a jeji potencial vychazi z porovnani s referentni elektrodou, coz je
elektroda o konstantnim chemickém slozeni s konstantnim potencidlem. NejCastéji
pouzivanou je argentchloridova (Ag/AgCl), ptipadné kalomelova (Hg/Hg>Cly) elektroda.
Proud neprochazi referentni elektrodou, ale pouze mezi pracovni a pomocnou. Ta je tvofena
inertnim materidlem s velkou plochou povrchu, typicky platinou. Rozdil potencidlu mezi

pracovni elektrodou a roztokem je potom hnaci silou vysledné elektrochemické reakce. %

- POTENCIOSTAT [<~

7.}

Proud

I

I

I

L I
< .

| < > |
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<

roztok elektrolytu

Obrazek 12: Schéma tfielektrodového zapojeni. Proud prochazi mezi pomocnou (CE) a pracovni (WE)
elektrodou. Napéti na pracovni elektrod¢ je kontrolovdno potenciostatem na zdklad¢ relativniho srovnani

s referentni (RE) elektrodou. Pievzato a upraveno z ChemTexts*.

Kromé tohoto ttielektrodového zapojeni existuje také varianta tisténych elektrod, kdy jsou
vSechny tfi elektrody inkorporovany na substratu (viz Obrazek 13). Tyto elektrody jsou

vyrabény vyti§ténim inkoustu na plastovy nebo keramicky substrat. Vlastnosti samotného
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inkoustu mohou byt modifikovany raznymi aditivy, ktera zvySuji citlivost ¢i afinitu
k analytu vyslednych elektrod. Krom& moznosti miniaturizace a pfipojeni k pfenosnym
pfistrojim jsou vyhodami tisténych elektrod hromadna produkce, nizké naklady a moznost
snadné povrchové modifikace materialy zvySujicimi odezvu nebo biorekogni¢nimi slozkami

(enzymy, protilatky, DNA, aptamery).*!4?

I pomocna elektroda

Obrazek 13: Schéma tisténé elektrody

V experimentalni Casti této prace byly z elektrochemickych metod pouzity hlavné metody
cyklicka voltametrie (CV) a square-wave voltametrie (SWV), jejichz teoretické zaklady a

aplikace jsou popsany v nasledujicich kapitolach.

2.3.1 Cyklicka voltametrie

Cyklicka voltametrie (dale jen CV) je zakladni elektrochemickou metodou, ktera poskytuje
zakladni informace o elektrochemické reakci a diky niz je mozné rychle obdrzet informace
o reverzibilité elektrodového dé€je, termodynamice redoxnich procesu, kinetice prenosu
elektronti nebo adsorpcnich procesech. Pomoci této metody 1ze rovnéz provést kvantitativni
analyzu a urcit koncentraci neznamé latky.*>** Diky tomu je pravé tato metoda pouzita pfi

prvotnim testovani daného elektrochemického systému.

Princip CV spociva v méfeni proudu v zavislosti na vlozeném potencialu, ktery se v Case
meéni linearn€. V ramci jednoho cyklu je nejdfive potencial linearn€ zvétSovan a je obdrzena
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prvni polovina cyklického voltamogramu, ktera zahrnuje informace o oxidaci. Analyt
odevzdava elektrony pracovni elektrodé a je zaznamenan anodicky pik (proud). Ve druhé
poloving cyklu potencial linearné€ klesa, analyt je redukovan elektrony z pracovni elektrody
a je registrovan katodicky pik (proud). Tento cyklus mize byt opakovan a jednotlivé skeny
mohou byt mezi sebou porovnavany. Z takto obdrzenych informaci lze zjistit, zda je

elektrodova reakce reverzibilni & nikoliv.*>%

Grafickym vystupem takového méfeni je cyklicky voltamogram (viz Obrazek 14), jehoz
zakladnimi charakteristikami jsou hodnoty proudu (I, ) a piislusného potencidlu (Ep,q,
E, ) vanodickém a katodickém piku. Mezi parametry ovliviiujici tvar CV kiivek patfi
zejména velikost Castic aktivni plochy elektrody, koncentrace elektrolytu, tloustka elektrody

a teplota. Diilezitym parametrem méfeni je skenovaci rychlost v [V-s71].4043

a) Potencial b)
E; 7 = Anodicky pik Oxidace
Cas
AE
®
At skenovaci rychlost

= AE/At

E, - Redukce Katodicky pik

El E [V] El

Obrizek 14: (a) Zavislost vlozeného potencidlu na €ase pfi cyklické voltametrii. (b) Cyklicky voltamogram
s patrnym oxida¢nim a redukénim pikem. Pievzato a upraveno z Journal of Electrochemical Science and

Technology®.

Kromé dfive zminéného pouziti pro zjisténi zakladnich vlastnosti elektrochemickych
procesti ma CV i dalsi aplikace, jako napfiklad kvantitativni stanoveni analytd
porovnavanim proudd v piku odpovidajicimu danému analytu.** Z jinych aplikaci 1ze uvést
charakterizaci polymert, komplexi kovu, identifikaci reak¢nich mechanisma (napf.
proteolyza mlécnych proteini) nebo stanoveni rdznych organickych (glukdza)

a anorganickych latek (ionty kovil).* Tato metoda byla vyuzita také v oblasti uchovavani
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energie pro vyzkum pseudokapacitniho chovani materialti a vypocet difiznich koeficientt

elektrodovych materiald.*

2.3.2 Square-wave voltametrie

Square-wave voltametrie (dale jen SWV) patii mezi pulzni voltametrické techniky. U nich
je potencial na pracovni elektrodu vkladan v potencialovych pulzech, kdy je proud méren
v danych Casovych intervalech. U SWV je na elektrodu béhem méteni aplikovan linearné
rostouci potencial s pravouhlymi pulzy. Proud je v pribéhu kazdého pulzu zaznamenavan
dvakrat, a to tésné pred aplikaci pulzu a pfed koncem vlozeného pulzu. Proudovy rozdil je
poté vynesen oproti aplikovanému potencialu.***¢ Schéma zavislosti potencialu na ase

u SWV s patrnymi pulzy je ilustrovano na Obrazku 15.

=
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Obriazek 15: Schéma rostouciho aplikovaného potencialu u SWV s pulzy o amplitud¢€ Esw, vysce kroku AE,

délce pulzu t a prodlevé méfeni Tq. Pievzato z Analytical electrochemistry.

V porovnani s dal§i rozsifenou pulzni technikou, diferencni pulzni voltametrii (DPV), je
SWYV citlivéjsi a rychlejsi. Moznost aplikace vysokych frekvenci vede k vy§sim skenovacim

rychlostem, coz ma za nasledek zkraceni doby meétfeni. SWV méfeni zaroven poskytuji
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n&kolikanasobné vyss§i odezvu nez analogicka DPV méieni.*’ Viechny tyto vlastnosti délaji

ze SWYV jednu z nejpokrocilejSich elektrochemickych metod vyuzitelnou pro fadu aplikaci.

SWYV je v poslednich letech vyuzivana predev§im jako efektivni metoda pro stanoveni fady
skupin latek, jako napt. proteiny, pesticidy, tézké kovy nebo 1é¢iva.*® Diky své rychlosti
a citlivosti (dokaze simultanné stanovit i1 latky s blizkymi redoxnimi potencialy, napf.
paracetamol a penicilin) je vyhodnou alternativou k zavedenym metodam jako
chromatografie nebo spektrometrie. Byla pouzita pro stanoveni kyseliny askorbové na
grafitové elektrodé modifikované uhlikovymi nanotrubicemi, organofosforovych pesticida,
tézkych kovi (Bi**, Cu®*, Pb*, Cd>*) nebo steroidu progesteronu.*** SWV miize byt
vyuzita také pfi diagnostice u biosenzoru, napf. pii detekci bakterii E. coli pomoci tiSténych
elektrod modifikovanych zlatymi nano¢asticemi a jednovlakennou DNA *” Kromé stanoveni

miize byt vyuzita také pii kinetické a termodynamické charakterizaci proteint.*®

2.4 Elektrochemicka detekce

Senzory vyuzivajici elektrochemickych metod se v poslednich letech stavaji casto
vyhledavanymi a atraktivnimi zpasoby detekce nejriznéjSich analyti. Klasické analytické
metody zahrnujici nuklearni magnetickou rezonanci (NMR), infracervenou spektroskopii
(IR), vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) nebo hmotnostni spektrometrii
(MS) jsou naro¢né na pfistrojové vybaveni, energii, obsluhu i ¢as. Elektroanalytické metody
jsou oproti tomu snadné, rychlé, citlivé, nizkonakladové a variabilni.* Jeden
z nejrozsitenéjSich elektrochemickych senzort predstavuji jednorazové ti§téné elektrody na
stanoveni glukézy v krvi, které pouzivaji diabetici po celém svéts.*® Nejcastéji pouzivané

metody jsou CV, pulzni techniky a elektrochemické impedanéni spektroskopie.*

Elektrochemické senzory se skladaji ze dvou hlavnich Casti: pfenaseCe analytického signalu
(elektrody), ktery prevadi signal do elektronického zafizeni, a biorekogni¢niho prvku
(enzymy, protilatky, DNA, aptamery), ktery je diky specifické afinité schopen zachytit
arozpoznat analyt.**>* Takto vznikly senzor je charakterizovan svou senzitivitou,

selektivitou, reverzibilitou a rychlosti odezvy.*

Pomoci elektrochemickych senzora jiz byla detekovana fada sloucenin. V klinické praxi se
jedna o nadorové markery (pomoci specifickych protilatek), hormony (kortizol a estradiol

pomoci protilatek), glukézu a cholesterol (pomoci enzymi) ¢i neurotransmitery
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(acetylcholin a adrenalin pomoci enzymii).*’ Elektrochemické senzory byly také vyuzity pro
detekci organismu jako bakterie (E. coli, S. aureus pomoci specifickych protilatek) a viry
(zptsobujici hepatitidu C, ptaci chfipku a horeCku dengue pomoci specifickych
protilatek).*° Byly navrzeny také senzory pro detekci organickych a anorganickych latek

jako t&zké kovy (Pb>*, Cd**, Hg?"), dusitany, sifi¢itany, fenoly nebo pesticidy.*

2.4.1 Modifikace elektrod

Nanomaterialy nasly uplatnéni v elektrochemii mimo jiné jako materialy pro modifikaci
pracovnich elektrod. Takto modifikované elektrody zlepsuji citlivost detekce, jelikoz svymi
elektrickymi vlastnostmi (rychly prenos elektronti) zvysSuji odezvu a prostfednictvim velké

specifické plochy povrchu umoziiuji navazani vét§iho mnozstvi molekul %%

Vrstva materialu v podobé tenkého filmu miZe byt na povrch pracovni elektrody nanesena
nékolika zptisoby. Nejcastéji pouzivané metody jsou tzv. drop-coating (na povrch elektrody
je napipetovan urcity objem vodné suspenze daného materialu, po vypareni rozpoustédla
vznikne film), ktery je vyhodny diky své jednoduchosti a dostupnosti vybaveni, a dale
elektrodepozice. V pripadé tisténych elektrod mohou byt nanomaterialy pfidany pifimo do

inkoustu.*!

Uhlikové materidly jsou vyuzivany pii modifikacich elektrod predevSim diky
elektrokatalytické aktivit€, biokompatibilit€ a rychlému pienosu elektront. Za t€mito ucely
bylo zdokumentovano pouziti fady uhlikovych materialti, napt. funkcionalizovanych
jednosténnych i vicesténnych uhlikovych nanotrubic, fullerenti, grafenu a grafenovych
derivati. *07

V experimentalni Casti této prace byly pro experimenty pouzity modifikované elektrody ze
skelného uhliku (GCE z anglického glassy carbon electrode) a tisténé uhlikové elektrody
(SPCE z anglického screen-printed carbon electrode). Z konkrétnich aplikaci téchto
elektrod lze uvést GCE elektrody modifikované redukovanym grafen oxidem
a nanoGasticemi zlata pro detekci lipopolysacharidd bakterii E. coli’' nebo grafenem
v kombinaci s uhlikovymi nanotrubicemi pro detekci methotrexatu®”. V ptipadé SPCE byly
navrzeny napiiklad elektrody modifikované grafenem a nanocésticemi zlata pro detekci

C-reaktivniho proteinu™ nebo dusikem dopovanym grafenem pro detekci peroxidu vodiku®*.
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2.5 Ampicilin

Ampicilin je Sirokospektralni antibiotikum fadici se mezi aminopeniciliny, coz je jedna
z podtiid penicilinG. Peniciliny spadaji spolecné s cefalosporiny, karbapenemy
a monobaktamy pod beta-laktamova antibiotika, kterd maji jako spole¢ny znak ptitomnost
beta-laktamového kruhu v molekule. K beta-laktamovému kruhu je u penicilinii pfipojen
thiazolidinovy kruh a sekundarni aminova skupina -NHR.>> Ampicilin je v dne$ni dobé
jedno z nejpouzivanéjSich beta-laktamovych antibiotik, které se bézné pouziva pii lécbe
infekci dychacich ¢i mocovych cest zpusobenych bakteriemi. Diky své odolnosti vici
kyselému prostiedi mize byt podavan ustné.? Strukturni vzorec (véetné 3D reprezentace)

ampicilinu je znadzornén na Obrazku 16.

Obrazek 16: Strukturni vzorec a 3D model ampicilinu (molekuldrni struktura ampicilinu byla vizualizovana

pomoci softwaru Avogadro 1.2.0%7)

Antibakterialni mechanismus beta-laktamovych antibiotik spoc¢iva v inhibici syntézy
bunécné stény navazanim na enzymy transpeptidazy, nékdy téz nazyvané penicilin-vazebné
proteiny. Tyto enzymy katalyzuji transpeptidaci peptidoglykanu, coz je polymer dodavajici
bunécné sténé bakterii stabilitu a pevnost. Beta-laktamova antibiotika jsou strukturné
podobna substratu té€chto enzymi — inhibuji tak jejich Cinnost, coz vede k lyzi (rozpadu)

buﬁky 1,55,58

V dusledku naduzivani antibiotik a evoluce si bakterie v pribéhu Casu vytvorily rizné
mechanismy rezistence. Mezi Ctyfi hlavni mechanismy patii inaktivace antibiotika produkci

enzyml p-laktamaz, modifikace penicilin-vazebnych proteind, regulace permeability
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membrany snizenim poctu porinovych kanala a bunécny eflux. VéEtsina bakterii vyuziva vice

z téchto mechanism@i sou¢asng. >

Klicovou slozkou rezistence, zejména u gram-negativnich bakterii, je pravé produkce
p-laktamaz. Jedna se o enzymy, jez hydrolyticky §tépi amidovou vazbu v beta-laktamovém
kruhu, coz vede k jeho rozpadu a ke ztraté antibakterialnich vlastnosti. Enzymu z této
skupiny jiz bylo objeveno nékolik set.>>° Na zakladé molekularni struktury se S-laktamazy
déli na skupiny A-D. Skupina B se od ostatnich, které maji aktivni misto na serinovém
zbytku, 1isi tim, Ze musi byt katalyzovana Zn?* ionty.! Na Obrazku 17 je znazornén rozklad

ampicilinu f-laktamazou.

NH, NH,
H H H H
S cHs . S\ CHs
\>< B-laktamaza \)<
@) O// N—, CH; - o oA HN— CHj
- OH 2
o/ OH &7 oH

Obrazek 17: Hydrolyza (rozpad beta-laktamového kruhu) ampicilinu S-laktamazou

2.5.1 Detekce elektrochemickymi metodami

Za uCelem detekce ampicilinu bylo pouzito mnoho riznych metod, at uz se jedna
o kapalinovou chromatografii, fluorescencni metody, Ramanovu spektroskopii nebo
kolorimetrii. Vyraznou pozornost vsak v poslednich letech ziskaly elektrochemické senzory

diky svym vy3e zminénym vlastnostem jako rychlost, citlivost a nizké naklady.*

Nejcastéji pouzivanymi zafizenimi jsou tzv. aptasenzory, tj. senzory vyuzivajici jako
biorekogni¢ni prvek aptamery. Aptamery jsou syntetické jednovldkenné DNA se
specifickou vazbou k cilové molekule. Aptasenzor pro detekci ampicilinu navrhl Wang
akol.®’ Senzor sestival z GCE elektrody, na kterou byly elektrodepozici ulozeny
nanocastice zlata. Na né byla prostfednictvim vazby Au—S pripevnéna dvouvlakenna DNA.
Ta mize byt zpé€tné uvolnéna pasobenim enzymu Dpn Il a Exo III, protoZze jejich substrat je
pravé dvouvlakenna DNA. V pfitomnosti ampicilinu je vSak vytvofen sjednim vldknem
stabilni konjugat aptamer-ampicilin, coz se projevi na snizeni odezvy elektrody pfi méfeni

metodou DPV.%

Odligné vyuziti aptameru navrhl Taghdisi a kol.®' Na povrchu zlaté ti§téné elektrody byla

z riznych usekd jednovlakennych DNA vystavéna konstrukce podobna zebfiku, ktera
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fyzicky branila molekulam elektrolytu v kontaktu s elektrodou. V pfitomnosti molekul
ampicilinu doslo k jejich navazani na aptamery, které spojovaly jednotlivé useky této
konstrukce. Elektrolyt nasledné piiSel do vétsiho kontaktu s elektrodou a odezva se pii

méfeni metodami CV a DPV zvétsila o'

Hamami a kol.%?

vyuzil pro zvétSeni odezvy aptasenzoru nanokompozit kombinujici MoS»
s polypyrrolovymi nanocasticemi ulozeny na tisténé elektrodé elektrodepozici. Povrch
tohoto materidlu byl néasledné kovalentné¢ modifikovan aptamery a naftochinonem, ktery
slouzil jako redoxni marker. Proudova odezva byla méfena metodou SWYV a se zvySujici se

koncentraci ampicilinu se zmengovala.®?

2.5.2 Detekce ostatnimi metodami

Kromé elektrochemickych metod 1ze ampicilin detekovat také jinymi metodami. Senzor
vyuzivajici fluorescenci byl navrzen Esmaelpourfarkhanim a kol.®* Na nano¢astice zlata byl
navazan aptamer a jeho komplementarni vlakno. V ptfitomnosti ampicilinu bylo toto vlakno

uvolnéno, coz vedlo k poklesu fluorescence fluoroforu PTCDI.%

Kolorimetrie vyuzil Shrivas a kol.** Jako kolorimetricky senzor byly vyuzity nanocastice
stfibra stabilizované citratem. Tato povrchova vrstva reaguje s ampicilinem a dochazi
k agregaci nanocastic stiibra. V dusledku této interakce dochazi k Cervenému posuvu

v UV-VIS spektru a s tim souvisejici zméné barvy roztoku.®

K detekci ampicilinu mize byt pouzita také kapalinova chromatografie. Castillo-Garcia
a kol.% vyuzil chromatografii v kombinaci s luminiscenénim detektorem. Chelat Ru(bpy)s**
byl oxidovan Ce** ionty na Ru(bpy)s>*, ktery byl poté analyty (riznymi peniciliny) zp&tné
redukovan do excitovaného stavu redukované formy. Pii jeji relaxaci do zakladniho stavu

poté doslo k emisi zafeni, které bylo detekovano.®
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie

Veskeré chemikalie pouzité v této praci byly potizeny od spolecnosti Sigma-Aldrich. Jedna
se o ampicilin, PBS a f-laktamazu (pavodem z Bacillus cereus 569/H9). V ramci v§ech

experimentu byla pouzita ultra¢ista voda (vodivost > 18 MQ).

Tabulka 1: Piehled pouzitych chemikalii

Chemikalie Dodavatel Cistota M:
Ampicilin Sigma-Aldrich p.a. 349,40
PBS Sigma-Aldrich p.a. -
p-laktaméza Sigma-Aldrich - -

3.2 Derivaty grafenu

Jednim z cili prace bylo experimentalné urcit vliv naneseného filmu riznych derivati
grafenu na odezvu elektrody béhem elektrochemickych méfeni. Jmenovité se jedna
o dusikem dopovany grafen (NG), grafenovou kyselinu (GA), grafen funkcionalizovany
nitrilovymi skupinami (GCN) a grafen funkcionalizovany thiolovymi skupinami (GSH).
Vsechny ctyfi grafenové derivaty byly pfipraveny pracovniky Regionalniho centra
pokrodilych technologii a materiald (RCPTM), které spada pod Cesky institut vyzkumu
a pokrocilych technologii (CATRIN) Univerzity Palackého v Olomouci. Materidly byly
podrobeny zakladni analyze metodami FTIR a TEM.

3.2.1 Charakterizace NG

Infracervené spektrum NG (Obrazek 18), dusikem dopovaného grafenu, zahrnuje vibrace
v oblasti okolo 1580 cm™ (odpovidajici valenénim vibracim aromatickych kruhti), dale
okolo 1400 cm™ (koresponduje se zvysujicim se podtem atom dusiku v grafenové kostie)
a 1200 cm™!. Posledni zminéna vibrace odpovida vazbé C—F, kter je pfitomna v prekurzoru

NG (fluorografenu).

Ze snimkt TEM (Obrazek 19) je patrné, ze NG vykazuje lateralni velikost zhruba 1 um a je

tvoren nékolika vrstvami materialu.
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Obrizek 18: Infracervené spektrum NG

Obrizek 19: TEM snimky NG

3.2.2 Charakterizace GA

Grafenova kyselina je tvofena grafenem funkcionalizovanym pifevazné karboxylovymi

. Ve spektru

skupinami. Skupinam —COOH odpovida vibrace o vlno¢tu 1725 cm”
(Obrazek 20) jsou dale patrné vibrace v oblasti 1400-1620 cm™, které odpovidaji siti
aromatickych kruhi s sp? uhliky, a vibrace kolem 1250 cm!, ktera predstavuje jednoduché

C—C vazby.
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Na zakladé TEM snimkua (Obrazek 21) bylo zjisténo, ze Castice GA se skladaji z n€kolika

vrstev o lateralni velikosti cca 1,8 pm.
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Obrizek 20: Infracervené spektrum GA

Obrazek 21: TEM snimky GA

3.2.3 Charakterizace GCN

Tento derivat je tvofen grafenem funkcionalizovanym nitrilovymi skupinami. Ve spektru

(Obrazek 22) jsou patrné vibrace shodné se spektrem GA, a to v oblasti 1400-1620 cm'!
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(C=C vazby) a 1250 cm! (C—C vazby). Zaznam navic obsahuje vibraci 2200 cm™, ktera
odpovida —C=N skuping.

Na zakladé TEM snimka (Obrazek 23) bylo zjisténo, ze Castice GCN se skladaji z nékolika

vrstev o lateralni velikosti cca 3,3 pm.
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Obrazek 22: Infratervené spektrum GCN

Obrazek 23: TEM snimky GCN

3.2.4 Charakterizace GSH

Tento derivat je tvoren grafenem funkcionalizovanym thiolovymi skupinami (-SH).
V infracerveném spektru (Obrazek 24) je kromé oblasti odpovidajici C=C vazbam mezi sp>
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uhliky (1400-1620 cm™) patrny také pas v oblasti okolo 1250 cm’!, ktery je charakteristicky
pro fadu grafenovych materialt a zahrnuje predevsim vibrace jednoduchych C—C vazeb.

V tomto pasu se rovnéz nachazi vibrace mezi 1150-1180 cm™, ktera je charakteristicka

prave pro vazbu C-S.

Ze snimki TEM (Obrazek 25) je patrné, ze GSH vykazuje lateralni velikost zhruba 6 pm

a je tvoren nékolika vrstvami materialu.
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Obrizek 24: Infracervené spektrum GSH

Obrizek 25: TEM snimky GSH
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3.3 Elektrochemicky experiment

V ramci provedenych experimenti byly riznymi elektrochemickymi metodami zméfeny
odezvy systému elektrod v roztocich Cistého fosfatového pufru (dale PBS z anglického
phosphate-buffered saline), antibiotika ampicilinu a roztoku antibiotika ampicilinu
s pfidanym enzymem f-laktamazou. B€éhem méfeni byly pouzity dva rizné systémy elektrod
— tiielektrodové zapojeni s oddélenou pracovni, referentni a pomocnou elektrodou a tisténé
uhlikové elektrody, na kterych jsou vSechny tii elektrody inkorporovany na keramickém

substratu.

3.3.1 Méreni pomoci trielektrodového zapojeni

V ramci tohoto zapojeni byly pouzity pracovni elektroda ze skelného uhliku, referentni
argentchloridova elektroda a pomocna platinova elektroda spolecnosti 2 THETA ASE.
Tento systém je zobrazen na Obrazku 26 a dale v textu ozna¢ovan jako GCE (z anglického

glassy carbon electrode).

Obrazek 26: GCE systém elektrod skladajici se z pomocné (a), pracovni (b) a referentni (c) elektrody

Pred samotnym meéfenim byly vSechny tfi elektrody mechanicky ocistény definovanym
zpusobem. Pracovni elektroda byla oplachnuta ultracistou vodou, ethanolem, 2-propanolem
a opét ultracistou vodou v tomto potadi. Poté byla vyle§téna na lestici podlozce pomoci
aluminy (oxid hlinity) a opét oplachnuta ultracistou vodou. Referentni elektroda byla
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oplachnuta pouze ultracistou vodou a osuSena papirovym ubrouskem. Pomocna elektroda
byla oplachnuta ultracistou vodou, ethanolem, 2-propanolem a opét ultracistou vodou

v tomto potadi.

Experimenty byly provedeny ve sklenéné elektrochemické cele, ktera byla pfed méfenim
oplachnuta ultracistou vodou, ethanolem, 2-propanolem a osuSena proudem plynného
dusiku. Do této cely bylo odméreno 15 ml méfeného roztoku a ponofen drzak se tfemi
elektrodami. Méfeni probihalo na potenciostatu Autolab (PGSTAT 128N), ktery byl ovladan
pomoci dodaného softwaru NOVA (1.11.2).

3.3.2 Méreni pomoci tisSténych elektrod

V ramci tohoto zapojeni byly pouzity tisténé uhlikové elektrody DropSens DRP-110 (dale
v textu oznacovany jako SPCE z anglického screen-printed carbon electrode) spoleCnosti
Metrohm. Pro piipojeni téchto elektrod k potenciostatu byl vyzadovan konektor rovnéz od

spoleCnosti Metrohm. Tento systém je zobrazen na Obrazku 27.

- @n L L Metrohm

Obrazek 27: (a) SPCE systém eclektrod skladajici se ze samotné tist€né elektrody (1) a konektoru (2).
(b) Povrch SPCE elektrody skladajici se z pomocné (1), pracovni (2) a referentni (3) elektrody a okolniho
dielektrika (4).

Pted samotnym meétenim byla elektroda ocisténa oplachnutim ultracistou vodou a osusena

proudem plynného dusiku. Jeji povrch byl pfipadné modifikovan grafenovym derivatem.

36



Poté byla zasunuta do konektoru, ktery byl pfipojen k potenciostatu. Na elektrodu bylo
nasledné pipetou naneseno 60 pl méfeného vzorku tak, aby byl povrch elektrody kompletné
pokryt vzniklou kapkou. Poté probéhlo métfeni. Schéma zahrnujici tento pracovni postup je

zobrazeno na Obrazku 28.

Obrazek 28: Schéma pracovniho postupu pifi méfeni roztoku ampicilinu (a) na SPCE elektrodé (b)

modifikované derivatem grafenu (c), kterd byla piipojena skrz konektor (d) k potenciostatu (e)

3.4 Naneseni materiilu na elektrody

Meéfeni byla provadéna cCistymi nemodifikovanymi GCE, resp. SPCE elektrodami, nebo
elektrodami s nanesenou vrstvou materialu (derivatu grafenu). Materialy byly nanaSeny na
pracovni elektrody metodou tzv. drop-coating (schéma ilustrovano na Obrazku 29), kdy je
na povrch elektrody napipetovan urcity objem vodné suspenze daného materialu. Po
vyschnuti a vypafeni rozpoustédla je na pracovni elektrodé vytvoren tenky film.

Vodna suspenze
materialu

Aktivni plocha _—

elektrody

Okolni
izolant

9 /,,- - './-\\‘\\.‘ .
- et y - ..\‘-,.‘_ - F-i’r-/_/
#
\\\\ ) ) \\‘\:- ) - ) /
Nemodifikovana Naneseni Zaschnuti a vypareni Modifikovana
elektroda materialu rozpoustédla elektroda

Obrizek 29: Schéma nanaseni materidlu na povrch elektrody metodou drop-coating
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Vodné suspenze grafenovych derivatd byly pred nanesenim na elektrody umistény na
15 minut do ultrazvukové 1azné, aby doslo k dispergaci pripadnych agregatti. Elektrody byly
pred nanesenim materialu o€istény vySe zminénymi zpusoby. Na jejich povrch bylo poté
pipetou naneseno 10 ul vodné suspenze v piipadé GCE a 20 ul v ptipadé SPCE (hodnoty
byly zvoleny tak, aby byl vyslednym filmem pokryt cely povrch pracovni elektrody). Takto

vytvorena kapka se poté nechala zaschnout po dobu 1 hodiny za laboratorni teploty.

3.5 Priprava mérenych roztoki

Popsanymi elektrodovymi systémy byly méfeny roztoky Cistého PBS, antibiotika ampicilinu
a roztoku antibiotika ampicilinu s pfidanym enzymem p-laktaméazou. Roztok PBS byl
pfipraven z pevnych, komerc¢né dodavanych tablet rozpusténim 1 tablety ve 200 ml ultracisté
vody. V ramci viech experimentii byl pouzit roztok ampicilinu o koncentraci 1000 mg-1-.
Tento roztok byl vzdy pfed méfenim 15 minut ponechan v uzaviené plastové zkumavce za
laboratorni teploty a poté pfeveden do méfici cely. Pfi experimentech byl pouzit dodany

enzym p-laktamaza o aktivité 0,2 U-pl™!.

Veskeré laboratorni vybaveni pouzité v ramci procesu piipravy téchto roztokti bylo predem
oCisténo roztokem ethanolu a ultracistou vodou, aby nedochazelo ke kontaminaci vzorkt

a zkresleni méfeni.

3.6 Elektrochemické metody

Roztoky byly méfeny na potenciostatu metodami cyklickd voltametrie (CV), diferen¢ni
pulzni voltametrie (DPV) a square-wave voltametrie (SWV). Pfiprava méfeného vzorku se
pro jednotlivé metody neli§ila. Méfeni daného roztoku bylo provedeno vzdy na tfech

raznych elektrodach (at’ uz Cistych, nebo modifikovanych), aby byly eliminovany chyby.

Metoda CV probihala v potencialovém okn& 0-0,8 V pii skenovaci rychlosti 50 mV-s™.
DPV probihala v rozsahu 0-0,65 V pii skenovaci rychlosti 10 mV-s' a SWV rovnéz
v rozsahu 0-0,65 V pii skenovaci rychlosti 125 mV s,
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem této prace bylo prozkoumat moznost vyuziti derivati grafenu pii elektrochemické
detekci antibiotika ampicilinu. Za timto ucelem byly promeéfeny roztoky cistého PBS,
antibiotika ampicilinu a roztoku antibiotika ampicilinu s pfidanym enzymem f-laktamazou,
ktery jej hydrolyticky §tépi (viz kapitola 2.5), metodou CV, aby byla ziskéna zakladni
charakteristika elektrodového déje. Stejna sada roztokti byla poté proméfena pulznimi
metodami DPV a SWV| aby byla nalezena metoda vhodna pro detekci ampicilinu v co
nejnizsich koncentracich. Dale byly zméfeny odezvy elektrod s filmy riznych materiald.
Z nich byl vybran vhodny kandidat a nasledné byly porovnany proudové odezvy pfi jeho
raznych koncentracich. Méfeni byla provadéna na GCE i SPCE.

Naméfena data byla v pfipadé metod DPV a SWV vyhodnocena v programu Nova (verze
1.11.2). U pulznich metod byl na zacatku potencialového okna patrny nezadouci nabéh
kiivky, ktery je pro dané techniky charakteristicky a svou vyskou zkresluje relativni vysky
pikt. Tyto body nebyly za Gcelem zpiehlednéni grafii zahrnuty do jejich konec¢né podoby.

4.1 Elektrochemicka charakterizace metodou CV

Meéteni metodou CV probihalo na SPCE elektrodach, jelikoz dil¢im cilem prace bylo ovéfit
moznost detekce ampicilinu timto elektrodovym systémem. Obrazek 30 zobrazuje vysledné
voltamogramy z meéfeni roztoku PBS (modra kiivka), ampicilinu v PBS (Cervena kiivka)

a ampicilinu s f-laktamazou v PBS (zelena kiivka).

Z grafu je patrné, ze mezi odezvami jednotlivych vzorki je signifikantni rozdil v proudové
odezvé. Roztok ampicilinu v PBS pufru (camp = 1000 mg-1"") poskytuje cca Skrat vyssi
proudovou odezvu nez samotny roztok PBS pufru. Profil kiivky je zarovei odlisny, v oblasti
zhruba 0,3-0,4 V je zfejmy pik, ktery odpovida redoxni reakci ampicilinu. Po piidani
p-laktamazy, ktera toto antibiotikum rozklada, doslo ke snizeni proudové odezvy ampicilinu
na uroven odpovidajici koncentraci enzymu. Z vysledki meéfeni je patrné, ze SPCE

elektrody mohou byt vyuzity k primarni detekci ampicilinu.
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Obrizek 30: Cyklické voltamogramy z méfeni roztoku PBS (modra kiivka), ampicilinu v PBS (Cervena
kiivka) a ampicilinu s f-laktamazou v PBS (zelend kiivka) na SPCE elektrodé

4.2 Testovani pulznich metod vhodnych pro detekci ampicilinu

Po zakladni charakterizaci metodou CV byly na stejné sadé tii roztokti vyzkouseny také dve
pulzni metody: diferenéni pulzni voltametrie a square-wave voltametrie. Méfeni opét
probihalo na SPCE elektrodach. Obrazek 31 zobrazuje vysledny zdznam z méfeni metodou

DPV.

Z grafu je patrné, ze podobné jako u metody CV i zde dochézi u roztoku ampicilinu ke
zvySeni proudové odezvy. Na rozdil od predchozi metody lze ovSem jednoznaéné
identifikovat pik pfisouzeny ampicilinu, a to opét zhruba kolem 0,3 V. Tato metoda je tedy
potencialné vhodna pro detekci tohoto antibiotika, jelikoz poskytuje rychlou odezvu s jasné
identifikovatelnym pikem. Po pfidani f-laktaméazy opét doslo ke snizeni proudové odezvy.
Z grafu DPV méfeni je navic ziejmé, ze po rozkladu ampicilinu timto enzymem se
v zaznamu objevuji dva rezidualni piky, a to okolo 0,25 Va 0,35 V. Tyto piky
pravdépodobné piislusi produktu degradace antibiotika (viz kapitola 2.5).
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Obrazek 31: Ziznam z DPV méieni roztoku PBS (modra kiivka), ampicilinu v PBS (Cervena kiivka)
a ampicilinu s S-laktamazou v PBS (zelena ktivka) na SPCE elektrod¢

Nasledné byl stejny set tii roztokl podroben také méfeni SWV metodou. Experiment opét

probihal na SPCE elektrodach. Obrazek 32 zobrazuje vysledny zdznam z méfeni metodou
SWV.
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Obrazek 32: Ziznam z SWV méfeni roztoku PBS (modra kfivka), ampicilinu v PBS (Cervena kiivka)
a ampicilinu s S-laktamazou v PBS (zelena ktivka) na SPCE elektrod¢
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Z grafu je patrné, ze kiivky maji velmi podobny profil jako u DPV méteni — v zaznamu lze
pozorovat narast proudové odezvy, pik ampicilinu i dva piky po rozkladu p-laktamazou.
Metoda SWYV je tudiz rovnéz vhodna pro detekci ampicilinu. Rozdil oproti metodé DPV je
v tom, ze metoda SWV poskytuje zhruba o polovinu vyssi odezvu, bere-li se v potaz pik
antibiotika (0,0278 pA v porovnani s 0,0171 pA u DPV), a samotné méteni probiha rychleji.
Z tohoto divodu byla metoda SWV vybrana pro nasledujici experimenty jako nejvhodnéjsi

pro detekci ampicilinu.

Zakladni méteni elektrochemickymi metodami tedy ukéazala, ze antibiotikum ampicilin lze
systémem SPCE elektrod uspésné detekovat. Proudové odezvy téchto méfeni jsou ovSem
velmi malé (fadoveé setiny pA). Z tohoto divodu bylo dale zkoumano vyuziti derivati

grafenu v podobé¢ filmi nanesenych na povrch elektrod za Gcelem zvySeni jejich odezvy.

Dalsi experimenty, zahrnujici porovnani vlivu jednotlivych materialli na odezvu elektrod,
byly provadény na GCE elektrodach, které poskytuji stejnou odezvu jako SPCE elektrody
(pracovni elektroda je rovnéz zuhliku). Bylo tak ucinéno zdavodu vyssi
reprodukovatelnosti vysledk (GCE elektrody predstavuji stalejsi systém oproti komeréné
vyrabénym SPCE elektrodam, které jsou nachylnéjsi na poskozeni) a cenové dostupnosti

(SPCE elektrody jsou jednorazové s cenou okolo 70 K¢ za kus).

4.3 Testovani materialii vhodnych pro zlepSeni odezvy elektrod

Za ucelem oveéfeni mozného zvySeni proudové odezvy elektrod byly testovany Ctyfi
materidly, a to dusikem dopovany grafen (NG), grafenova kyselina (GA), grafen
funkcionalizovany thiolovymi skupinami (GSH) a grafen funkcionalizovany nitrilovymi

skupinami (GCN).

Materialy byly nandSeny na pracovni elektrody metodou tzv. drop-coating, kdy byl na
povrch elektrody napipetovan objem vodné suspenze daného materialu tak, aby kompletné
pokryl povrch pracovni elektrody. Po vyschnuti a vypafeni rozpoustédla pii bézné
laboratorni teploté byl na pracovni elektrodé vytvoren tenky film (viz kapitola 3.4). Pro
porovnani odezev vySe uvedenych materiala byla zvolena koncentrace vodnych suspenzi
1,5 mg-ml™!. Takto modifikované GCE pracovni elektrody byly pouzity k méfeni roztoku
ampicilinu v PBS pufru (camp = 1000 mg-1"") metodou SWV. Vysledky téchto méfeni jsou

ilustrovany na Obrazku 33.
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Obrazek 33: Zaznam z SWV méfeni roztoku ampicilinu v PBS na GCE elektrod¢ modifikované NG (modra
kfivka), GA (zelena kiivka), GSH (Cervena kifivka) a GCN (oranzova kiivka)

Z grafu je patrné, ze v oblasti 0,2-0,4 V je v zaznamech méteni identifikovatelny pik, ktery
ovSem neni tak vyrazny jako pfi SWV meéfeni na nemodifikované elektrod€. Srovnanim
zaznamu méfeni roztoku ampicilinu v PBS pufru a roztoku pouze PBS pufru bylo zjisténo,
ze ampicilin neposkytoval vyraznéjsi odezvu. Pravdépodobné doslo k degradaci ampicilinu
nebo k jeho strukturnim zménam, které zpusobily zanik signalu. Tato skutecnost vSak
nepiedstavuje vyrazn€jsi komplikace, jelikoz primarnim cilem bylo srovnat odezvy pro
jednotlivé materialy. Tohoto cile bylo dosazeno, jelikoz méfeny roztok elektrolytu mél
u kazdého ze Ctyf materialG stejné slozeni. Filmy vSech Ctyf testovanych grafenovych

derivat zvySuji odezvu GCE elektrod oproti elektrodam s nemodifikovanym povrchem.

Obrazek 34 zahrnuje pramérné hodnoty proudové odezvy z méfeni roztoku ampicilinu pro
jednotlivé materialy vcetné smérodatnych odchylek. Z naméfenych hodnot je patrné, ze
pouziti grafenovych derivati vedlo ke zhruba 45nasobnému zvySeni odezvy oproti
nemodifikované elektrodé v piipadé materialu s nejvyssi odezvou (GSH — 1,23 pA vs. GCE
0,0278 pA).
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Pro aplikaci v oblasti senzoriky je ovSem zadouci nejen zvySend odezva, ale také vhodné
mechanické vlastnosti a reprodukovatelnost méfeni. Z téchto diivodu byl material vhodny
pro modifikaci elektrody vybran na zakladé nékolika faktori, a to na vysi odezvy, celkové
kvalité filmu deponovaného na elektrod€ a smérodatné odchylce. Co se tyce mechanickych
vlastnosti, filmy GSH a GCN tvorily u vsech tfi vzorkl neuniformni povrch s odlupujicimi
se ¢astmi. Oproti tomu NG a GA tvorily homogenni vrstvu bez viditelnych nerovnosti na
celé plose elektrod. Tyto dva materialy sice neposkytovaly absolutné nejvyssi proudovou
odezvu ze CtyT testovanych, ale prumérna velikost proudové odezvy (NG — 0,62 pA, GA —
0,95 nA) byla presto nékolikanasobné vyssi nez u nemodifikovanych elektrod.
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Obriazek 34: Prumé¢mé hodnoty proudové odezvy v ramci tii mefeni roztoku ampicilinu v PBS na GCE
elektrod¢é modifikované NG (modry sloupec), GA (zeleny sloupec), GSH (Cerveny sloupec) a GCN (oranzovy
sloupec)

Materialy NG a GA byly srovnatelné jak velikosti proudové odezvy, tak smeérodatné
odchylky. S NG se ovSem pii nanaSeni na povrch elektrod pracuje Iépe, kdy tento material
tvori ve vysledku kvalitngjsi filmy nez GA. Divodem muze byt jak polarni charakter
nitrilovych skupin, ktery zvySuje adhezi k hydrofilnimu povrchu pracovni elektrody, tak
rovnomérna distribuce grafenovych platka o relativné malé velikosti cca 1 pum. S ohledem
na vSechny zminéné faktory byl NG vybran jako vhodny kandidat pro modifikaci elektrod

za uCelem zvySeni jejich odezvy.
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4.4 Testovani vlivu koncentrace NG na odezvu elektrod

Dalsim krokem v optimalizaci zvySeni odezvy elektrod nanesenim vrstvy vhodného
materialu bylo testovani vlivu koncentrace takového materidlu, v tomto pifipadé NG.
Koncentrace z prvotniho testovani materiald 1,5 mg-ml' byla zvolena jako prostfedni
hodnota souboru, ktery zahrnoval celkem 6 koncentraci NG: 0,5 mg-ml!, 1,0 mg-ml™,
1,5mg-ml?, 2,0 mg-ml?, 2,5 mg-ml! a 3,0 mg-ml"!. Materialy byly naneseny na povrch
pracovnich elektrod zptisobem shodnym s tim v kapitole 4.3. Méfenym roztokem byl opét
roztok ampicilinu v PBS pufru (camp = 1000 mg-1"!). Vysledky méfeni jsou ilustrovany

na Obrazku 35.
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Obrazek 35: Ziaznam z SWV méfeni roztoku ampicilinu v PBS na GCE clektrodé modifikované NG
o koncentraci 0,5 mg-ml™" (oranzova kiivka), 1,0 mg-ml"! (zelena kiivka), 1,5 mg-ml™! (tmavé modra kiivka),
2,0 mg-ml! (svétle modra kiivka), 2,5 mg-ml"! (¢ervena kiivka), 3,0 mg-ml! (Semna kiivka)

Pti vyhodnocovani vysledkt byla opét posuzovana oblast grafu v rozmezi 0,2-0,4 V, kde se
vyskytuje pik ampicilinu. Z grafu je patrné, ze v této oblasti se odezva elektrod zvysuje se
zvySujici se koncentraci NG — nejvyssi proudové hodnoty (1,98 pA) je dosazeno pii
koncentraci 3,0 mg-ml!. Toto pozorovani velmi dobie reflektuje dobrou vodivost
testovaného materialu (Sedajova a kol.*), kdy se zvySujici se koncentraci materialu
deponovaného na povrchu pracovni elektrody se zvysSuje 1 proudova odezva pfi stanoveni

ampicilinu.
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Pfi volbé nejvhodnéjsi koncentrace NG pro aplikace jsou, stejné jako u volby materialu,
treba brat v uvahu také vhodné mechanické vlastnosti vytvorené vrstvy. Film tvofeny NG
o koncentraci 0,5 mg-ml™! byl pro jakékoliv aplikace zcela nevyhovujici, jelikoz pokryval
pouze okrajové Casti elektrody (disledek malého mnozstvi materialu, kdy koncentrace
suspenze 0,5 mg-ml™' odpovida finalni koncentraci 5 pg deponovaného materialu na povrchu
pracovni elektrody). Vrstva NG o koncentraci 1,0 mg-ml™!' rovnéz nepokryvala cely povrch
elektrody. Z grafu je patrné, Ze tyto dvé koncentrace nezvySovaly proudovou odezvu
elektrod tak vyrazné jako zbytek vzorkl (v daném rozmezi napéti dosahovalo maximum

odezvy cca 0,27 pA u koncentrace 0,5 mg-ml! a 0,24 pA u koncentrace 1,0 mg-ml™).

Vrstva NG o koncentraci 1,5 mg-ml™! jiz pokryvala cely povrch pracovni elektrody. Tento
film byl tvofen homogenni vrstvou materialu s povrchem bez vyraznéjSich defekti ¢i
nepravidelnosti. Film tvofeny NG o koncentraci 2,0 mg-ml™! mél velice podobné vlastnosti,
tvofil uniformni vrstvu. Tyto dvé koncentrace oproti dvéma nizs§im jiz zvySovaly odezvu

znatelngji (0,62 pA u koncentrace 1,5 mg-ml™! a 1,10 pA u koncentrace 2,0 mg-ml™).

Film tvofeny NG o koncentraci 2,5 mg-ml™' pokryval celou plochu pracovni elektrody. Na
povrchu se vSak nachédzela vypoukld mista a v nékterych pfipadech vrstvy materialu
z povrchu elektrod odpadavaly. Film tvofeny NG o koncentraci 3,0 mg-ml™! mél velice
podobné vlastnosti. Divodem horSich mechanickych vlastnosti je prebytek materialu na
elektrodé, kdy velikost pfitazlivych sil mezi jednotlivymi vrstvami neni dostate¢na a tyto
vrstvy se oddéluji. Tyto dvé koncentrace oproti zbytku souboru vykazovaly nejvyssi odezvu

(1,66 pA u koncentrace 2,5 mg-ml™! a 1,98 uA u koncentrace 3,0 mg-ml™').

S ohledem na vSechny faktory zminéné v kapitolach 4.3 a 4.4 (vySe odezvy, mechanické
vlastnosti filmu, smérodatna odchylka) byl jako material vhodny pro potencialni aplikace

zvolen dusikem dopovany grafen NG o koncentraci v rozmezi 1,5-2,0 mg-ml™!,

4.5 Testovani odezvy SPCE elektrod pokrytych vrstvou NG

Poslednim krokem bylo otestovani vlivu vrstvy materialu NG s optimalizovanymi parametry
na odezvu SPCE elektrod, které byly pouzity v prvotnich métenich (kapitoly 4.1 a 4.2). Za
timto ucelem byly na pracovni elektrody naneseny vrstvy NG o koncentracich 1,5 mg-ml!
a 2,0 mg-ml™!' op&t metodou tzv. drop-coating. Vysledky téchto méfeni jsou ilustrovany na

Obrazku 36.
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Obrazek 36: Ziznam z SWV méfeni roztoku ampicilinu v PBS na SPCE clektrod¢ modifikované NG
o koncentraci 1,5 mg-ml! (oranZova kiivka) a 2,0 mg-ml"! (zelena kiivka)

Z grafu je patrné, ze NG zvysuje odezvu SPCE elektrod obdobnym zptiisobem jako u GCE
elektrod. Vyse odezvy ve sledované oblasti 0,3-0,4 V se zvySuje se zvySujici se koncentraci
materialu (cca 0,57 pA u koncentrace 1,5 mg-ml™! a 0,73 pA u koncentrace 2,0 mg-ml ™),
coz je v souladu se zaveéry z kapitoly 4.4. Filmy tvofené NG o téchto dvou koncentracich na

SPCE elektrodach mely podobnou kvalitu jako na GCE elektrodéach.

Dalsi skute¢nosti patrnou z grafu je vSak také to, ze v zdznamu se nevyskytuje vyrazngjsi
pik ampicilinu, coz potvrzuje také srovnani zaznamua meéfteni roztoku ampicilinu v PBS pufru
a roztoku pouze PBS pufru. Ani s opé€tovnou zménou systému elektrod na ptivodni SPCE
systém tedy nedoslo k uspésné detekci ampicilinu, jako tomu bylo v kapitole 4.2, kde byl
ampicilin detekovan metodou SWV na nemodifikovanych SPCE elektrodach. Tyto vysledky
podporuji teorii, ze v prubéhu experiment doslo k degradaci ampicilinu, ktera zpusobila
zanik signalu. Ve snaze potvrdit tuto teorii byla jesté jednou provedena méfeni roztoku
ampicilinu v PBS pufru (camp = 1000 mg-1"") a samotného PBS pufru metodou SWV na
SPCE elektrodach. Tato méfeni byla shodna s témi v kapitole 4.2. Vysledky jsou ilustrovany
na Obrazku 37.
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Obrazek 37: Zaznam z SWV méieni roztoku PBS (modra kfivka) a ampicilinu v PBS (Cervend kiivka) na
SPCE clektrodé

Z grafu je patrné, ze kiivky maji velmi podobny profil a v zdznamu nelze pozorovat diive
zaznamenany pik ampicilinu. Cervena kiivka pfedstavuje méfeni roztoku PBS, ve kterém
byl ampicilin rozpustén. Srovnanim zaznama méfeni PBS pufru metodou SWV na SPCE
elektrodach z kapitol 4.5 (Obrazek 37) a 4.2 (Obrazek 32) bylo zjisténo, ze se jedna o takika
shodné zaznamy. Problém tedy v tomto ptfipadé nebyl v pouzitém systému elektrod nebo
v nanaSeni materialu na jejich povrch, ale v samotném roztoku antibiotika. Timto méfenim
bylo potvrzeno, ze v pribéhu experimenti doslo ke strukturnim zménam ampicilinu, které
znemoznily jeho naslednou detekci. Tato skutecnost vsak neméla dusledky na testovani
vlivu material na odezvu elektrod, jelikoz méfeny roztok mél ve vSech pripadech stejné

slozeni.
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S ZAVER

Tato prace se zabyvala problematikou elektrochemické detekce antibiotika ampicilinu
a vyuziti derivati grafenu v tomto procesu. Jako nejvhodnéjsi z elektrochemickych metod
byla zvolena square-wave voltametrie, jelikoz vykazovala nejvétsi proudové odezvy v piku
pfisouzeném ampicilinu. Prvotni méfeni zaroven ukazala, ze ampicilin 1ze detekovat jak

tiSténymi uhlikovymi elektrodami (SPCE), tak tiielektrodovym zapojenim s elektrodami ze

skelného uhliku (GCE).

Meétenim roztoku ampicilinu elektrodami modifikovanymi vrstvou deponovaného materialu
bylo zji§téno, ze vSechny Ctyfi testované derivaty grafenu prokazatelné zvySuji odezvu
elektrod. S ohledem na kombinaci faktort, jako jsou mechanické vlastnosti nanesené vrstvy,
vySe odezvy a reprodukovatelnost méfeni, byl jako material nejvhodnéjsi pro potencialni

aplikace vybran dusikem dopovany grafen (NG).

Dale byl testovan vliv raznych koncentraci tohoto materialu na odezvu elektrod. Bylo
zjisténo, ze se zvySujici se koncentraci se zvysuje také proudova odezva. Jako nejvhodnéjsi
byly zvoleny koncentrace 1,5 a 2mgml! Suspenze NG o niz§ich koncentracich
neobsahovaly dostatek materialu na pokryti celého povrchu elektrod, zatimco suspenze NG

o vyssich koncentracich poskytovaly filmy s hor§imi mechanickymi vlastnostmi.

Ackoliv v pribéhu experimenti doSlo ke ztraté signalu ampicilinu, pravdépodobné
v dasledku degradace, vysledky timto ovlivnény nebyly. Méfeny roztok meél ve vSech
ptipadech stejné slozeni a vysledky tak mohly byt mezi sebou srovnavany. Ztrata signalu
muize byt v budoucnu vyfeSena dodanim novych vzorkd ampicilinu ¢i pouzitim jinych,
citlivéjSich metod detekce, napf. aptasenzoru, které vyuzivaji specifickou jednovlakennou
DNA jako prvek pro rozpoznani cilové molekuly. Zavéry této prace mohou byt vyuzity pii
konstrukci elektrochemickych senzori pro detekci nejen ampicilinu, ale také dalSich
polutantll a patogentl vCetné rezistentnich bakterii, které produkci hydrolyzujicich enzyma

antibiotika rozkladaji.
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6 SUMMARY

The aim of this bachelor thesis was the electrochemical determination of the antibiotic
ampicillin and the application of various graphene derivatives in this process. Square-wave
voltammetry was chosen as the most suitable electrochemical method, since it exhibited the
largest current response of ampicillin. Initial measurements also showed that ampicillin
could be detected by both screen-printed carbon electrodes (SPCEs) and a three-electrode
system equipped with glassy carbon working electrodes (GCEs).

All graphene derivatives tested proved the ability to boost the current response during the
voltammetric determination of ampicillin. Considering a combination of factors such as the
mechanical properties of the deposited layer, the enhancement of current response and the
reproducibility of the measurements, nitrogen-doped graphene (NG) was selected as the

material most suitable for potential applications.

Furthermore, the effect of different concentrations of this material on the electrode response
was tested. It has been found that higher concentration of NG has a positive impact on the
current response. The concentrations of 1.5 and 2 mg-ml™!' were chosen as the most suitable.
Lower concentrations of NG did not contain suitable amount of material to cover the entire
surface of working electrode, while suspensions of NG with higher concentrations provided

films with weak mechanical properties.

As apparent from results, the signal of ampicillin disappeared during the experiments,
probably due to the degradation of this antibiotic. However, results were not affected by this
phenomenon. The tested solution had the same composition in all cases and thus the results
could be compared with each other. The loss of ampicillin signal can be addressed by
supplying new ampicillin samples or by using different detection methods including for
instance aptasensors that use specific single-stranded DNA as an element able to recognise
the target molecule. The findings of this work can be used in the design of electrochemical
sensors to detect not only ampicillin but also other pollutants and pathogens, including

resistant bacteria that degrade antibiotics by producing hydrolyzing enzymes.
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