Univerzita Palackého v Olomouci

Prirodovédecka fakulta

Katedra fyzikalni chemie

MODIFIKACE UHLIKOVYCH VLAKNOVYCH ELEKTROD

FOSFOLIPIDY
BAKALARSKA PRACE
Autor prace: Veronika Miillerova
Vedouci prace: RNDr. Jana Skopalova, Ph.D.
Studijni program: B1407 Chemie
Studijni obor: Aplikovana chemie
Forma studia: Prezen¢ni

Olomouc 2018



ProhlaSuji, Ze jsem tuto bakalafskou praci vypracovala samostatng. VeSkeré literarni

prameny a dal§i zdroje informaci jsou fadn€ uvedeny v seznamu pouzité literatury.

VOIOMOUCI ANE .ot e e



Rada bych podékovala vedouci mé bakalarské prace RNDr. Jané Skopalové, Ph.D.
za odborny dohled a vSechny uzite¢né rady a ptipominky. Dale bych chtéla podékovat
Radku Jergovi za neocenitelnou pomoc pfi praci v laboratofi. Chtéla bych také podékovat
Katedie fyzikalni chemie za umoznéni studia a Katedfe analytické chemie za moZnost

vypracovani této prace. D&kuji i svym rodi¢tim za podporu béhem celého studia.



Bibliograficka identifikace

Autor

Nazev prace

Typ prace
Pracovisté

Vedouci prace

Rok obhajoby prace

Abstrakt

Klicéova slova

Pocet stran

Jazyk

Veronika Miillerova

Modifikace uhlikovych vlaknovych elektrod fosfolipidy
Bakalatska

Katedra analytické chemie

RNDr. Jana Skopalovéa, Ph.D.

2018

Bakalafskd prace se zabyva vyvojem vhodné metody pro
modifikaci elektrod z uhlikovych vlaken vrstvou fosfolipidu.
Pomoci elektrochemické impedanéni spektroskopie byl
sledovan rozdil v odporu nepokryté a pokryté elektrody. Bylo
zjisténo, ze odpor pokryté elektrody je piiblizné tticetkrat
vEtsi neZ u elektrody nepokryté. Modifikované elektrody byly
pouzity pro méfeni kalibracnich zavislosti dopaminu a jeho
metabolitu kyseliny 3,4-dihydroxyfenyloctové (DOPAC)
s vyuzitim metod diferen¢ni pulzni voltametrie a square-wave
voltametrie. Byla prokazana akumulace dopaminu ve
fosfolipidové vrstvé na rozdil od DOPAC, u které

k akumulaci nedochazi.

fosfolipidy, dopamin, kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctova,
elektrody z uhlikovych vlaken, asolectin

53

Cesky



Bibliographic identification

Author

Title

Type of thesis
Department

Supervisor

The year of presentation

Abstract

Keywords

Number of pages

Language

Veronika Miillerova

Modification of carbon fibre electrodes with phospholipids
Bachelor

Department of Analytical Chemistry

RNDr. Jana Skopalova, Ph.D.

2018

Bachelor thesis deals with the development of suitable
method for modification of carbon fibre electrodes by
phospholipid layer. The difference in resistance of uncoated
and coated electrodes was monitored by means of
electrochemical impedance spectroscopy. It was found that
the resistance of the coated electrode is approximately
30 times higher than resistance of the uncoated electrode.
Modified electrodes were used for the measurement of
calibration dependencies of dopamine and its metabolite
3,4-dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC) using the methods
of differential pulse voltammetry and square-wave
voltammetry. Dopamine accumulation in the phospholipid
layer has been demonstrated, as opposed to DOPAC, where

accumulation does not occur.

phospholipids, dopamine, 3,4-dihydroxyphenylacetic acid,

carbon fibre electrodes, asolectin
53

Czech



OBSAH

L0720 OO 8
2 TEOTEHICKA CASE ...iiuiiiiiiiiiii s 9
2.1 UhHKOVA VIAKNA ... 9
2,11 VIPTODA. it 9

2.1.2 VIastnosti @ StTUKEUFA ........cccooviiiieiiiiiiee s 10

2.1.3 VYUZItT V CNEMIT..c.viiiiiiciicce et 10

2.1.4 Modifikace uhlikovych vlaknovych elektrod ............cccooviiiiiiniinniiinnns 11

2.2 Fosfolipidy v biologickych membranach...........ccoccoovviiiiieneniiencccee 12
2.3 Modelové fosfolipidoveé MembIany ..........ccccceeiieiiiiiieiiiciecse e 13
2.3.1 Planarni fosfolipidove dVOJVISIVY ..cc.vieiiiiiieiie e 14

2.3.2 Stabilizované fosfolipidoveé dvojvIstVY .......cccooeiiiiiiiiiiec 16

2.3.3 Ukotvené fosfolipidoveé dvOJVISIVY ......covvviiiiiiiiiiiicis e 17

pZ T I T o To ST 1 PSPPSR 18

2.4 STUAOVANE LAKY ... 20
2.4.1 Dopamin a 3,4-dihydroxyfenyloctova Kyselina...........cccoceveivnininnniennn, 20

2.5 POUZItE MELOAY .....viiiiiiiiiiiiiei e 22
2.5.1 Cyklickd vOItamMELII€ ......ccveviieiiiiiiiicic s 22

2.5.2 Elektrochemickd impedancéni spektroskopie...........cccooviiiiiiiiiiiiicinnnn, 23

2.5.3 Diferencni pulzni VOItametri€ ........c.covvieiiiiiiiiiiese e 24

2.5.4 Square-wave VOItAMELIIE.........ccvvieiieiic e 24

3 EXPerimentalng CASt........cueviiiiiiiiiiiciic e 26
3.1 PStrOJOVE VYDAVENL...c.uviiiiiiiiiiecie e 26
3.2 PouZit€ ChemiKAlI€ .........cocvviiiiiice e 26
3.3 PHPrava rOZEOKTU .....c.viiuiiiiiiiiieeiiee e 27
3.4 EXperimentalni POSTUPY ...cccvviviiieiiiiiiiieisie st 27
3.4.1 VYroba eleKtrod..........cooviiiiiiiiiiieiieee e 27

3.4.2 Cisténi a elektroaktivace eleKtrod ............cceveveviueirererereieseeesc s, 29

3.4.3 MOQITIKACE CIEKIIOM ... e 29



3.4.4 CykIickd VOItAMEIIIC ...c.vveieiieiieiiiesiie e 30

3.4.5 Elektrochemicka impedancni spektroskopie........cccvvveviiveiiiiiinniiie e, 30

3.4.6 Kalibraéni zavislost DA @ DOPAC.........cccoiiiiiiiiicie e 31

4 VYSIEdKY @ AISKUSE ..o s 32
4.1 Modifikace eleKtrod ............coviiiiiiiiii 32
4.1.1 CyKIickd VOItAMEIIIE .. .vviivvieiciiie st 32

4.1.2 Elektrochemické impedancni spektroskopie........ccccvvvveiiiiiiiiinniiiesiineene, 37

4.2 Kalibracni ZAVISIOSTL.....ccueeivieriiiiiie ittt 38
4.2.1 DOPAIMIN ...ttt bbbttt b bbbttt s e nns 38

4.2.2 Kyselina 3,4-dihydroxyfenyloCtOVA........cocvvirieiereniene e, 41

S ZAVET iR r e r e e 44
B SUMIMEBIY ...ttt b et ettt b e n e e st e e nne e 45
SEZNAM ZKIALEK ... 46

SEZNAM POUZILE IEETALUTY ..ot 48



1 UvOoD

Fosfolipidy jsou zakladni soucasti vSech biologickych membran, jejichz hlavni funkci je
oddéleni buiikky od okolniho prostfedi, ptfipadné oddéleni jednotlivych organel uvnitt
bunky od cytosolu. Fosfolipidy maji amfipaticky charakter, skladaji se tedy z hydrofilni
a hydrofobni ¢asti. Ve vodném roztoku dochézi ke spojeni hydrofobnich Casti, ¢imz se
vytvoti dvojvrstva. Ta pak slouzi jako polopropustnd membrana, kterd v biologickych
systémech zajistuje, obvykle prostiednictvim do ni zabudovanych membranovych

proteind, ptenos latek mezi bunikou a vnéjSim prostfedim.

Pro studium fosfolipidovych membran se vyuzivaji tzv. modelové membrany, které
vykazuji velmi podobné vlastnosti jako membrany biologické. Existuji rizné zptisoby pro
pripravu nékolika typt modelovych membran, pomoci kterych lze studovat napft. jejich
strukturu, mechanické vlastnosti nebo propustnost pro nckteré latky. Dulezité je také
testovani vzdjemné interakce membran s 1é€ivy, které by mohlo pomoci pfi vyvoji novych
1€kd. Vyznamné se vSak modelové membrany uplatnuji pii detekci biologicky aktivnich

latek.

Mezi tyto latky patii také dopamin (DA) a kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctova
(DOPAC). DA se tadi mezi katecholaminy, coZ jsou neurotransmitery vznikajici
Vv centralni nervové soustavé. DOPAC je metabolitem DA, ze kterého vznikd enzymovou
oxidaéni deaminaci. DA je obsazen v mozkovych bunkach, kde interaguje
s membranovymi lipidy. Jeho hlavnimi funkcemi jsou zajiStovéani spravné regulace
pohybu, kontrola emoci a kognitivni funkce jako je pamét nebo pozornost. Poruchy
V neurotransmisi DA mohou zpisobit vazna onemocnéni jako je Parkinsonova choroba,
Tourettiv syndrom nebo schizofrenie. K nalezeni vhodné 1é¢by zminénych nemoci by
mohlo pfispét studium vzajemného ptusobeni DA a lipidd uvnitf membran. Pro pomérné
rychlé stanoveni DA v organismu se diky jeho snadné oxidaci nabizi vyuziti

elektrochemickych metod.

Cilem této bakalaiské prace je najit vhodnou metodu pro modifikaci elektrod
z uhlikovych vlaken vrstvou fosfolipidi a nasledné zjistit moznost detegovat DA

a DOPAC pomoci takto modifikovanych elektrod.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Uhlikova vlakna

Uhlikova vlakna jsou material obsahujici minimalné 92 % uhliku, pficemz prumér jednoho
technickych vlaken vyuzivanych v riiznych kompozitnich materidlech, a to ptedevsim diky
svym dobrym chemickym, elektrickym i mechanickym vlastnostem [1]. V prumyslu jsou
hodné vyuzivdna pro vyvoj lehkych a odolnych materidlti v odvétvich jako je napiiklad
letectvi a kosmonautika, kde se z nich konstruuji vesmirné satelity, trysky raket, palubni
mechanismy, tlakové nddoby na palivo nebo také potahy a sedacky. Dale také slouzi
k vyrob¢é karoserii, vyztuh nebo ojnic do zavodnich automobili. Velkou vyhodou je
odolnost uhlikovych vldken viici motské vodé€, ¢imz se rozSifuje jejich aplikace i na
konstrukci vyztuh a stozari do lodi. DalSimi produkty, k jejichz vyrobé se vyuzivaji
uhlikova vlakna, jsou umélé kosti nebo Slachy, turbiny do vétrnych elektraren nebo

sportovni nacini jako golfové hole, tenisové rakety a lyze [2].

2.1.1 Vyroba

Mezi hlavni tfi prekurzory pro vyrobu uhlikovych vlaken patii dehet, polyakrylonitrilova
vldkna a viskdza. V soucasné dobé se pro vyrobu uhlikovych vlaken pouZziva nejCastéji
polyakrylonitril, ktery obsahuje 68 % uhliku. Dal$i moznosti je vyroba vlaken z plynnych
uhlovodiki, jako je naptiklad methan nebo benzen. Takto vyrobend vldkna ale tvofi pouze

malou ¢ast z celkového vyrobeného mnozstvi [3].

Ptestoze vyroba uhlikovych vlaken z né€kolika rtiznych prekurzorti vyzaduje 1 rizné
procesy zpracovani a odlisné podminky vyroby, zakladni postup je velmi podobny. Obecné
plati, Ze uhlikova vldkna jsou vyrabéna pyrolyzou stabilizovanych prekurzorovych vlaken.
Prekurzorova vlakna se tedy nejprve musi stabilizovat oxida¢nim procesem pii teploté
200-400 °C po dobu 30-120 minut. Nasledné¢ probéhne proces karbonizace, kdy se
stabilizovana vlakna zahtivaji pfi teploté pfiblizn€¢ 1000 °C v inertni atmosféfe za ucelem
odstranéni vodiku, kysliku, dusiku a dalSich neuhlikovych prvka. Takto upravend vldkna

maji obsah uhliku 92 %. Karbonizovana vlakna mohou byt dale grafitizovana az pfi teploté



3000 °C, aby bylo dosazeno jesté vyssiho obsahu uhliku. Vlakna, ktera prosla procesem

grafitizace, se nazyvaji grafitova vlakna a obsahuji az 99 % uhliku. [4]

V ptipadé¢ vyroby z polyakrylonitrilovych vlaken je tfeba po grafitizaci jesté
provést oxidaci povrchu vlaken. Tim dojde K jeho zhrubnuti, coz zajisti lepSi spojeni

S pojivy v kompozitnich materialech. [5]

2.1.2 Vlastnosti a struktura

Vlastnosti uhlikovych vlaken se odvijeji od jejich struktury, coz zahrnuje napiiklad
velikost krystalitil, stupenn krystalinity, obsah uhliku, mnozstvi defektii, vzdalenost mezi
uhlikovymi vrstvami a také orientaci téchto vrstev [6]. Zaroven také pouziti rtiznych
prekurzori a rozdilnych postupli pii zpracovani vlaken zpusobuje odlisSné mechanické
vlastnosti. Obecné se da ale fict, Ze uhlikova vlakna maji vyborné tahové vlastnosti, nizkou
hustotu, vysokou tepelnou stabilitu za nepfitomnosti kysliku (az do 3000 °C), chemickou

odolnost a dobrou tepelnou i elektrickou vodivost [4].

Struktura uhlikovych vlaken muze byt bud’ turbostratickd (tzn. neuspotradanad),
grafitova nebo hybridni, ktera je kombinaci obou struktur. Grafitovou strukturu lze ziskat
vyrobou vldken z dehtu, viskozy, popiipad€ z plynnych uhlovodiki, zatimco turbostraticka
struktura vznika vyrobou z polyakrylonitrilovych vldken. V grafitové strukture maji atomy
uhliku sp? hybridizaci a jsou uspofadany ve tvaru pravidelného Sestiuhelniku ve vice
vrstvach, které lezi rovnobézné s osou uhlikového vldkna. Mezi jednotlivymi vrstvami jsou
atomy uhliku vazany van der Waalsovymi silami, zatimco v ramci jedné vrstvy jsou
vazany kovalentni vazbou nebo vazbou kovovou. Pravé tyto rozdilné vazebné interakce
zpusobuji vysokou pruznost v tahu ve sméru uhlikového vlakna. V turbostratické struktuie
jsou vrstvy atomu uhliku nepravidelné rozprostiené nebo mohou byt rtuzné slozené,
naklonéné a rozstépené. Tato vlakna maji sice také mensi krystality, ale zato u nich
pozorujeme mnohem vyssi pevnost v tahu. Diky této vlastnosti jsou nejvice vyuzivanymi

vlakny pravé ta polyakrylonitrilova oproti vlaknim vyrobenym z dehtu nebo viskozy [4,6].

2.1.3 Vyuziti v chemii

Uhlikova vldkna jsou pro své vynikajici elektrochemické vlastnosti vhodnd k vyrobé
elektrod. Jednim zmoznych vyuziti je aplikace uhlikovych mikroelektrod

v amperometrickych detektorech pro vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC).
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Toto spojeni umoziuje vylepsit detekéni limity a v detektorech vykazuji uhlikové

mikroelektrody vynikajici citlivost a stabilitu signalu [7].

Uhlikové elektrody nachazeji uplatnéni také v oblasti biosenzora. Piikladem je
stanoveni fenolickych sloucenin, které jsou hlavnim organickym odpadem v primyslovych
odpadnich vodach a maji Skodlivé ucinky na zvifata i rostliny. De Calvarho a kol. popisuji
stanoveni hydrochinonu a pyrokatecholu za pomoci diferen¢ni pulzni voltametrie (DPV)
s elektrodou modifikovanou oxidem titani¢itym [8]. Dale je lze aplikovat jako
mikrosenzory pro stanoveni hemoglobinu v krvi [9] nebo pro detekci peroxidu vodiku
vylu¢ovaného rakovinnymi buiikami, coz by mohlo pomoci pifi odhaleni rakoviny jiz
v ranném stadiu [10]. Uhlikové elektrody byly také pouzity k zajisténi rychlejsiho ristu
bakterii v mikrobialnich palivovych ¢lancich, coz jsou zafizeni pro vyrobu elektrické

energie pii ¢isténi odpadnich vod [11].

2.1.4 Modifikace uhlikovych viaknovych elektrod

Jednim ze zpisobl modifikace uhlikovych vlaknovych elektrod (CFE) je jejich pokryti
vodivymi polymery. Ty slouzi jako permselektivni bariéry, jejichz tcelem je zlepSeni
selektivity senzord a udrzeni stability elektrodové odezvy. Jamal a kol. popisuji pouziti
¢ty riznych druhd monomertt pro vyrobu kopolymert, kterymi modifikovali CFE a ty
nasledn¢ pouzili pro elektrochemickou detekci p-aminofenolu. Elektrody pokryté
kopolymery vykazovaly vétsi citlivost na p-aminofenol oproti elektroddm nepokrytym
[12]. Xiang-Qin a kol. modifikovali CFE vrstvou cholinu, ktera byla nasledné pokryta
tenkou vrstvou polymeru Nafionu. Takto modifikovanou elektrodu vyuzili ke stanoveni
dopaminu v mozku zivych mys$i. Vrstva Nafionu na vlaknech elektrody zabranovala
interferenci signalu dopaminu se signaly jinych koexistujicich latek v mozku, jako je
kyselina askorbovd nebo kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctova, kterd je metabolitem
dopaminu. Elektroda ma dobrou citlivost, stabilitu, odolnost proti interferencim, poskytuje

rychlé odezvy, a proto je vhodna pro in vivo detekce [13].

Dal$i moZnou modifikaci je pokryti CFE elektrochemicky redukovanym oxidem
grafenu metodou elektrodepozice. Ziskana elektroda byla pouzita pro soucasné stanoveni
kyseliny askorbové, kyseliny mocové a dopaminu. Ve srovnani s nepokrytou CFE,

modifikovand elektroda prokazovala vyssi katalytickou aktivitu viaci elektrochemické
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oxidaci vSech tii latek. Zaroven také vykazovala dobrou stabilitu a je tedy vhodna pro

opakované pouziti [14].

Salazar a kol. pouzili CFE modifikovanou berlinskou modfi jako mikrobionsenzor
pii stanoveni L-glutamatu v centralni nervové soustavé. Zaroven je mozné tyto elektrody
vyuzit i pro detekci peroxidu vodiku, ktery vznika plisobenim enzymt, pfimo v organismu.
Pro zlepseni stability a selektivity byl pouzit polymer poly-o-fenylendiamin. Ziskany
mikrobiosenzor ma vysokou citlivost, odolnost proti interferencim a také velmi malé

rozméry, coz muze byt vyhodou pii dalsim studiu centralni nervové soustavy [15].

2.2 Fosfolipidy v biologickych membranach

wewvr

je oddéleni nékterych organel od zbytku wvnitiniho prostoru bunky, a V piipadé
prokaryotickych bunék vymezuje biologickda membrana cely obsah bunky. Dalsi
neopomenutelnou funkci je pienos latek z vnéjsiho prostfedi dovniti buiiky a naopak.
Transport latek pfes membranu zabezpeCuji membranové proteiny, které dovoluji
napiiklad n€kterym sacharidim, vitaminim a aminokyselindm vstoupit do buiiky a dale

pak ur¢itym metabolickym produktim vystoupit z buniky ven.

Zakladni stavebni slozkou vSech biologickych membran jsou fosfolipidové
dvojvrstvy (obr. 1). Molekuly fosfolipidi patii mezi amfipatické biomolekuly, maji tedy
hydrofobni i hydrofilni charakter [16]. Hydrofilni molekuly obsahuji ionty nebo polarni
skupiny, které ochotné reaguji s vodou a tvofi s ni vodikové mistky. V ptipad¢ fosfolipida
obsahuje hydrofilni hlavicka zpravidla fosfatovou skupinu, glycerol a také molekulu
cholinu, protoZe nejvice zastoupenym fosfolipidem je v lipidové membrané prave
fosfatidylcholin. Hydrofobni molekuly naopak zadné polarni skupiny ani nabité atomy
neobsahuji, proto S vodou nereaguji a snazi se interagovat s dalSimi hydrofobnimi
molekulami. Tuto vlastnost maji v molekule fosfolipidu dva uhlikaté fetézce mastnych
kyselin vazanych esterovou vazbou na glycerol [17]. Ve vodném roztoku se tedy
fosfolipidy formuji do dvojvrstvy tak, Ze hydrofobni konce fosfolipidii se nato¢i k sobé¢,
zatimco hydrofilni hlavi€ky sméfuji do vodného roztoku. Tim se vytvofi stabilni lipidova

dvojvrstva, ktera slouzi jako piirozena polopropustna bariéra [16,17].
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hydrofobni (nepolarni)
konec fosfolipidu

vnéjsi povrch hydf(}ﬁlni (polg‘rpi)
e Fetdzec hlavicka fosfolipidu

cholesterol

vnitini proteiny vnéjsi protein

vnitfni povrch

Obr. 1. Biologickd membrana tvorend fosfolipidovou dvojvrstvou [32].

V lipidovych dvojvrstvach se kromé fosfolipidi nachdzi i1 dalSi molekuly
amfipatickych lipidt, napiiklad glykolipidy, sfingolipidy nebo cholesterol [16]. Na
mnozstvi cholesterolu silné zavisi tekutost membrany, kterd je velmi dualezitd pro jeji
spravnou funkci. Molekuly cholesterolu se dostavaji do mezer mezi molekuly fosfolipidi,
¢imz dochézi ke zpevnéni membrany, a tedy i ke sniZeni jeji tekutosti. Tekutost membrany
umoziuje fosfolipidim pohybovat se ve dvojvrstvé, vyméenovat si navzajem sva mista,
atim zajistit napfiklad rovnomérmné rozdéleni molekul pfi bunééném déleni nebo takeé
rychlou interakci mezi membranovymi proteiny. Mira tekutosti dale zavisi na délce
uhlikovych fetdzcii a na poétu dvojnych vazeb. Cim je fetézec kratsi a ¢im vice dvojnych

vazeb obsahuje, tim je membrana tekut&jsi [17].

2.3 Modelové fosfolipidové membrany

Kwvili slozitosti prirozenych biologickych membran se pro lepsi pochopeni jejich vlastnosti
pouzivaji modelové fosfolipidové membrany. Ty zachovavaji fyzikalni vlastnosti lipidové
dvojvrstvy ve zjednoduseném systému a umoznuji studovat funkce jednotlivych slozek
v membrané [18]. V zavislosti na pouziti riznych technik piipravy dvojvrstev existuje
nekolik typtl modelovych membran. Patii mezi né plandrni fosfolipidové dvojvrstvy,

stabilizované fosfolipidové dvojvrstvy, ukotvené lipidové dvojvrstvy a liposomy.

Pfi testovani membran se na zdklad¢ konkrétnich studovanych vlastnosti pouzivaji
ruzné typy dvojvrstev. Napiiklad pro testovani textury a propustnosti membran je vhodné
pouzit planarni fosfolipidové dvojvrstvy, zatimco pro studium mechanickych vlastnosti se

pouzivaji pfedev§im stabilizované dvojvrstvy diky jejich vyssi stabilité¢ [19,20].
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Mezi nejvice pouzivané metody pro charakterizaci membran patéi hlavné mikroskopie
atomarnich sil (AFM), fluorescen¢ni mikroskopie (FM) a rentgenova difrakce [20]. Mozné
je i pouziti dalSich spektralnich metod jako NMR spektroskopie a UV/VIS spektroskopie
[21], nebo dale elektrochemickych metod zahrnujicich napiiklad elektrochemickou

impedanéni spektroskopii a voltametrii [22].

Modelové membrany mohou byt vyuzity jako soucast elektrochemickych detektora
pro detekci nebo prubézné sledovani Siroké Skaly sloucenin naptiklad v potravinach nebo
Zivotnim prostiedi, protoze poskytuji rychlou odezvu a vysokou citlivost [23]. Nejvétsi
uplatnéni ale nalézaji ve vyvoji vysoce citlivych biosenzorti [24]. Piikladem muze byt
detekce toxinu cholery pomoci chemiluminiscenéniho biosenzoru na stabilizované
fosfolipidové dvojvrstvé [25], nebo také detekce dopingovych latek v moci [26]. Dale je
lze aplikovat pfi testovani interakce 1¢kt s biologickymi membranami, coZ mize mit velky

vliv na vyvoj novych 1é¢iv nebo systémi pro podavani 1éku [27].

2.3.1 Planarni fosfolipidové dvojvrstvy

Planarni fosfolipidové dvojvrstvy (p-PLB) jsou membrany 0 tloustce v fadu mikrometra
az nanometr vytvorené na hydrofobnich poréznich podkladech jako je teflon, nylon nebo
polykarbonat [28]. Byly vyvinuty Muellerem v 60. letech 20. stoleti a pivodné byly
definovany jako ¢erné lipidové membrany (BLM — black lipid membranes). Diuvodem byl
fakt, Ze se membrany pod mikroskopem v odrazeném svétle jevily ¢erné zbarvené. Tento
jev je zpusoben negativni interferenci svétla, kdy svétlo odrazené od zadni strany
dvojvrstvy interferuje se svétlem odrazenym od piedni vrstvy. Tato skute¢nost potvrzuje

opravdu velmi malou tloustku membrany [29].

Prvni metodou pro pfipravu BLM je natiraci (tzv. ,,painting®) technika (obr. 2a).
Dvé vodni nadrze jsou od sebe odd€leny tenkou vrstvou hydrofobniho materidlu (nejcastéji
teflonu), ktera ma uprostied maly otvor o pruméru Vrozmezi 50-500 um. Roztok
fosfolipidli v organickém hydrofobnim rozpoustédle je poté Stétcem nebo tyCinkou rucéné
nanesen pies tento otvor. Na povrchu se vytvoii husty lipidovy film a na rozhrani mezi
organickou a vodnou fazi na obou strandch filmu se spontanné zformuje lipidova
monovrstva. Postupné dochazi k samovolnému ztenceni této monovrstvy, kdy se ve stiedu
otvoru vytvoii lipidova dvojvrstva, zatimco u okraje otvoru zistane hustsi lipidovy film ve

tvaru prstence. Tato metoda je sice pomérné rychlé, ale vytvofené membrany zpravidla
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obsahuji molekuly rozpoustédla, které méni tlouStku membrany a mohou ovlivnit i jeji

tekutost [29].

Druhym zptsobem pro vytvoifeni BLM je skladaci (tzv. ,folding*) technika
(obr. 2b), kterou zavedli Montal s Muellerem [30]. Cilem bylo vyvinout metodu, pii které
by uvnitt vytvofenych membran nezlstavaly piebytecné molekuly rozpoustédla. Pti této
technice jsou opét potfeba dvé nadoby, mezi kterymi se nachazi tenka teflonova folie
s malym otvorem, ktery ale neni v tomto piipadé¢ ponoien do vody. Roztok lipidla je
nanesen na hladinu, coz umoznuje odpateni organického rozpoustédla a vytvoteni lipidové
monovrstvy. Poté se postupné zvedne vodni hladina v jedné nadobé€, nasledné ve druhé,
a jakmile otvor klesne pod hladinu, obé monovrstvy prichdzeji do kontaktu a vytvofi

dvojvrstvu spojenim svych uhlikatych fetézcu [30,31].

a N
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o
NS Y
Stétec o e
o o

fosfolipid

organické
rozpoustédlo

Obr. 2. Priprava BLM natiraci (a) a skladaci (b) technikou [31].

Dalsi metodou pro vytvoreni BLM bez molekul rozpoustédla je Langmuir-Blodgett
technika. Nejdtive je opét tfeba na vodni hladinu nanést roztok fosfolipidt, které se samy
uspofadaji do monovrstvy. Nasledné dochéazi k postupnému stlacovani monovrstvy pomoci
pohyblivych stén nadoby, coz zplsobi odstranéni mezer mezi jednotlivymi molekulami
fosfolipidu. Pfes vodni hladinu se vysune podkladovy materidl, na ktery se navaze
monovrstva fosfolipidi. Tim se vytvoii lipidovy film (tzv. Langmuirtv film), ktery ma

specifickou vnitini strukturu a jednotnou tloustku [32].
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2.3.2 Stabilizované fosfolipidové dvojvrstvy

Stabilizované fosfolipidové dvojvrstvy (s-PLB) byly poprvé popsané McConnellem
v 80. letech 20. stoleti [32]. Jsou to membrany vytvoiené na pevnych rovnych hydrofilnich
podkladech a jsou stabiln€jsi nez BLM. Tekutost membrany je udrzovana tenkou vodni
vrstvou, kterd se nachazi mezi substratem a lipidovou membranou. Aby byla zachovéana
kvalita membrany (tzn. vysoka tekutost a zddné defekty), je potieba aby povrch substratu
byl ¢isty a hladky. Proto se pro vytvareni s-PLB vyuzivaji materidly jako oxid kiemicity,
borosilikatové sklo a slida [33,34].

Mezi nejznaméjsi metody pro piipravu s-PLB patii technika splynuti vacka
(tzv. ,,vesicle fusion®) a spojeni metod Langmuir-Blodgett (LB) a Langmuir-Schaefer (LS).
Metoda LB/LS (obr. 3a) vyuziva sjednoceni dvou lipidovych monovrstev (Langmuirovych
film). Hydrofilni substrat piechazi z vodného prostiedi pies stlacenou lipidovou
monovrstvu na hladin¢ do prostiedi vzduchu, tim dojde ke kontaktu lipidovych hlaviéek se
substratem a hydrofobni konce fosfolipidl zistanou voln¢ orientované na povrchu. Vytvoii
se tak prvni lipidova vrstva. Nasledné¢ dojde k vertikdlnimu (LB) nebo castéji
K horizontalnimu (LS) zatlaeni substratu s prvni vrstvou ptes druhou lipidovou vrstvu pod
hladinu, ¢imz se na substratu vytvoii fosfolipidova dvojvrstva [35]. Vyhodou této metody
je moznost kontrolovat pevnost vrstev a také vytvaret asymetrické lipidové dvojvrstvy,
tedy aby kazda z obou monovrstev méla rtizné lipidové slozeni. Tato asymetrie je prave

dulezitou vlastnosti pfirodnich fosfolipidovych membran [36].

Metoda splynuti vackut (obr. 3b) zahrnuje piipravu suspenze malych unilamelarnich
vezikul (SUV) o velikosti v rozmezi 25-80 nm, vytvotfenych bud’ sonikaci nebo extruzi
ptes porézni filtr [36]. Tato suspenze je ponechana v kontaktu s pevnym nosi¢em, ¢imz
dojde kadsorpci vezikul na jeho povrch. V pocatecnich fazich adsorpce se jednotlivé
vezikuly navzajem propoji. Néasledné dojde k jejich deformaci a poté prasknuti. Zformuje
se tak lipidova dvojvrstva vznikla srovnanim prasknutych vezikul do jedné roviny [34,36].

Dalsi moznosti je kombinace obou ptedeslych metod. Spociva ve vytvoreni
Langmuirovy monovrstvy a poté ve slouceni SUV s touto monovrstvou (obr. 3c). Tato

metoda slouzi k vytvofeni asymetrickych dvojvrstev a také zakomponovani pozadovanych

membranovych proteint do této dvojvrstvy [34].
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Obr. 3. Tvorba s-PLB metodami LB/LS (a), metodou splynuti vackii (b) a kombinaci obou metod (c)
[34].

2.3.3 Ukotvené fosfolipidové dvojvrstvy

Ukotvené lipidové membrany (t-PLB) jsou membrany na pevném kovovém nosici, kde je
vnitini vrstva lipidové membrany kovalentné spojena s povrchem substratu ptes kotvici
jednotku. Tato vrstva se sklad4d z kotevnich lipidl a spolu s kotvici jednotkou tvoii
tzv. ,,spacer skupinu [37,38]. Ve vétsiné pripadi se jako kotvici jednotky pouzivaji latky
obsahujici thiolovou skupinu a jako pevny nosi¢ zlato. Znamé je ale i pouziti hlinikovych

nebo kiemikovych povrchi [39].

Mezi lipidovou dvojvrstvou a substratem se nachazi volny prostor, ktery umoziiuje
zaclenéni membranovych proteini a slouzi jako zasobnik pro transportované ionty a malé
molekuly. PouZitim vodivého povrchu tak 1ze elektrochemicky charakterizovat transportni

vlastnosti proteint [40].

Drive se k vytvoreni t-PLB pouzivala metoda Langmuir-Blodgett, v soucasnosti se
ale kvili jednoduchosti a vysoké reprodukovatelnosti vyuziva technik zalozenych na
samouspotadani lipidovych vrstev [32]. Piiprava t-PLB zacind vytvofenim vrstvy
kotevnich lipidi. Pevny nosi¢ se ponofi do roztoku s lipidy, tim se lipidy kovalentné
navdzou na substrat a dojde k samovolnému uspofddani do monovrstvy. Nasledné se
pouzije suspenze liposomi, kdy po kontaktu s vrstvou lipidi dojde k jejich splynuti

rowr

a prasknuti, ¢imz se vytvofi lipidova dvojvrstva [37]. Vytvofeni t-PLB znazornuje obr. 4.
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Obr. 4. Tvorba t-PLB [37].

2.3.4 Liposomy

Liposomy jsou definovany jako malé vacky o priméru v rozmezi od 30 nm do né€kolika
mikrometrti, které byly poprvé popsany v poloviné¢ 60. let Banghamem. Jsou tvofeny
fosfolipidovymi dvojvrstvami, které se samy uspotadaji do kulovitych vezikul, pficemz

uvniti uzaviraji ¢ast vodného roztoku [41].

Liposomy jsou z morfologického hlediska nejcastéji klasifikovany podle jejich
velikosti a poctu lipidovych dvojvrstev (tzv. lamel). VSechny typy liposomu lze vidét
na obr. 5. Nejjednodussim typem jsou unilamelarni vezikuly, které jsou tvofeny pouze
jednou lipidovou membranou. Ze vSech typl liposomii maji nejvétsi uplatnéni pro
analytické aplikace, protoZe jsou velmi snadno pfipravitelné a maji dobie charakterizované
vlastnosti. Jsou rozdéleny do tii velikosti, a to malé (SUV), velké (LUV) a obii (GUV)
[42]. Liposomy obsahujici vice dvojvrstev se podle jejich poctu nazyvaji bud
oligolamelarni (OUV), které se skladaji vétSinou z 5 dvojvrstev, nebo multilamelarni
(MLV), které obsahuji ptiblizné 5-20 dvojvrstev [29]. MLV vykazuji pomérné odlisné
vlastnosti od vezikul unilamelarnich a vyuzivaji se napfiklad v kosmetickém nebo
farmaceutickém primyslu. Poslednim typem jsou multivezikularni vezikuly (MVV), coz

jsou liposomy, které uvniti zapouzdiuji dalsi mensi vezikuly [42].
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Obr. 5. Schématické znazornéni rozdéleni liposomui [42].

Pro tvorbu liposomii bylo vyvinuto nékolik moznych postupt. Jedna z obvyklych
metod zahrnuje hydrataci tenkého filmu. Nejdiive se necha z roztoku fosfolipidi za velmi
nizkého tlaku odpafit organické rozpoustédlo, ¢imz se na substratu (napf. sténa nadoby)
uchyti fosfolipidova dvojvrstva. Nasledné se vysuseny film znovu hydratuje vodnym
roztokem. Vysledna suspenze obsahuje MLV s rozdilnou velikosti vezikul a rtiznym
poctem lamel [42,43]. Z MLV se pak dale daji pfipravit dal§i unilamelarni vezikuly.
Nejcastéji pouzivanou metodou pro pfeménu MLV na SUV a LUV je membrinova
extruze, kde se suspenze MLV nékolikrat protla¢i pfes rovnomérné valcové pory na
polykarbonatové membrané. Vysledna velikost vezikul pak zavisi na velikosti téchto port.
Dalsi je metoda sonikace, kdy ultrazvukové viny narusuji strukturu MLV a vytvaii se
vezikuly o velikosti 30-50 nm [43]. Alternativnim zpusobem piipravy SUV je technika
injekce rozpoustédla. Roztok fosfolipidi v ethanolu se rychle vstiikuje do roztoku pufru,
kde pak spontanné dochazi k tvorbé vezikul. Pro pfipravu LUV existuje metoda odpafeni
reverzni faze. Nejdiive se roztok fosfolipidi v organické fazi (vétSinou diethylether nebo
isopropylether) hydratuje pfidanim vody za intenzivniho michéani [44]. Z vytvotené emulze
se poté necha za snizeného tlaku odpafit organicka faze a dojde K vytvofeni suspenze
obsahujici LUV a MLV. Velikost a lamelarita vzniklych vezikul pak zavisi na koncentraci
fosfolipida v roztoku [43]. K piipraveé fosfolipidovych liposomi neobsahujicich zbytky
organickych rozpoustédel byla vyvinuta metoda spontanni revezikulace [45]. Tato metoda
je zalozena na postupném titrovani koncentrovaného vodného roztoku fosfolipidii do

vodného prostiedi. Pii tomto procesu nejprve dochazi k rozpadu velkych liposoml na
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mensi cCastice (micely), které se postupné se zvySovanim koncentrace fosfolipidii

samovolné formuji do liposomd.

Liposomy jsou netoxické, biokompatibilni a velmi snadno biologicky odbouratelné,
proto se pouzivaji jako nosice 1éciv. Molekuly Ié¢iva se uzaviou bud’ ve vnitinim prostoru
liposomu, nebo uvniti fosfolipidové dvojvrstvy. Liposomy jsou zaroven také
neimunogenni a biologicky inertni, diky ¢emuz je 1é€ivo transportovano na uréené misto

bez rychlé degradace a s minimalnimi vedlej$imi u¢inky [46].

2.4 Studované latky

2.4.1 Dopamin a 3,4-dihydroxyfenyloctova kyselina

Dopamin (DA) patii do skupiny neurotransmiteri nazyvanych katecholaminy, vznikajicich
Vv centralni nervové soustave. Jejich charakteristickymi strukturnimi rysy je jadro katecholu
(benzenové jadro se dvéma hydroxylovymi skupinami v ortho poloze) a postranni fetézec
ethylaminu nebo nékterého z jeho derivati [47]. Struktura dopaminu je znazornéna na

obr. 6.

HO

NH
HO 2

Obr. 6. Dopamin.

DA piedstavuje priblizné 80 % obsahu katecholaminii v mozku [47]. Hraje
dalezitou roli ve Ctyfech dopaminergnich drahach a jeho funkci je naptiklad regulace
pohybu, neuroendokrinni sekrece nebo kontrola emoci a kognitivni funkce. Zmény
v neurotransmisi DA pak mohou zpusobit mozkové dysfunkce. Napiiklad degenerace
neuronu v jedné z dopaminergnich drah ptispiva ke vzniku Parkinsonovy choroby. Dalsimi
nemocemi zpusobenymi poruchou fizeni dopaminergnich pfenosi jsou 1 Tourettiiv

syndrom, schizofrenie a hyperprolaktinémie [48].

Pro v€asnou diagnézu téchto onemocnéni je tak nezbytné vyvinout jednoduchou
a rychlou metodu stanoveni DA v organismu. Protoze se DA velmi snadno oxiduje, jsou

pro jeho stanoveni vhodné elektrochemické metody. Elektrochemicka oxidace dopaminu

20



prochazi tfemi kroky (obr. 7). DA je vprvnim kroku oxidovan za vzniku
dopamin-o-chinonu. Ve druhém kroku dojde k 1,4-adici a nasledné cyklizaci za vzniku
leukodopaminochromu. Ten se poté v poslednim kroku snadno oxiduje na dopaminochrom
[49].

HO NH, o] NH,
-2e -2H*
—_—
(B)
HO o)

dopamin-o-chinon

o) NH, HO

© N
0] HO H

leukodopaminochrom
HO 0
-2e -2H*

N E) N
H
o) H O H

dopaminochrom
Obr. 7. Schéma oxidace dopaminu (E a C oznacuji elektrochemicky a chemicky krok) [49].

Bylo vsak zjisténo, Ze elektrochemické stanoveni DA je silné ovlivnéno dvéma
problémy. V disledku akumulace oxidacnich produkti na povrchu elektrody dochazi
k jeho pasivaci, ¢imz se zkomplikuje opakovatelnost stanoveni DA. Dal$im problémem je
skutecnost, Ze v biologickych systémech DA koexistuje s jinymi snadno oxidovatelnymi
neurotransmitery, a to s kyselinou askorbovou a kyselinou mocovou. Tyto latky se na
elektrodach oxiduji s velmi podobnym oxida¢nim potencidlem jako dopamin, a dochézi
tedy k interferenci voltametrického signalu oxidace DA a signalu téchto kyselin [50]. Pro
feSeni zminénych probléml je moZné jako senzory DA pouzit uhlikové elektrody
modifikované polymernimi filmy. Ziskané elektrody jsou pak charakterizovany vysokou

citlivosti, selektivitou a chemickou stabilitou filma. [49].

Dopamin, stejn¢ jako vSechny neurotransmitery, je obsazen v lipidovych
membranovych strukturach a s témito lipidy také interaguje. Studium chovani DA a jeho

interakci s lipidy v mozkovych bunkach by tedy mohlo pomoci pii rozvoji 1écby
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onemocnéni spojenych se Spatnou funkci dopaminergnich drah, a to prostfednictvim

apoptdzy (bunécné smrti) poskozenych neuroni biochemickymi zptsoby [51].

Jednim z metabolickych produktt dopaminu je 3,4-dihydroxyfenyloctova kyselina
(DOPAC). Ta vznikd z dopaminu oxida¢ni deaminaci za pusobeni enzymu
monoaminooxidasy a nasledné oxidace zprostfedkované aldehyddehydrogenasou (obr. 8).
Pti metabolismu dopaminu je diilezita, pfedevSim v souvislosti s Parkinsonovou chorobou,
pfeména vznikajiciho meziproduktu 3,4-dihydroxyfenylacetaldehydu (DOPAL). Tento
meziprodukt je endogenni neurotoxin, ktery je toxicky pro dopaminergni bunky
a zpusobuje degeneraci neuronll. Bylo dokdzano, ze jednim z faktord patogeneze
Parkinsonovy choroby je i oxida¢ni stres, ktery je pfi¢inou vzniku fady reaktivnich latek,
mezi které patii napt. 4-hydroxy-2-nonenal. Ten je inhibitorem mitochondrialni

aldehyddehydrogenasy a muze tedy napomahat pii rozvoji Parkinsonovy choroby [52].

HO HO HO OH
MAO | ALDH2
NH, 0 0
HO HO HO

Dopamin 3,4-dihydroxyfenylacetaldehyd 3,4-dihydroxyfenyloctova kyselina

Obr. 8. Oxidace dopaminu na kyselinu 3,4-dihydroxyfenyloctovou pres meziprodukt
3,4-dihydroxyfenylacetaldehyd [52].

2.5 Pouzité metody

2.5.1 Cyklicka voltametrie

Cyklicka voltametrie (CV) je elektrochemicka metoda, pii které se na pracovni elektrodu
v nemichaném roztoku aplikuje pocatecni potencidl, ktery se déle linedrn€ zvySuje az k tzv.
prepinacimu potencialu, odkud se zacne snizovat zpét k pocatecni hodnoté [53]. Na obr. 8a
je znazornén trojuhelnikovy pribéh vkladaného potencidlu na pracovni elektrodu. Méfeni
lze podle potieby provadét v jednom nebo v nekolika cyklech. Vysledny cyklicky
voltamogram (obr. 8b) pifedstavuje zavislost proudové odezvy na vloZzeném potencialu.
CV lze vyuzit pii studiu mechanismu elektrodovych reakci, napt. z prubéhu katodickych

a anodickych kfivek lze posoudit reverzibilitu reakce [54].
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Obr. 9. a) trojuhelnikovy priubéh potencialu pri CV, b) cyklicky voltamogram (pik a predstavuje
oxidaci elektroaktivni latky a pik b jeji zpétnou redukci) [54].

2.5.2 Elektrochemicka impedancéni spektroskopie

Elektrochemicka impedanéni spektroskopie (EIS) je metoda, ktera spodiva ve vkladani
sttidavého napéti s ur€itou amplitudou a proménlivou hodnotou frekvence na pracovni
elektrodu, pficemz se méfi proudova odezva. Rozsah frekvenci stiidavého napéti se
zpravidla pohybuje v rozmezi od 1 MHz po 0,1 mHz a v pribéhu méfeni se frekvence
postupné snizuje od nejvyssi K nejnizsi. Nejpouzivangj§imi grafy pro zobrazeni dat jsou
Nyquistiv a Bodeho graf. Nyquistiv graf zobrazuje zavislost imaginarni slozky impedance
na jeji realné slozce (obr. 10), zatimco Bodeho graf znazornuje zavislost absolutni hodnoty

impedance na frekvenci nebo fazového posunu na frekvenci.
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Obr. 10. Nyquistiv graf pro Randlesitv obvod [55].
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Pro vyhodnoceni naméfenych dat je tfeba najit ekvivalentni obvod popisujici dany
systém a jemu odpovidajici kfivkou prolozit namétena data. Ekvivalentni obvod je slozen
ze sériove a paraleln¢ zapojenych elektrickych prvki jako je rezistor, kondenzator a civka.
Existuji ale 1 prvky specifické pouze pro elektrochemii, mezi které patii napt. Warburgova

nebo Gerishova impedance. Nejjednodussim ekvivalentnim obvodem je tzv. Randlestv

obvod [55,56].

2.5.3 Diferené€ni pulzni voltametrie

Diferenéni pulzni voltametrie (DPV) je elektrochemicka metoda, kterd je zaloZena na
vkladani potencidlu na pracovni elektrodu linearné rostouciho s casem. Na tento potencial
(tzv. potencialovou rampu) Se Vv urcitych ¢asovych intervalech (ftadové desitky milisekund)
vloZi napétovy puls o amplitudé¢ 10-100 mV, pfi¢emz se meii proud tésné pied vloZzenim
ana konci pulsu po dobu 10-100 ms. Grafem je pak zavislost rozdilu téchto dvou

proudovych hodnot na vlozeném potencialu, ktera ma tvar piku (obr. 11) [54].
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Obr. 11. Potencidlovy program a odpovidajici proudova odezva pii DPV [54].

2.5.4 Square-wave voltametrie

Pti square-wave voltametrii (SWV) se stejn¢ jako u DPV na pracovni elektrodu vklada
potencial linearné rostouci s casem modulovany napétovymi pulsy. Ty jsou ale na rozdil
od DPV pozitivni nebo negativni vzhledem k potencialové rampé a maji nizkou amplitudu
(10-50 mV). Proud se snima na konci kazdého vlozeného pulsu (pozitivniho i negativniho)
po dobu asi 2 ms a proudové hodnoty pozitivniho pulsu a ptfedchoziho negativniho pulsu se

od sebe odectou (obr. 12). Voltamogram tedy opét piedstavuje rozdil proudt vyneseny
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proti potencialu. Ve srovnani s DPV je SWV mnohem rychlejsi a citlivéjsi metodou,

zaroven dokaze pracovat i pfi rychlych zménach potencialu [54,57].

S

N
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proudu, /.,

potencial

méfenf
l proudu, /,

Eas, t i

Obr. 12. Potencidlovy program pii SWV [54].
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3 EXPERIMENTALNIi CAST

3.1 Pristrojové vybaveni

Zihani uhlikovych vlaken pro néaslednou tvorbu uhlikovych vlaknovych elektrod (CFE)
probihalo v muflové peci LE 15/11 (LAC, Hru$ovany u Brna, Ceska republika). P¥i ¢isténi
CFE byly pouzity ultrazvukové lazn¢ Sonorex Digitec (Bandelin, Berlin, Némecko)

a Sonic 6 (Polsonic, Varsava, Polsko).

Pro vSechna méfeni byl pouzit piistroj Autolab PGSTAT128N (Metrohm Autolab,
Utrecht, Nizozemsko) se softwarem Nova (verze 1.10 a 1.11) (Metrohm Autolab, Utrecht,
Nizozemsko). Pracovalo se v ttielektrodovém zapojeni s CFE jako pracovni elektrodou,

referentni argentchloridovou elektrodou a pomocnou platinovou elektrodou.

Pro ptipravu fosfatového pufru a kontrolu jeho pH byl vyuzivan pH metr inoLab
pH 720 (WTW, Weilheim, Némecko) se sklenénou elektrodou SenTix 41 (WTW,
Weilheim, Némecko). Vétsina navazek pro pripravu roztokd byla provedena na vahach
Kern ALS 220-4 (Kern&Sohn, Balingen, Némecko). Pro navazku DA a DOPAC byly
pouzity vahy XSE205 Dual Range (Mettler Toledo, Columbus, Ohio, USA).

3.2 Pouzité chemikalie

Pro modifikaci CFE byl pouzit asolectin — smés fosfolipidlii ziskana ze sojovych bobi
s obsahem fosfatidylcholinu pfiblizng 25 % (Fluka, Buchs, Svycarsko). Pro experimenty
byly pouzity dopamin hydrochlorid p.a. a kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctova p.a. Ob¢
latky byly ziskany od firmy Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko).

Dal§imi pouzitymi chemikéliemi byly aceton p.a. (Lach-ner, Neratovice, Ceska
republika), methylalkohol p.a. (Penta, Chrudim, Ceska republika), hexan p.a. (Lach-ner,
Neratovice, Ceské republika), kyselina sirova 96% p.a. (Penta, Chrudim, Ceska republika),
chlorid sodny p.a. (Lach-ner, Neratovice, Ceska republika), kyselina orthofosfore¢na
85% p.a. (Penta, Chrudim, Ceska republika), chlorid draselny p.a. (Ufedn& autorizovany
vyzkumny a zkuSebni ustav Spolku pro chemickou a hutni vyrobu, nirodni podnik

Pardubice), hydroxid sodny (Lach-ner, Neratovice, Ceskd republika), ferrikyanid
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draselny p.a. a ferrokyanid draselny p.a. (obé latky od spole¢nosti Lachema, Brno, Ceské
republika).

3.3 Priprava roztoku

Pro ptipravu roztoku asolectinu bylo tfeba rozpustit odpovidajici mnozstvi této latky

v hexanu. Byly pouzity roztoky o koncentracich 3 mg/ml, 10 mg/ml a 20 mg/ml.

Roztok asolectinu ve vodé o koncentraci 8 g/l byl pfipraven nejdiive rozpusténim
potiebného mmnozstvi latky v malém objemu destilované vody. Roztok byl tfepan na
tiepacce Vibramax 100 (Heidolph, Schwabach, Némecko) po dobu nejméné 12 hodin
apoté byl doplnén destilovanou vodou na pozadovany objem. Roztok vydrzel stabilni
nejdéle po dobu 1 tydne. Pro experimentalni méfeni byl pouzit ziedény roztok

0 koncentraci 1,2 g/l.

Fosfatovy pufr o pH 6,5 byl pfipraven z kyseliny orthofosfore¢né o koncentraci

0,1 mol/l a z 50% hydroxidu sodného.

Roztoky dopaminu a kyseliny 3,4-dihydroxyfenyloctové byly pfipraveny
rozpusténim daného mnozstvi latky v deionizované vodé (Milipore, 18,2 MQ). Byl pouzit
roztok dopaminu o koncentraci 1-10° mol/l, v ptipadé DOPAC mél roztok koncentraci
1-:102 mol/I.

Ostatni roztoky byly pfipraveny rozpusténim odpovidajictho mnoZstvi latky

v destilované vode.

3.4 Experimentalni postupy

3.4.1 Vyroba elektrod

Pro vyrobu elektrod byla pouzita uhlikovd vldkna z grafitové tkaniny KTC-03
(Karbotechnik, Plzei, Ceska republika), kterd byla nejprve vyzihana v muflové peci pii

500 °C po dobu 30 minut. Nasledn¢ byly vyrobeny celkem dva druhy elektrod.

Prvnim druhem jsou elektrody skladajici se z uhlikového vlakna a médéného dratku
uzaviené uvniti sklenéné kapilary (CFBE — carbon fibre brush electrode) (obr. 13a).

K jednomu nebo ke dvéma svazkiim uhlikovych vlaken byl v jejich stfedu ptipojen
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médény dratek tak, aby bylo mozné jej zakroutit okolo vldken a vytvofit spirdlu. Dratek
spojeny s vlakny byl zasunut do sklenéné kapilary SMP 1/4 Stuart (Cole-Parmer, Stone,
Velka Britanie) tak, aby uvnitt zlstaly piiblizné¢ 3 cm délky vlaken, pfi¢emz vné&jsi ¢ast
vlaken byla odstfihnuta v délce 0,8-1 cm od Usti kapilary. Néasledné byly elektrody
zalepeny, ptficemz byly pouzity dva druhy lepidel. Prvnim z nich bylo epoxidové lepidlo
Epoxiceys standard (Ceys, Cesky Brod, Ceska republika). Vlikna byla povytaZena
z kapilary, poté na né¢ byla nanesena vrstva lepidla a naslednym vtaZenim vlaken zpét do
kapilary doslo k navrstveni lepidla u okraje kapilary. Dalsim druhem lepidla byl silikonovy
tmel Lukopren N1522 + Katalyzator N (Ludebni zavody, Kolin, Ceska republika).
Prostfednictvim injekéni stfikacky byl vyplnén vnitini prostor kapilary od jejiho usti po

zacatek médéného dratku.

Druhym typem elektrod jsou elektrody vyrobené ze Spi¢ek pro pipety (CFTE —
carbon fibre tip electrode) (obr. 13b). Dva svazky uhlikovych vlaken byly uprostied
svazany niti, pomoci které byly nasledné protazeny tstim $picky. Stejné jako u CFBE byly
k zalepeni elektrod pouzity epoxidové lepidlo a silikonovy tmel, které byly dovnitt $picky
naneseny za pomoci injekéni stiikacky. Cely vnitini prostor Spicky byl vyplnén
grafitovymi vlo¢kami (Sigma-Aldrich, Buchs, Svycarsko). Sirsi konec $picky byl utésnén
pryzovou zatkou s médénym dratem jako elektrickym kontaktem.

Obr. 13. Vyrobené elektrody z uhlikovych vidiken. a) CFBE, b) CFTE.
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3.4.2 Cisténi a elektroaktivace elektrod

Pted kazdym méfenim a modifikaci elektrod vrstvou fosfolipidii bylo tfeba odstranit
neéistoty z povrchu elektrod. Cisténi probihalo v ultrazvukové lazni ve &tyfech raiznych
rozpoustédlech, vkazdém znich byla elektroda sonifikovana 15 minut. PouZitymi

rozpoustédly byly aceton, hexan, methanol a destilovana voda.

Kazdou nové vytvoienou elektrodu bylo tieba elektrochemicky aktivovat. Pouzit

byl roztok kyseliny sirové (0,1 mol/l). Elektroaktivace probihala s pouzitim nasledujicich

parametri:
= Rychlost scanu: 0,5VIs
= Potencialovy rozsah: od-1,7 Vdo 1,7V
= Pocet cyklu: 50

3.4.3 Modifikace elektrod

Nejprve byla elektroda vycisténa rozpoustédly V ultrazvukové lazni. Nasledné byla
provedena preanodizace, kdy byl na pracovni elektrodu v roztoku NaCl o koncentraci 9 g/l
vkladan potencial 1,5 V po dobu 3 minut. Elektroda byla oplachnuta destilovanou vodou
asuSena proudem dusiku po dobu 1 hodiny. Pro samotné pokryvani elektrod bylo

vyzkousSeno nékolik postupt.

Pfi prvnim postupu (postup A) byla vysusena elektroda ponofena na 1 minutu do
roztoku asolectinu v hexanu. Vyzkouseno bylo vice koncentraci roztoku, konkrétné
3 mg/ml, 10 mg/ml a 20 mg/ml. Po vytazeni z roztoku asolectinu byla elektroda vlozena do
roztoku NaCl (9 g/l) po dobu 30 minut z davodu zformovani a stabilizace fosfolipidové
vrstvy. Nasledné byla elektroda lehce oplachnuta ponofenim do kédinky s destilovanou

vodou.

Pii postupu B byla pouzita magnetickdA michacka s ohfevem Hei-Standard
(Heidolph, Schwabach, Némecko). Na tuto michacku byl umistén roztok asolectinu
V hexanu (20 mg/ml), do kterého byla vlozena elektroda. Byla ménéna doba ponoieni
elektrody v roztoku. Prvnim zpusobem bylo ponofeni elektrody do roztoku na 1 minutu za
stalého michani. Pfi druhém zplsobu byla celkova doba ponofeni Vv roztoku 5 minut,
pficemz pouze prvni minutu byl roztok michan. Nasledovalo opét formovani a stabilizace

vrstvy v NaCl (9 g/l) a oplach destilovanou vodou.
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Pti postupu C byla elektroda po vysuseni nejdiive hydrofobizovana ponofenim do
roztoku asolectinu v hexanu (20 mg/ml) na 15 sekund. Nasledn¢ byla vlozena do roztoku
asolectinu ve vodé o koncentraci 1,2 g/l po dobu 1 hodiny. Stejné jako v predchozich
postupech byla elektroda vlozena do roztoku NaCl (9 g/I) na 30 minut a oplachnuta

destilovanou vodou.

Postup D spocival v ponofeni vysusené elektrody do roztoku asolectinu v hexanu
(20 mg/ml), po 1 minuté byla elektroda z roztoku vyjmuta a hexan na jejim povrchu se
nechal odpafit. Ponofeni a néasledné vyjmuti zroztoku bylo opakovano jesté dvakrat.
Elektroda byla vlozena do roztoku ferrikyanidu draselného (1 mmol/l) a ferrokyanidu

draselného (1 mmol/I) v NaCl (9 g/l) na 30 minut.

3.4.4 Cyklicka voltametrie

Cyklicka voltametrie byla pouzita pro testovani kompaktnosti fosfolipidové dvojvrstvy na
povrchu elektrody. Pro srovnani byla vzdy méfena i nepokryta elektroda. Pii modifikaci
elektrod podle postupi A, B a C probihalo méteni v roztoku ferrokyanidu draselného
(5 mmol/l) a ferrikyanidu draselného (5 mmol/l) v KCI o koncentraci 1 mol/l. Pro méfeni
po modifikaci postupem D byl pouzit roztok ferrokyanidu draselného (1 mmol/l)

a ferrikyanidu draselného (1 mmol/l) v NaCl (9 g/l). Nastavené parametry pii této metode:

= Rychlost scanu: 30 mVv
= Potencialovy rozsah: od -0,3V do 0,7V

3.4.5 Elektrochemicka impedancéni spektroskopie

Pro méteni EIS byl pouzit roztok ferrokyanidu draselného (5 mmol/l) a ferrikyanidu
draselného (5 mmol/l) v KCI (1 mol/l). Hodnota konstantniho potencialu byla odectena
z cyklického voltamogramu zaznamenaného se stejnou elektrodou pfed méfenim EIS.

Nastaveni parametrii pro tuto metodu:

= Pocet frekvenci: 50

= Rozsah frekvenci (nepokryta elektroda): 30 kHz — 1 Hz
= Rozsah frekvenci (pokryta elektroda): 300 kHz — 0,1 Hz
= Konstantni potencial (nepokryté elektroda): 0,230 V

= Konstantni potencial (pokryta elektroda): 0,250 V

=  Amplituda: 10 mV
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3.4.6 Kalibraéni zavislost DA a DOPAC

Pro méteni kalibracnich zavislosti DA a DOPAC byly pouzity metody diferen¢ni pulzni
voltametrie a square-wave voltametrie. Kalibraéni fada byla méfena s nepokrytou
i pokrytou elektrodou. Zakladnim elektrolytem (ZE) byl fosfatovy pufr o pH 6,5, ke
kterému byla postupné pfidavana mala mnozstvi sledované latky. S kazdym ptidavkem byl
po 30 s promichdni zméten zdznam DPV i SWV. Pro dopamin méla kalibracni fada
rozmezi koncentraci 5-107 az 1-10"° mol/l. V ptipadé DOPAC byla kalibraéni fada méfena
pro koncentrace Vrozmezi 5-10° az 1-10° mol/l. Parametry nastavené pro méfeni

kalibra¢ni zavislosti metodou DPV:

= Rychlost scanu: 0,02 V/s

» Potencialovy rozsah: od -0,1V do 0,8 V
=  Amplituda pulsu: 0,05V

= Doba trvani pulsu: 0,08 s

Parametry nastavené pro méfeni kalibra¢ni zavislosti metodou SWV:

= Rychlost scanu: 0,02 V/s

= Potencialovy rozsah: od -0,1V do 0,8 V
=  Amplituda: 0,05V

= Frekvence: 10 Hz
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Modifikace elektrod

4.1.1 Cyklicka voltametrie

Cyklickou voltametrii bylo kontrolovano pokryti elektrody fosfolipidovou vrstvou. Pro
modifikaci byla vtomto pfipadé pouzita CFBE a pokryti probihalo podle postupu A.
Nejvice se osvédcila koncentrace roztoku asolectinu 20 mg/ml, ostatni koncentrace nebyly
dostate¢né¢ pro pokryti celého povrchu elektrody. Zaznam cyklickych voltamogramii
naméfenych s nepokrytou i s modifikovanou elektrodou je zobrazen na obr. 14. Pii méfeni
s nepokrytou CFBE lze v grafu vidét piky, které odpovidaji oxidaci ferrokyanidu a zpétné
redukci vzniklého ferrikyanidu. Rozdil potencidli anodického a katodického piku je
89 mV. Na kiivce odpovidajici modifikované CFBE naopak nejsou viditelné Zadné piky.
Je to zplsobeno tim, ze hydrofobni vrstva fosfolipidii zabrédnila priniku elektroaktivnich
aniontll z roztoku k povrchu elektrody, kde tak nemtze dojit k jejich elektrochemické
premeéné.
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0,0 1
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Obr. 14. Cyklicky voltamogram CFBE pred a po modifikaci podle postupu A. Méreno v roztoku
ferrikyanidu a ferrokyanidu draselného (5 mmol/l) v KCI (1 mol/l).

Stejnym postupem byla pro srovnani modifikovana 1 CFTE. Cyklické
voltamogramy Cisté i modifikované elektrody jsou zobrazeny na obr. 15. Ve srovnani

s CFBE zminénou vyse je proudova odezva Cisté CFTE asi 6krat vyssi. Divodem je vétsi
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svazky pouzitych k vyrobé elektrody. Zaroven také u elektrod s niz§i proudovou odezvou
mohlo dojit ke slepeni nékterych vlaken dohromady, coz také muze zpusobit snizeni jejich
aktivniho povrchu. Rozdil potenciali pikt byl v tomto ptipadé 199 mV a je tedy vétsi nez
pfi méteni s CFBE. To patrné souvisi s vét§Sim povrchem elektrody a s nim spojenym

vétsim ohmickym ubytkem napéti [58].

Z grafu lze podle pribéhu kiivky patiici modifikované CFTE usoudit, Ze pokryti
vrstvou fosfolipidii bylo rovnéz Uspésné jako v piipad¢ CFBE. Lze tedy konstatovat, ze
postup A pouzity pro modifikaci fosfolipidovou vrstvou je pro oba typy elektrod (CFBE
I CFTE) vhodny a modifikované elektrody Ize pouzit pro dalsi analytické aplikace.
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Obr. 15. Cyklicky voltamogram CFTE pred a po modifikaci podle postupu A. Méreno v roztoku
ferrikyanidu a ferrokyanidu draselného (5 mmol/l) v KCI (1 mol/l).

Postup B spocival v pouziti magnetické michacky. Pfi tomto postupu byly
vyzkouseny dva zpusoby pokryti lisici se v dob& ponofeni elektrody v roztoku asolectinu
v hexanu (20 mg/ml). V obou piipadech byla pro méfeni pouzita CFBE. Pfi prvnim
zpusobu byla elektroda ponotfena do roztoku za stalého michani na 1 minutu. Z cyklického
voltamogramu (obr. 16) Ize vyvodit, Ze tento zptisob pokryti byl pomérné efektivni, nebot’
na kiivkach zaznamenanych s modifikovanou elektrodou jsou pouze nepatrné proudové

odezvy redoxniho systému ferro/ferrikyanidovych iontt.
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Obr. 16. Cyklicky voltamogram CFBE pred a po modifikaci podle prvniho zpiisobu pFi postupu B.
Meéreno v roztoku ferrikyanidu a ferrokyanidu draselného (5 mmol/l) v KCI (1 mol/l).

Druhym zpisobem bylo ponofeni elektrody do roztoku po dobu celkoveé 5 minut,
roztok byl ale michdn pouze prvni minutu. Obr. 17 zobrazuje zdznamy namétfené pomoci
CV s nepokrytou i pokrytou CFBE. Ob¢ kiivky maji téméf totoznou proudovou odezvu,
z ¢ehoz lze usoudit, ze na povrch elektrody se nepodatilo nanést vrstvu fosfolipidd. To
mohlo byt zplisobeno kontaktem uhlikovych vlaken s michadlem pii samotné modifikaci

nebo neopatrnym zachazenim s jiz modifikovanou elektrodou.
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Obr. 17. Cyklicky voltamogram CFBE pred a po modifikaci podle druhého zpiisobu pri postupu B.
Meéreno v roztoku ferrikyanidu a ferrokyanidu draselného (5 mmol/l) v KCI (1 mol/l).
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Postup B se neukdazal jako vhodna metoda pro modifikaci elektrod i ptes to, ze pii
pouziti prvniho zptsobu doslo k velkému snizeni naméfenych proudd, a tudiz bylo
dosazeno témét dokonalého pokryti. Pti dalSich pokusech o modifikaci pomoci tohoto
postupu se vsak jiz nepodafilo elektrody jakéhokoliv typu pokryt fosfolipidovou vrstvou,
¢imz bylo dokdzano, ze tato metoda neni dobfe reprodukovatelnd. Zaroven pii tomto
postupu muze vlivem michani teoreticky dochazet ke strhavani vrstvy fosfolipidi

z elektrody, ptipadné se fosfolipidy viibec nemusi na elektrod¢ uchytit.

Postup C zahrnoval nejdiive hydrofobizaci elektrody a nasledné pokryvani
V roztoku asolectinu ve vodé (1,2 g/l). Pro tento postup byla pouzita CFTE. V grafu
(obr. 18) lze vidét, ze proudova odezva modifikované elektrody je asi o 1 mA niz$i, nez
u elektrody cisté. Lze to vysvétlit tim, Ze Cast fosfolipidi se sice mohla zachytit na
elektrodé, to vSak nestacilo pro zabranéni priichodu ferrikyanidu a ferrokyanidu draselné¢ho
k povrchu elektrody. Postup C se tedy nedd povazovat za G¢inny zptusob modifikace.
Problém pii pouziti tohoto postupu mohl pifedstavovat roztok asolectinu ve vod¢, jehoz
koncentrace 1,2 g/l nemusela byt dostacujici pro modifikaci celého povrchu elektrody.
Dal$im diivodem netspésného pokryti mohla byt 1 kratkd doba hydrofobizace (15 s).
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Potencial (V)

Obr. 18. Cyklicky voltamogram CFTE pred a po modifikaci podle postupu C. Méreno v roztoku
ferrikyanidu a ferrokyanidu draselného (5 mmol/l) v KCI (1 mol/l).

Pro modifikaci podle postupu D byla pouzita CFBE. Tento postup spocival
v opakovaném ponofteni elektrody do roztoku asolectinu v hexanu (20 mg/ml), pficemz po

kazdém vyjmuti z roztoku se hexan nechal odpafit. V grafu na obr. 19 je znazornéno
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snizeni proudd piiblizné na polovi¢ni hodnotu namétenych s modifikovanou elektrodou
vzhledem k elektrodé ¢isté. Tento pokles znaci, ze bylo dosazeno pouze ¢aste¢ného pokryti
elektrody. Lze jej tedy srovnat s vysledkem méfeni pii pouziti postupu C, kde také doslo

pouze Kk mirnému snizeni proudové odezvy.

0,4 A
——Nepokryta CFBE
0,3
Modifikovana CFBE

0,2 1
< 0.1 1 —
S )
S 0,0 - e
3 —
a -01 - N

-0’2 | K\

-0,3 A

-0,4 . . . . . .

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

Potencial (V)

Obr. 19. Cyklicky voltamogram CFBE pred a po modifikaci podle postupu D. Méreno v roztoku
ferrikyanidu a ferrokyanidu draselného (1 mmol/l) v NaCl (9 g/l).
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Obr. 20. Cyklicky voltamogram CFBE pred a po modifikaci za pouZiti kombinace postupii A a D.
Meéreno v roztoku ferrikyanidu a ferrokyanidu draselného (1 mmol/l) v NaCl (9 g/l).

Dalsim pokusem o modifikaci elektrod byla metoda kombinujici postupy A a D. Pii
tomto postupu byla elektroda vlozena do roztoku asolectinu v hexanu (20 mg/ml) pouze na

1 minutu, bez nasledného opakovani s odpafenim hexanu. Poté byla elektroda vlozena do
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roztoku ferrikyanidu draselného (1 mmol/l) a ferrokyanidu draselného (1 mmol/l) v NaCl
(9 g/l) z divodu stabilizace vrstvy fosfolipidi. V tomto roztoku byl poté i zméfen cyklicky

voltamogram (obr. 20).

Kombinace postupi A a D se ukézala jako vcelku efektivni zplsob pokryti
elektrod. Vynechanim opakovaného vytazeni elektrody kvili odpafeni hexanu znaéné
poklesly namétené proudové hodnoty a elektrodu bylo mozné povazovat za zcela
pokrytou. Pfi tomto experimentu bylo tedy dokézano, ze jako nejlepsi technika pokryti se
jevi pouze prosté ponofeni elektrody do roztoku asolectinu v hexanu (20 mg/ml) na
1 minutu. Zaroven bylo zjisténo, ze stabilizaci fosfolipidové vrstvy neni tfeba provadét
v samotném roztoku NaCl (9 g/), ale Ize ji provést i ve smésném roztoku pouzitém pfi této

metodé.

4.1.2 Elektrochemicka impedanéni spektroskopie

Mefteni elektrochemické impedancni spektroskopie (EIS) bylo provadéno za tucelem
zjisténi rozdilu hodnot odporu mezi nepokrytou a pokrytou elektrodou, pfic¢emz pokryta
elektroda by méla vykazovat vyssi odpor nez elektroda nepokryté. Je to zplisobeno tim, Ze
fosfolipidova vrstva jakozto nevodivé prostiedi zabranuje vedeni elektrického proudu mezi
roztokem a elektrodou, ¢imz se zvySuje vysledny odpor. Vzhledem k vysledkim

jednotlivych postupi modifikace elektrod byly zdznamy EIS méfeny pouze po pouZziti

vvvvvv
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Obr. 21. Nyquistiv diagram naméreny s nepokrytou CFBE. Méreno v roztoku ferrikyanidu
draselného (5 mmol/l) a ferrokyanidu draselného (5 mmol/l) v KCI (1 mol/l).

37



Na obr. 21 Ize vidét Nyquistiv graf s ¢istou CFBE. Realna slozka impedance zde
dosahuje hodnoty necelych 200 Q, zatimco v grafu zaznamenaném pro modifikovanou
CFBE (obr. 22) se hodnota odporu pohybuje okolo 6000 Q a je tedy pfiblizné tiicetkrat
VEtsi.
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Obr. 22. Nyquistiiv diagram naméreny s pokrytou CFBE. Méreno v roztoku ferrikyanidu
draselného (5 mmol/l) a ferrokyanidu draselného (5 mmol/l) v KCI (1 mol/l).

Pfi ur¢itych hodnotach impedance Ize na obr. 21 vidét vznikajici ptimku rostouci
pod uhlem 45°. Jedna se o tzv. Warburgovu impedanci, ktera popisuje elektrodovou reakci
fizenou pouze pomalymi difiznimi déji [54]. V tomto pfipadé jde o difuzi elektroaktivnich
ferro/ferrikyanidovych iontli k povrchu nepokryté elektrody. Nepifitomnost Warburgovy

impedance na obr. 22 ukazuje na uplné pokryti elektrodového povrchu fosfolipidy.

4.2 Kalibraéni zavislosti

4.2.1 Dopamin

Kalibraé¢ni zavislost DA byla sestrojena z proudu piki vyhodnocenych ze zaznamti DPV
(obr. 23) a SWV (obr. 24) naméfenych pomoci CFTE. Obé voltametrické metody
vykazovaly velmi podobné vysledky. Jedinym vétSim rozdilem jsou vyS$i naméfené
proudy pii méfeni SWV, coz je zpusobeno tim, ze SWV je pfi reverzibilnich
elektrodovych reakcich, kterou je i oxidace dopaminu, podstatné citlivéjsi metodou nez

DPV. V ptipad€ obou téchto metod byly proudové odezvy modifikované elektrody vyssi
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nez u elektrody cisté. Divodem muze byt to, ze kladn¢ nabitd aminoskupina, kterou
obsahuje dopamin v pouzitém elektrolytu o pH 6,5 (disocia¢ni konstanta DA pKa1 = 8,9
pro aminoskupinu, pKa2 = 10,6 pro fenolovou skupinu [59]), elektrostaticky interaguje se
zaporn¢ nabitou fosfatovou skupinou Vv hlavi¢ce fosfolipidu. Tato skute¢nost zpisobuje
akumulaci dopaminu ve fosfolipidové vrstvé, coz ma za nasledek zvySeni hodnot
naméfenych proudd. Dusledkem této akumulace je také vyssi hodnota smérnice regresni
piimky a tedy vyssi citlivost.

14

® Nepokrytda CFTE
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® Modifikovana CFTE
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Proud (pA)

0 2 4 6 8 10 12
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Obr. 23. Kalibracni zavislosti DA ziskané mérenim DPV pomoci CFTE. Jako ZE byl pouzit

fosfatovy pufr (pH 6,5).
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Obr. 24. Kalibracni zavislosti DA ziskané mérenim SWV pomoci CFTE. Jako ZE byl pouzit
fosfatovy pufr (pH 6,5).
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Pro ob¢é meéfeni s nepokrytou i pokrytou CFTE byla z rovnice regresni piimky

vypocitana mez detekce podle vztahu:

3-Sp

LOD =

1)

a

kde sp je smérodatna odchylka koeficientu b z rovnice regresni piimky a a piedstavuje
smérnici této primky. V tabulce | jsou uvedeny parametry regresni piimky i s vypocitanou

mezi detekce pro jednotliva méteni.

Tab. 1. Regresni parametry kalibracnich primek 'y = ax + b pro dopamin (pocet kalibracnich bodu

n=7).
a=*S, b+ Sh ) LOD
Melocd (uAl/umol) (uA) R (umol/l)
DPV
nepokryta CFTE | 0-836+0235 | 01880042 | 09877 | 015
DPY 1,202+£0,098 | 0,169+0018 | 09989 | 0,04
pokrytd CFTE | ' : ’ , ,
SWV
nepokryta CFTE | 23060225 | 07740040 | 09986 | 0,05
SWV
sokrytd CETE | 30050485 | 02670086 | 09959 | 0,09

Pro metodu DPV byla mez detekce nepokryté elektrody 0,15 umol/l, pokryté
elektrody 0,04 umol/l. P¥i mé&feni SWV byla hodnota meze detekce nepokryté elektrody
0,05 umol/l a pokryté elektrody 0,09 umol/l. VSechny vypocétené hodnoty limiti detekce
jsou mensi nez koncentrace, pii kterych byl proudovy signal dopaminu vyhodnotitelny.

Dtvodem mohl byt vysoky Sum pii méteni.

Podobné kalibra¢ni zavislosti DA byly sestrojeny jiz dfive z proudovych signal
zaznamenanych na elektrod¢ ze skelného uhliku (GCE), kdy byla mez detekce pii méteni
SWV s ¢istou GCE 0,6 umol/l [56]. Ve srovnani s CFTE je tato hodnota piiblizné
dvanactkrat vétsi. Pii méfeni s GCE bylo také dosazeno vétsiho rozdilu proud mezi Cistou
a modifikovanou elektrodou. Divodem mohla byt kvalitnéjsi modifikace GCE, kterou lze
vrstvou fosfolipidii pokryt snadnéji nez CFTE. Zaroven se u GCE pii modifikaci vrstvou
fosfolipidd prakticky neméni plocha elektrodového povrchu (disku), kdezto u elektrody
z uhlikovych vlaken dochézi k vyznamnému zmenseni celkové plochy povrchu elektrody
v disledku castecného slepeni uhlikovych vldken fosfolipidy. Proto je relativni narist
signalu DA na modifikované CFTE oproti nemodifikované CFTE mensi nez bylo

pozorovano u GCE. Na druhou stranu se ale zvétsil linearni rozsah proudové odezvy DA

40



na pokryté CFTE proti pokryt¢ GCE, coz muze vypovidat o vétsi akumulacni kapacité

vrstvy na uhlikovych vldknech oproti vrstvé na uhlikovém disku.

4.2.2 Kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctova

Kalibracni zavislost DOPAC byla méfena metodami DPV a SWV pro koncentrace
vrozmezi 5-10° az 1-:10° mol/l. Na obr. 25 je ukizka DPV kiivek zaznamenanych
s nepokrytou elektrodou pro jednotlivé koncentrace DOPAC. V grafu Ize vidét jeden pik
pii potencidlu 0,23 V a druhy pik v rozmezi potencidltt 0,45-0,55 V, viditelny az od
koncentrace 0,2 mmol/l. Oba piky pravdépodobné piislusi DOPAC v rtznych formach.
Oxidace, pfi niz vznika produkt, ktery se adsorbuje na povrchu elektrody, vyzaduje mensi
energii nez stejny elektrodovy proces, pfi kterém vznikaji volné &éstice [60]. Pik pfti
potencidlu 0,23 V je tedy tzv. adsorpéni ptredvlna, kterd vznikd v dusledku oxidace
DOPAC za vzniku pfislusného chinonu jako produktu, ktery je adsorbovany na povrchu
elektrody. Druhy pik (0,45-0,55 V) pftislusi oxidaci DOPAC za vzniku stejného produktu,
ale ve volné formé. Proto je druhy pik zietelny az pti vyssSich koncentracich DOPAC, kdy

j1z doSlo k nasyceni povrchu elektrody adsorbovanym produktem.

160 - *ZE
+ 5E-5 mol/l
145 + 1E-4 mol/l
2E-4 mol/l
130 + 4E-4 mol/l
< * 6E-4 mol/l
3
= s + 8E-4 mol/l
3 1E-3 mol/l
a
100
85
70 : : : . . )
0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Potencial (V)

Obr. 25. Mereni DPV s nepokrytou CFBE pro nariistajici koncentrace DOPAC. Jako ZE byl pouzit
fosfatovy pufr (pH 6,5).

Pro sestrojeni kalibracnich zavislosti byl pouzit pik pii potencialu 0,23 V. Z divodu

v

nejsou v grafu uvedeny. Proudova odezva pii méfeni DPV (obr. 26) s modifikovanou
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wrwe

vroztoku o pH 6,5 dochazi k disociaci DOPAC a vzniku karboxylatového aniontu
(pKa= 3,21 [61]), ktery je odpuzovan zaporné nabitou fosfatovou skupinou hlavicky
fosfolipidu. Dochazi tak k opaénému efektu nez u dopaminu, ktery se ve vrstvé fosfolipida
akumuloval. Podobny pokles je mozné vidét i pti méteni SWV (obr. 27), kde sice neni
rozdil proudu tak vyrazny, i piesto je vSak proudova odezva modifikované CFBE pfiblizné

dvakrat mensi nez u ¢isté CFBE.

18 1
16 ® Nepokryta CFBE
14 ® Modifikovana CFBE
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=210 A
©
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0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
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Obr. 26. Kalibracni zavislosti DOPAC ziskané mérenim DPV pomoci CFBE. Jako ZE byl pouzit

fosfatovy pufr (pH 6,5).
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Obr. 27. Kalibracni zavislosti DOPAC ziskané mérenim SWV pomoci CFBE. Jako ZE byl pouZit
fosfatovy pufi (pH 6,5).
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V tabulce Il jsou uvedeny parametry regresnich piimek pro vSechna méfeni
DOPAC, ze kterych byly vypocitany limity detekce. Mez detekce pro DPV méfeni
s nepokrytou elektrodou byla 0,03 mmol/l, avsak pik DOPAC byl rozliitelny od Sumu az
pii koncentraci 0,1 mmol/l. S pokrytou elektrodou byla mez detekce 0,08 mmol/l. Pro
méteni SWV byla hodnota meze detekce pro nepokrytou elektrodu 0,11 mmol/l, coz
koresponduje s métenim. S pokrytou CFBE byla jeji hodnota 0,2 mmol/l, i kdyz slaby

signal DOPAC bylo mozné zaznamenat uz pii koncentraci 0,1 mmol/I.

Tab. Il. Regresni parametry kalibracnich piimek 'y = ax + b pro DOPAC (pocet kalibracnich bodii

n=7).
a=£8, b+sy ) LOD
Welod (pA-lmmol) (LA) R (mmol/l)
DPV
nepokryta CFBE | 13:002+0,084 | 2,463+0,149 | 0,999 0,03
DPV 4,342+0,064 | 0,300+0,114 | 0,9964 0,08
pokrytd CFBE : : , ’ ; :
SWV
nepokryta CFBE | 15750+0336 | 3,961+0597 | 0,9925 0,11
SWV
pokryta CFBE | 10.053+0382 | 111540680 | 0,9767 0,20

Pozorované zvySeni proudové odezvy DA a sniZzeni odezvy DOPAC na
modifikované elektrodé oproti elektrodé nemodifikované je v souladu s vysledky

ziskanymi na GCE [56].
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5 ZAVER

Cilem této prace bylo vyvinout vhodnou metodu pro modifikaci uhlikovych vldknovych
elektrod fosfolipidovou vrstvou a modifikované elektrody nasledné aplikovat pfi stanoveni
dopaminu a Kkyseliny 3,4-dihydroxyfenyloctové. Testovani pokryti elektrody bylo
provedeno pomoci cyklické voltametrie, kdy se jako nejvhodnéjsi jevil postup A. Ten
spocival v ponofeni elektrody do roztoku asolectinu v hexanu o koncentraci 20 mg/ml na
1 minutu. Nasledné byla elektroda vlozena do roztoku NaCl o koncentraci 9 g/l kvuli

zformovani a stabilizaci fosfolipidové vrstvy.

Pomoci elektrochemické impedanéni spektroskopie byl studovan rozdil v odporu
nepokryté a pokryté elektrody. Bylo zjisténo, ze pfi méfeni s nepokrytou elektrodou byl
odpor pfiblizn¢ 200 Q, zatimco odpor pokryté elektrody byl asi tficetkrat vétsi a jeho
hodnota dosahovala 6000 Q. Vysoka hodnota impedance dokazuje piitomnost dielektrika —

elektricky nevodivé fosfolipidové vrstvy na povrchu elektrody.

Scistou i modifikovanou elektrodou byly prométeny kalibraéni zavislosti
dopaminu a kyseliny 3,4-dihydroxyfenyloctové Vrozmezi koncentraci 5-107 az
1-:10° mol/l pro DA a 5-10° az 1:10° mol/l pro DOPAC. Pouzitymi metodami byly
diferen¢ni pulzni voltametrie a square-wave voltametrie. Pfi méfeni DA byla naméfena
vyssi proudova odezva s pokrytou elektrodou nez s elektrodou nepokrytou. Diivodem byla
akumulace dopaminu ve fosfolipidové vrstvé. Opacny jev bylo mozZné pozorovat
u DOPAC, kdy byly vyssi proudy naméfeny u elektrody nepokryté, a to v disledku
odpuzovani zaporné nabitych skupin hlavicky fosfolipidu s aniontem DOPAC, coz
zabranilo akumulaci DOPAC ve fosfolipidové vrstvé a jejimu transportu na povrch
elektrody. Byly vypocéteny meze detekce DA a DOPAC pro méfeni s nepokrytou
I pokrytou elektrodou. Pro DA byla mez detekce pfi méfeni DPV 0,15 umol/l pro
nepokrytou elektrodu a 0,04 umol/l pro pokrytou elektrodu. P¥i SWV byla jeji hodnota
0,05 umol/l pii méfeni s nepokrytou elektrodou a 0,09 pumol/l s pokrytou elektrodou.
V piipadé¢ DOPAC byla hodnota meze detekce 0,03 mmol/l pro DPV meéieni s nepokrytou
elektrodou a 0,08 mmol/l s pokrytou elektrodou. Pro méfeni SWV byla mez detekce
DOPAC s nepokrytou CFBE 0,11 mmol/l a 0,2 mmol/l s pokrytou elektrodou.

44



6 SUMMARY

The aim of this thesis was to develop suitable method for modification of carbon fibre
electrodes by phospholipid layer and subsequently to apply the modified electrodes to the
determination of dopamine and 3,4-dihydroxyphenylacetic acid. Testing of the electrode
coverage was performed by cyclic voltammetry, which showed that procedure A was the
most suitable. The procedure consisted of immersing the electrode in a solution of
asolectin in hexane (20 mg/ml) for 1 minute. Subsequently, the electrode was placed in a

9 g/l NaCl solution to form and stabilize the phospholipid layer.

The difference in resistance of uncoated and coated electrode was studied using the
electrochemical impedance spectroscopy. It was found that when measured with an
uncoated electrode, the resistance was approximately 200 Q, while the resistance of the
modified electrode was about 30 times higher and its value reached 6000 Q. The high
impedance value indicates the presence of dielectrics — electrically non-conducting

phospholipid layer on the surface of the electrode.

Calibration dependencies were measured using DPV and SWV with both the clean
and modified electrode in a concentration range of 5-107 to 1-10™ mol/l for DA and 5-10°
to 1-10° mol/l for DOPAC. In case of DA higher current response with the modified
electrode than with the clean electrode was obtained due to the accumulation of dopamine
in the phospholipid layer. The opposite phenomenon was observed with DOPAC, where
the higher currents were obtained with the unmodified electrode due to the repulsion of
negatively charged phospholipid head groups with DOPAC anion preventing accumulation
of DOPAC in the phospholipid layer and its transport to the electrode surface.
The detection limits of DA and DOPAC for both modified and unmodified electrode were
calculated. The detection limit was 0,15 pmol/l for DA in DPV measurement with
unmodified electrode and 0,04 umol/l with modified electrode. In SWV measurement the
limit of detection was 0,05 pumol/l with unmodified electrode and 0,09 pmol/l with
modified electrode. In case of DOPAC the detection limit was 0,03 mmol/l for DPV
measurement with unmodified electrode and 0,08 mmol/l with modified electrode. The
limit of detection was 0,11 mmol/l in SWV measurement with unmodified electrode and

0,2 mmol/l with modified electrode.
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SEZNAM ZKRATEK

AFM
ALDH2
BLM
CFBE
CFE
CFTE
Ccv

DA
DOPAC
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DPV
EIS

FM
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Guv
HPLC
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LUV
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mikroskopie atomérnich sil
aldehyddehydrogenasa

¢erna lipidova membrana

uhlikova vlaknova stétickova elektroda
uhlikova vlaknové elektroda

uhlikovéa vlaknova Spickova elektroda
cyklicka voltametrie

dopamin

3,4-dihydroxyfenyloctova kyselina
3,4-dihydroxyfenylacetaldehyd
diferen¢ni pulzni voltametrie
elektrochemickd impedancni spektroskopie
fluorescenéni mikroskopie

elektroda ze skelného uhliku

obfi unilamelarni vezikuly
vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
Langmuirova-Blodgettové metoda
kombinace metod LB a LS
Langmuirova-Schaeferova metoda
velké unilamelarni vezikuly
monoaminoxidasa

multilamelarni vezikuly
multivezikularni vezikuly

nuklearni magneticka rezonance
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ouv oligolamelarni vezikuly

p-PLB planarni fosfolipidové dvojvrstvy

s-PLB stabilizované fosfolipidové dvojvrstvy

SUV malé unilamelarni vezikuly

SWV square wave voltametrie

t-PLB ukotvené fosfolipidové dvojvrstvy

UV/VIS spektroskopie v ultrafialové a viditelné oblasti
ZE zakladni elektrolyt
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