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Abstrakt

Tato diplomova préace se zabyva studiem elektrochemického chovani a detekce
dvou strukturné¢ odliSnych neurotransmiterti, dopaminu (DA) a serotoninu (5-HT),
v roztocich bézné pouzivanych pro kultivaci neuront, konkrétn¢ Neurobasalu (NB), NB
s fenolovou Cerveni a ve fosfatovém pufru (PB) o pH blizkém fyziologickému. Ke studiu
byla vyuzita elektroda na bazi borem dopovaného diamantu, pfi¢emz byly prozkoumany
dva typy povrchii: po anodické oxidaci (O-BDD) a mechanickém lesténi (p-BDD) a dvé
voltametrické techniky, cyklickd a diferenéni pulzni voltametrie. Pii studiu bylo
odhaleno, Ze oxidace DA je d& kvazireverzibilni, kdezto 5-HT se na O-BDD a p-BDD
oxiduje ireverzibilng. V piipad€é obou neurotransmitert je jejich oxidace na obou BDD
povrsich fizena difuzi. V dusledku pasivace elektrodového povrchu byla nejprve
vyzkousena anodickéd reaktivace (Eaw = +2400 mV, ¢ = 30 s) k regeneraci O-BDD
povrchu béhem méteni s DA a 5-HT. Na O-BDD u DA uz nedochazelo ke kontinualnimu
poklesu proudu pikli a méfené signaly se vyznacovaly vysokou opakovatelnosti ve vsech
studovanych médiich (s (/) 1,1 % v PB o pH 7,0, 1,7 % v NB o pH 7,34, 0, 9 % v NB
s fenolovou ¢erveni o pH 7,48). V ptipadé 5-HT se anodicka reaktivace byla u¢inna pouze
v prostiedi PB o pH 7,0 (s: (/) 0,18 %), zatimco v obou NB se nepodafilo dosahnout
opakovatelnych signalt (s: (/) 19 — 22%). Nasledn€ byla provedena zména terminace
povrchu z O-BDD na p-BDD mechanickym leSténim povrchu na ¢asticich aluminy, coz
vedlo k nartstu velikosti proudd pikti obou neurotransmiteri ve vSech zkoumanych
mediich, ale zaroven doslo 1 k mirnému zhorSeni opakovatelnosti méfenych signali. Byla
také ovéfena moZnost soucasné detekce DA a 5-HT ve smési pomoci p-BDD a O-BDD
elektrody, avSak nepodafilo se odlisit oxida¢ni piky jednotlivych neurotransmiter kvili
znaéné blizkosti jejich oxidacnich potencidlti. Kalibraéni zavislosti byly naméfeny
v prosttedi PB o pH 7,0 metodou DPV. Bylo zjisténo, Ze pro detekci DA a 5-HT jsou
vhodné jak O-BDD tak 1 p-BDD elektroda, av§ak p-BDD poskytuje lepsi analytické
rozsah a vy$$i citlivost. Taktéz bylo potvrzeno, Ze potencialova okna obou NB médii jsou

v anodické oblasti zkracené v dusledku oxidace jejich elektroaktivnich slozek.



Abstract

This diploma thesis deals with the study of electrochemical behavior and detection
of two structurally different neurotransmitters, dopamine (DA) and serotonin (5-HT), in
solutions commonly used for neuron cultivation, namely Neurobasal (NB), NB with
phenol red and in phosphate buffer (PB) of a pH close to the physiological value. An
electrode based on boron-doped diamond was used for the study, examining two types of
surfaces obtained after oxidation (O-BDD) and mechanical polishing (p-BDD). The
results were obtained by two voltametric techniques, namely cyclic and differential pulse
voltammetry. The study revealed that DA oxidation is a quasi-reversible process, whereas
5-HT oxidizes irreversibly on O-BDD and p-BDD. Nevertheless, for both
neurotransmitters their anodic oxidation on both BDD surfaces is controlled by diffusion.
Due to the passivation of the electrode surface by the oxidation products, anodic
reactivation (Eact = +2400 mV, ¢ = 30 s) was first tested to regenerate the O-BDD surface
during DA and 5-HT measurements. There was no continuous decrease in DA peak
currents on O-BDD and the measured signals were characterized by high repeatability in
all studied media (s: (Zp) 1.1% in PB of pH 7.0, 1.7% in NB of pH 7.34, 0.9% in NB with
phenol red of pH 7.48). In the case of 5-HT, the anodic reactivation was successfully
applied only in the PB medium of pH 7.0 (s: (p) 0.18%), while in both Neurobasal media
it was impossible to reach repeatable signals (s: (,) 19 — 22%). Subsequently, the surface
termination was changed from O-BDD to p-BDD by mechanical polishing of the surface
on alumina particles, which led to an increase in the peak currents of both
neurotransmitters in all examined media, but also to a slight deterioration in repeatability
of measured signals. The possibility of simultaneous detection of DA and 5-HT in a
mixture using a p-BDD and O-BDD electrode was also verified, but the oxidation peaks
of individual neurotransmitters could not be distinguished due to the considerable
proximity of their oxidation potentials. Calibration dependences were measured in PB of
pH 7.0 by the DPV method. It has been revealed that both O-BDD and p-BDD electrodes
are suitable for the detection of DA and 5-HT, but p-BDD provides better analytical
parameters: lower noise and lower limit of detection and quantification, wider linear
dynamic range, and higher sensitivity. It was also confirmed that the potential windows
of both NB media are shortened in the anodic region due to oxidation of their electroactive

components.
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Seznam pouzitych zkratek a symboli

5-HT
AA
ABDD

CAS
Ccv
CVD

DA

DPV

IUPAC

Li>

5-hydroxytryptamin (serotonin)

kyselina askorbova (ascorbic acid)

aminem terminovand borem dopovana diamantova elektroda
molarni koncentrace

Chemical Abstracts Service

cyklicka voltametrie

chemicka depozice par (chemical vapor deposition)

dopamin

dopaminochrom

diferen¢ni pulzni voltametrie

aktivacni potencial
elektrochemicky-chemicky-elektrochemicky proces
potencidlovy limit elektrody v anodické oblasti

potencidlovy limit elektrody v katodické oblasti

potencial piku

potencidl anodického piku

potencidl katodického piku

prutokova injek¢ni analyza (flow injection analysis)
gastrointestinalni trakt

katodicky aktivovana BDD elektroda

fyziologicky roztok pufrovany HEPES (HEPES buffered saline)
kyselina 2-[4-(2-hydroxyethyl) piperazin-1-yl] ethansulfonova
chemické depozice par aktivovand zhavenym vlaknem (hot filament
chemical vapor deposition)

chronoampérometrie

anodicky proud

katodicky proud

proud piku

Mezinarodni unie pro ¢istou a uzitou chemii (/nternational Union of
Pure and Applied Chemistry)

interval spolehlivosti



LA

LDC
L-DOPA
LDR

LOD

LOQ

M,
MW-PE-CVD

NB

NE
O-BDD
0-DQ
PA

PB
p-BDD
PBS
PDA
pH
pKa

SD

SWV

UA

linearni anténa

leukodopaminochrom

3,4-dihydroxyfenylalanin

line4rni dynamicky rozsah

limit detekce (limit of detection)

limit kvantifikace (limit of quantification)

relativni molekulova hmotnost

chemickd depozice par za aktivace mikrovinnym zafenim
(microwave plasma-enhanced chemical vapor deposition)

pocet méfeni

Neurobasal

norepinefrin

anodicky oxidovand BDD elektroda

dopamin-o-chinon

paracetamol

fostatovy pufr (phosphate buffer)

lesténa (polished) BDD elektroda

fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (phosphate buffered saline)
polydopamin

zaporny dekadicky logaritmus aktivity vodikovych kationtt
zaporny dekadicky logaritmus kyselé disociacni konstanty
korelacni koeficient

smérodatna odchylka (standard deviation)

relativni smérodatné odchylka

voltametrie se superponovanym pravouhlym napétim (,,square-
wave “ voltametry)

cas

kyselina mocova (uric acid)

rychlost polarizace elektrody
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1. Teoreticka ¢ast

1.2  Cil prace

Cilem této diplomové prace je studium elektrochemického chovani dvou
strukturné  odliSnych ~ neurotransmiteri,  dopaminu  (DA) a  serotoninu
(5-hydroxytryptamin, 5-HT), v roztocich bézn¢ pouzivanych pro kultivaci neuront,
konkrétné¢ Neurobasalu (NB), NB s fenolovou cerveni, a ve fosfatovém pufru (PB,
phosphate buffer) o pH blizkém fyziologickému. K elektroanalyze byla vyuzita borem
dopovana diamantova elektroda (BDD), ktera diky svym vynikajicim vlastnostem mutize
byt pouzita nejen k detekci neurotransmitert, ale 1 jako substrat pro samotny riist neuronti.
V ramci této prace byl taktéz sledovan vliv terminace povrchu BDD elektrody na
elektrochemické chovani a parametry detekce DA a 5-HT, konkrétn€ byl studovan
anodicky oxidovany (O-BDD) a mechanicky lestény (p-BDD) BDD elektrodovy povrch.

1.3  Studované latky

Neurotransmitery jsou nizkomolekularni latky, které pfirozen€ vznikaji v nervové
soustave savcl a slouzi k pfenosu nervového vzruchu. Tato diplomova prace je zaméiena
na studium elektrochemického chovani a detekci dvou dulezitych strukturné odlisnych
neurotransmiterd, DA a 5-HT, fyzikalné-chemické vlastnosti kterych jsou uvedené

v Tab. 1.
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Tab. 1 Piehled fyzikalng-chemickych vlastnosti DA a 5-HT',.

DA

5-HT

Systematicky

nazev

CAS cislo

Strukturni

VZorec

Sumarni vzorec

Teplota tani (°C)

M;

Rozpustnost ve

vodé (mg ml™")

PKa

4-(2-aminoethyl)benzen-1,2-diol

51-61-6
HO
NH,
HO
CsHi1NO;
128.,0
153,18
7,43

pKi (-OH na Cy) = 8,89
pK> (-NH3") = 10,41
pK3(-OH na C) = 13,10

3-(2-aminoethyl)-1H-indol-5-o0l

HO

50-67-9

N

N
H

CioH12N20

167,5

176,21

2,50

pKi(-OH) =9,97

NH>

pK> (-NH3") = 10,73

1.3.1 Dopamin

DA byl poprvé objeven v roce 1910 jako prekurzor biosyntézy latek ze skupiny

katecholamintl, norepinefrinu (noradrenalinu) a epinefrinu (adrenalinu)’. DA pfirozené

vznikd v dopaminergnich neuronech v mozku obratlovci, a také v nervové soustave

vétSiny bezobratlovcl. Biosyntéza vychdzi z aminokyseliny tyrosinu. Hydroxylaci

aromatického jadra vznika 3,4 - dihydroxyfenylalanin (L-DOPA), jehoZ dekarboxylaci se

tvori DA® (Obr. 1).
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\1] Tyrosin 3-monooxygenaza [Fe?“,THB] 1.14.16.2 3 | Dopamin B-monooxygenaza [Cu] 1.14.17.1

2] DOPA dekarboxyliza (PLP| 4.1.1.28 [4] Fenylethanolamin N-methyltransferaza 2.1.1.28

Dehydro-  S-Adenosyl- S-Adenosyl-
ascorbat methionin  homocystein

—®» —¢
_ coo _ €00 o, Recorbt CH;
HN—CH THB | HN—CH H.N—CH; HsN—CH, HN—CH,
CH, 3 CH, 3} CH, 3 HO—CH 3} HO—CH
Lo AN e A
LA LA R0 H,0 o
02 20 OH & OH 2 2 OH

SN -~ KI‘OH
OH OH OH OH OH

Tyrosin DOPA Dopamin Norepinefrin Epinefrin

Obr. 1 Schéma biosyntézy DA. Obrazek upraveny podle Koolman et al.’.

DA muze byt v lidském téle dal degradovan enzymem monoaminooxidazou nebo
katechol-O-methyltransferazou a koneénym metabolitem je kyselina homovanilova®.

Vzhledem k rozsahlé lokalizaci dopaminovych receptorti hraje DA diileZitou roli
v regulaci lidského metabolismu, kardiovaskularniho, rendlniho a hormonalniho systému,
a také odpovida za regulaci kognitivnich funkci (jako stres, chovani, pozornost, apod.)®.
Dysfunkce dopaminergniho systému je spojovana s vyvojem schizofrenie, Parkinsonovy
choroby, Tourettova syndromu, obsedantné-kompulzivnich poruch, Alzheimerovy
choroby a dalsich patologickych stavii’. Fyziologicka koncentrace DA v séru zdravého
jedince se pohybuje kolem 0-2,5 - 107> pmol I"! a v mozku kolem 50 mmol g ! (cit. '*!1).

Mechanismus elektrochemické oxidace DA je hodné zavisly na pH prostiedi'?.
Pii fyziologickém pH (pH ~ 7) je DA v roztoku pfitomen ve formé& kationtd, protoZe
dochézi k protonizaci aminoskupiny'*!*. V prvnim kroku (Obr. 2) oxidace z DA vznika
dopamin-o-chinon (0-DQ), ktery je doprovazen ztratou dvou elektronti a dvou protonti
(1, E krok). Nasledné¢ spontanné dochazi k deprotonaci aminoskupiny, coZ umoziuje
snadnou  cyklizaci molekuly  prostfednictvim  1,4-Michaelovy adice na
leukodopaminochrom (LDC) (2, C krok). LDC je mnohem reaktivnéjsi nez mateiska
molekula, a snadno dal podléha dvouelektronové oxidaci na dopaminochrom (DC) (3, E
krok). Celkoveé miize byt elektrochemicka oxidace DA v neutralnim pH prosttedi popsana

jako ,,ECE* (elektrochemicky-chemicky-elektrochemicky) proces!'>!47.
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HO. NHy* o NHg*
@/\, E krok D/\’ +2e¢ +2H*
HO o (1)
DA l’-[)k)
+ H
e NH" ¢ krok - N
—_— + H =

o HO E (2)

0-DQ LDC

HO Ekrok ©
HO N Oy N (3)
H
C

LDC DC

Obr. 2 Elektrochemicka oxidace DA. Obrazek upraveny podle Jin et al.'®.

DC muze byt dal atakovan nezreagovanymi molekuly DA z roztoku, coz vede
k polymerizaci (Obr. 3) a tvorbé takzvaného ,,dopamin-melaninového® filmu (neboli
také v nékteré literatufe oznacovaného polydopaminu (PDA)), ktery se adsorbuje na
povrch elektrody a tim zplsobuje jeji pasivaci. Tento film je témé&f nerozpustny, rozpusti
se vyhradné v prosttedi velmi bazickych rozpoustédel'*!%!"18  Fyziologické prostredi
jako naptiklad Neurobasal, ktery byl pouzit i v této praci, mize ovlivnit tvorbu PDA,
kvtli obsahu vSech proteinogennich aminokyselin, které mohou bud’ zvySovat, nebo
sniZovat miru adsorpce PDA a teda i znecisténi elektrodového povrchu. Naptiklad bylo
zjiSténo, Ze proteinogenni aminokyselina cystein omezuje pasivaci elektrodového

povrchu pfi oxidaci dopaminu'.

0]
m + dopamin  — — melanin
o
HO N

DC

Obr. 3 Schematické zndzornéni procesu polymerizace DA. Obrazek upraveny podle Jin

et al'®.

1.3.2 Serotonin

5-HT byl poprvé objeven na zacatku 50. let 20. stoleti kvili jeho podobnym
vlastnostem s diethylamidem kyseliny D-lysergové, ale trvalo dalSich deset let, nez byl
5-HT oficialn¢ identifikovan jako nervovy pienaSec. 5-HT se tadi do skupiny

indolaminovych neurotransmitert®.
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Prekurzorem biosyntézy 5-HT je esencialni aminokyselina L-tryptofan. Prvni
reakce je hydroxylace aromatického jadra za tvorby S5-hydroxytryptofanu, jehoz
dekarboxylaci nasledné vznikd 5-HT. 5-HT miZze byt podobné jako DA enzymaticky
degradovan monoaminooxiddzou a aldehyd dehydrogendzou na hlavni metabolit
kyselinu 5-hydroxyindolovou. V SiSince je 5-HT pieménovan na melatonin. 5-HT se
vyskytuje v centralni nervové soustaveé vétSiny zivocichi, pfevazné v mozkovém kmeni.
Krom¢ toho se skoro 90 % celkového serotoninu vyskytuje v buiikach
gastrointestindlniho traktu (GIT)?*?2. Fyziologickd koncentrace krevniho 5-HT u
zdravého jedince je velmi nizka a pohybuje se kolem 0,28-1,14 umol 1! (cit. 2). 5-HT se
zucCastiiuje celé ftady fyziologickych procest. Hraje dilezitou role v regulaci
kardiovaskularniho systému a GIT, reguluje kontrakce hladkého svalstva a dale ovliviiuje
spanek, naladu a reguluje télesnou teplotu. Vzhledem k tomu jsou abnormalné€ nizké
koncentrace serotoninu a jeho metabolitl spojovany s fadou onemocnéni jako infarkt
myokardu, srdZeni krve, migréna, Uzkost, deprese, syndrom drazdivého tracniku a
dalsich. Na druhou stranu, vysoké koncentrace 5-HT jsou toxické a vedou k fatidlnim
nasledkiim jako je serotoninovy syndrom?* 24,

Proces elektrochemické oxidace 5-HT byl studovan na nemodifikovanych
uhlikovych elektrodach ve slabé pufrovanych roztocich o pH kolem 7,0 6. Bylo zjisténo,
ze za téchto podminek 5-HT podléha dvouelektronové oxidaci na p-chinon-o-imin
(Obr. 4, 2)>.

V roztoku vznikaji rizné elektrochemicky aktivni dimery a meziprodukty, které

vytvaii polymerni film a které se ireverzibiln€ adsorbuji na povrch elektrody, ¢imz

dochazi k jeho pasivaci (Obr. 4, b)*?7.
(a) HO NH;‘+ 0. NHE’
-2H* -2¢”
O = O~
N N
(b) HN =N HN -

Obr. 4 (a) Mechanismus dvouelektronové oxidace 5-HT. (b) Piiklad dvou hlavnich

dimert 5-HT. Obrazek upraveny podle Patel et al.?’.
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V praci?® byl popsan mechanismus dimerizace a polymerizace 5-HT: dimerizace
probiha na alfa uhlicich umisténych vedle karbonylové skupiny a nasledné tento

fragment polymeruje s dalSimi reaktivnimi molekulami 5-HT v roztoku (Obr. 5).

s N

HaN s~
" "NH dimerizace j\ J o
= . m -
S of o]
- o N
o HN~" N
HN \ NH HN
Y R "NHa HN
polymerlzace P B ‘/‘NHJ
ﬁ/ -ne nH* )jj/Lr R/ j]/
X
H3N v 3NJJ

Obr. 5 Proces dimerizace a polymerizace 5-HT. Obrazek upraveny podle Dunham et
al .

14 Metody stanoveni DA a 5-HT
Pro stanoveni rtiznych strukturné odliSnych neurotransmiter véetné DA a 5-HT

bylo vyvinuto hodné klasickych analytickych metod za vyuZiti technik jako vysokoucinna

29,30,31 32,33
3 3

kapalinovd  chromatografie plynovd  chromatografie hmotnostni

31,33 35,36

spektroskopie®!?, kapilarni elektroforéza**, imunometody®>*®, chemiluminescence?’
prittokova injeké&ni analyza (FIA)*® a fluorimetrie®”. Tyto metody jsou robustni a citlivé,
ale na druhou stranu vyZaduji sofistikované technické vybaveni, jsou ¢asové naro¢né a ve
vétsing piipadi zahrnuji predupravu vzorkil pfed samotnou analyzou, coZ omezuje jejich

pouziti pro kazdodenni analyzu.

1.4.1 Elektrochemické metody

Jak jiz bylo zminéno v pfedchozich kapitolach, abnormalni koncentrace téchto
neurotransmitert jsou ¢asto spojovany s mnoha nemocemi, a z tohoto diivodu je potiebné
vyvinout jednoduchou a rychlou metodu pro jejich detekci a stanoveni. DA a 5-HT jsou
elektroaktivni latky, a proto je pro jejich stanoveni vhodné pouziti elektrochemickych
analytickych metod. Oproti klasickym analytickym metodam jsou elektrochemické
techniky jednoduché, levné, rychlé, dostate¢né selektivni a citlivé. Na druhou stranu

elektrochemické metody pouzivané ke stanoveni neurotransmiterd nardzi na fadu dalSich
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problému:

1. Interference dalSich elektroaktivnich latek jako kyselina askorbova (AA),
kyselina mocova (UA), glukosa a n¢kterych 1é¢iv (naptiklad paracetamol (PA)),
které jsou v biologickych matricich (napft. séru, slindch, moc¢i) v nadbytku oproti
DA a 5-HT a zaroven mohou poskytovat elektrochemicky signal pti podobnych
potencialovych hodnotach!®26:40:41:42 DA a 5-HT se také interferuji navzajem®.

2. Nizké fyziologické koncentrace analytii v redlnych vzorcich (krev, mozkova tkan,
sliny, atd.)!% 1123,

3. Pasivace elektrodového povrchu v procese analyzy. DA, 5-HT a jejich oxida¢ni

produkty a meziprodukty se miizou ireverzibiln€ adsorbovat na povrch elektrody.

Byly vyvinuté mnohé elektrochemické metody vyuzivajici mikro- a makro-elektrody
na bdzi uhliku, ¢asto modifikované vhodnym vodivym materidlem ke zvySeni jejich
citlivosti a selektivity. Jako modifikatory povrchu se €asto vyuzivaji rizné polymery,
chemické komponenty, nanokompozity, nanomaterialy, kovové nanocastice, uhlikové
nanotrubi¢ky atd.>> **. Avak modifikace povrchu je ¢asové a finanén& naroéna a neni
vhodna pro veskeré typy elektrod. Konkrétné BDD elektroda mize ztratit nékteré ze
svych vynikajicich vlastnosti (viz kapitola 1.4) v diisledku modifikace jejiho povrchu, o
gemz jiz svédéi nekolik studii* 6. Na druhou stranu modifikovand BDD elektroda
umoznuje dosdhnout lepsi selektivity pii stanoveni neurotransmiterti v pritomnosti
dalSich interferujicich elektroaktivnich latek ve vzorku. TakZe byly hledané i dalsi
zpisoby zlepSeni selektivity elektrochemické analyzy. Anodickd nebo katodicka
elektrochemickéd polarizace nebo mechanicka aktivace v podobé lesténi na cCasticich
aluminy umoZnuji udrzovat povrch BDD elektrody déle Cistym, ale ne vzdy jsou schopné
ipIné odstranit naadsorbované produkty oxidace z elektrodového povrchu!®4’. V Tab. 2
a Tab. 3 jsou shrnuté a porovnané rizné studie vyuzivajici BDD elektrody pro analyzu

neurotransmiterti, konkrétné DA a 5-HT.
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Tab. 2 Ptehled elektroanalytickych metod vyvinutych s pouzitim BDD elektrody pro stanoveni DA, spolu s typem prostiedi, linedrnim dynamickym
rozsahem (LDR) a limitem detekce (LOD).

Pracovni elektroda/ Prosttedi/ typ vzorku Metoda Testovani LDR LOD Cit.
modifikace interference (umol1™')  (umol I'")
planarni H-BDD (B/C 4000ppm) 0,1 molI"' PB o pH 7,4 SWV - 1,0-10,0 0,35 48
O-BDD (B/C 10 000ppm) 0,07 mol I"'' PBS o pH 7,0 CvV - 5-200 1,4 49
porézni BDD (B/C 4000ppm) 0,1 mol "' PB o pH 7,4 SWV - 0,5-10,0 0,22 48
BDD-NEA/anodicky oxidovana 0,1 mol "' PB o pH 7,4 DPV AA 0,1-20 0,076 30
porézni H-BDD 0,1 mol 1" PBS o pH 7,0, sérum DPV pyridoxin 0,4-510 0,06 31
BDD 1 mol 1! amonny pufr o pH 8,3 DPV PA 1-200 0,233 H
dlouhé bSi jehly pokryté BDD 0,2 mol I'' PB o pH 7,0 DPV UA 0,0-5,0 0,27 32
(B/C 2000 ppm)

ABDD s imobilizovanou 0,1 mol I"' PBS o pH 6,5 amperometriec AA 5-120 - 4
tyrozinazou

O-BDD (B/C 8000 ppm) 0,1 mol 1"' HCIOs4 SWV AA 0,5-5,4 0,283 53
(Au/PAH)4/(PSS/PAH)4/PS-ABDD 0,07 mol "' PBS o pH 7,2 CV AA 5-100 0,8 46
O-BDD (B/C 10 000 ppm) 0,07 mol I"! PBS o pH 7,0 amperometrie - 0-120 1,5 >4
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BDD-NEA 0,07 mol I"! PBS o pH 7,0 amperometrie - 0-120 0,8 o
H-BDDya 0,01 mol I"! PB o pH 7,4 SWV - 1,0-7,5 0,23 33
H-BDDcony (B/C 4000 ppm) 0,01 mol I"! PB o pH 7,4 SWV - 2,5-40,0 0,16 33
porézni H-BDD (B/C 4000 ppm) 0,01 mol I"' PB o pH 7,4 SWV - 1,0-30,0 0,08 33
H-BDDconv (B/C 4000 ppm) 0,02 mol 1" HBS o pH 7,4 SWV - 2,0-40,0 0,13 33
H-BDD1 A 0,02 mol I'' HBS o pH 7,4 SWV - 1,0-7,5 0,25 35
7,5-75,0
porézni H-BDD (B/C 4000 ppm) 0,02 mol I''HBS o pH 7,4 SWV - 1,0-30,0 0,06 53

Pouzité zkratky: BDD-NEA - ,nanograss array* borem-dopovany diamant; bSi - ,,black silicon*; ABDD - aminem terminovana BDD; PAH -
(poly(allyamin hydrochlorid); PS - polystyren; LA - linedrni anténa; BDDconv - konvencni planarni BDD film; PB - fosfatovy puftr; PBS - fyziologicky
roztok pufrovany fosfatem; HBS - HEPESem pufrovany fyziologicky roztok; SWV -, square-wave* voltametrie; CV - cyklicka voltametrie; DPV -

diferen¢ni pulzni voltametrie.
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Tab. 3 Piehled elektroanalytickych metod vyvinutych s pouzitim BDD elektrody pro stanoveni 5-HT, spolu s typem prosttedi, linedrnim dynamickym
rozsahem (LDR) a limitem detekce (LOD).

Pracovni elektroda/ Prosttedi/ typ vzorku Metoda Testovani LDR LOD Cit.
modifikace interference (umol1!)  (umol 1)
p-BDD 0,1 mol I'! NaCl s piidavkem 5 mmol 1" HEPES CvV - 0,05-1,0 0,5 %6
O-BDD PB o pH 7,2 amperometrie - 0,01-50,0 0,02 57

v FIA
BDDPE/ERGO 0,1 mol I"' PBS pH 8,0 DPV NE 0,5-7,5 0,5 %8
BDDuE 150 mmol 1"! NaCl, 5 mmol 1! KCI, 1,2 mmol I'! ChA - 0,5-10 0,013 %

MgCl,, 5 mmol 1! glukosa, 10 mmol I"! HEPES a 2
mmol I"! CaCl,0 pH 7,4

Pouzité zkratky: PB - fosfatovy pufr; PBS - fyziologicky roztok pufrovany fosfatem; HBS - fyziologicky roztok pufrovany HEPES; CV - cyklicka
voltametrie; DPV - diferencni pulzni voltametrie; BDDPE/ERGO - pastova BDD elektroda modifikovana elektrochemicky redukovanym grafenem,;
FIA - pritokova injek¢ni analyza; ChA - chronoampérometrie; BDDUE - BDD mikroelektroda; NE - norepinefrin.
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1.5 Borem dopovana diamantova filmova elektroda

Diamant je material, ktery oplyvd mnozstvim vynikajicich vlastnosti, jako
extrémni tvrdost, obrovska tepelna vodivost, chemickd inertnost v silné kyselém nebo
bazickém prostfedi. Co se tyka struktury diamantu, kazdy atom uhliku je propojen o
tetragonalnimi vazbami s dal§imi tfemi sp® hybridizovanymi uhliky. Sdm o sobé je
diamant vynikajici pfirodni izolant. Nizkého elektrického odporu se dosahuje dopovanim
riznymi atomy, nejcastéji atomy boru. Mohou se také pouzivat jiné typy dopantii jako
napiiklad dusik, fosfor nebo sira®’.

BDD filmové elektrody se bézné ptipravuji metodou chemické depozice par
(chemical vapor deposition, CVD) na zvoleny substrat, nejcastéji kiemik (BDD/Si),
pomoci zhaveného vlédkna (hot-filament, HF-CVD) nebo mikrovinné plazmy (microwave
plasma enhanced, MW-PE-CVD)®" %2, Nicméné z diivodu zna¢né kiehkosti kiemiku se
v soucasné dob¢ stale hleda novy vhodné&jsi substrat. Jiz byly vyzkouseny niob, tantal,
wolfram, molybden a titan, které jsou vhodné pro ptipravu velkoplosnych elektrod,
pouzivanych pro Uplnou elektrochemickou oxidaci organickych polutanti nachézejicich
se v odpadnich vodach®. Dalsi popsané substraty pro depozici BDD filmii jsou grafit,
uhlik a uhlikova vldkna. Zatim se Zadny z téchto substratl v elektroanalytické chemii
piilis neuplatnil®® 2, K depozici diamantového filmu se vétSinou pouziva smés par, ktera
se skldda z vodiku, methanu a diboranu (B:H>) jako zdroje boru®® %. Také se miize
)4

pouzivat smés vodiku, acetonu a trimethoxyboranu (B(OCH3)3)*". Vysledna koncentrace

atom@l boru je obvykle v rozmezi 1:10' - 1-10?! atom@i na cm ™ diamantového filmu
(koncentrace boru 1-10*° atom@ na cm™

uhliku)*7 63,

odpovida cca 1 atomu boru na 1000 atomu

Timto zplsobem je ziskan elektrodovy materidl, ktery ma oproti ostatnim typtim
elektrod: 1) Siroké potencidlové okno ve vodnych i nevodnich elektrolytech, které
dosahuje hodnoty kolem 3,5 V v zavislosti na kvalité pfipraveného filmu, ii) nizky proud
pozadi, ii1) malou nachylnost k pasivaci, coz umoznuje citlivé stanoveni Siroké Skaly
organickych a anorganickych latek bez predchozi pfedupravy, iv) stabilitu vici korozi ve

velmi agresivnich prostiedi, a v) biokompatibilitu umoziujici konstrukci (bio)-sensorf®*

65, 66

Elektrochemické vlastnosti BDD elektrod vSak vyznamné zavisi na terminaci

jejich povrchu®” %8, BDD elektroda, ktera byla pfipravena metodou CVD ze smési par
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obsahujicich vodik, bude mit povrch terminovany vodikem (H-BDD). Vysledkem H-
terminace je hydrofobni, nepolarni povrch s vysokou povrchovou vodivosti a negativni
elektronovou afinitou®? %%, Hydrogenovany BDD povrch je na vzduchu stabilni n&kolik
mésicl, ale casem zacne spontanné oxidovat a pfeméni se na kyslikem terminovany
povrch (O-BDD)’°. O-BDD ma4 polarni hydrofilni charakter, niz§i povrchovou vodivost
a pozitivni elektronovou afinitu®. K vyvoji vodiku i kysliku doch4zi na oxidovaném
povrchu pii vyssich hodnotach potencialu, tim padem potencialové okno O-BDD elektrod
je vetsi oproti H-BDD elektroddm. V praxi lze oxidaci povrchu dosahnout
elektrochemickou anodickou polarizaci vlozenim vysokého kladného aktivacniho
potencidlu Eqx v silné kyselém prostiedi®®. Pti rozkladu vody vznika hydroxylovy radikal
(rovnice 1), ktery oxiduje povrch elektrody, ¢imz na BDD povrch zavadi rizné kyslikové
funkéni skupiny jako ketonova, alkoholova, etherova, hydroxylova, karboxylova (Obr.
6)*”- 7. Pomoci anodické aktivace lze také odstranit negistoty z elektrodového povrchu a

zvysit reprodukovatelnost odezvy elektrod.

H, O - OH'+H ' +e (1)

Na druhou stranu, pokud je pro praci potiebna H-BDD elektroda, 1ze jeji povrch
regenerovat vloZenim dostatecné zaporného potencidlu v kyselém prostiedi. Dojde k
rehydrogenaci povrchu a opétovnému navazani vodiku. Timto zplisobem, v podobé
katodické polarizace elektrody, 1ze dosahnout vysoké opakovatelnosti odezvy a udrzet

povrch elektrody neustéle ¢istym’?.

kyslikem terminovany povrch (O-BDD

~

OH O OH OH O

0O 00 O O OH O H O oo
Celbbdedr é de ¢ tdé ¢ BUd

vodikem terminovany povrch (H-BDD)
HHHHHHHHHHHEHHHHHIHHH
)
clCcECNCRCRCRCECHCHCHCECRCHCRCHCHE

Obr. 6 Schematické znazornéni O-BDD a H-BDD povrcht. Obrazek upraveny podle

Dincer et al.”.
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Dalsi variantou aktivace BDD povrchu je mechanické lesténi BDD elektrod na
¢asticich aluminy, které se pouziva jako Cistici krok pred elektrochemickym métenim. Na
lesténém BDD povrchu pievladaji C-C vazby plivodné pfitomné v diamantu, dal se v
mensim poctu oproti O-BDD povrchu vyskytuji kyslikové skupiny (etherova,
hydroxylova, karbonylovéd), avSak bez ptitomnosti karboxylové skupiny. Nékteré studie
ovetily, ze mechanické cisténi usnadnuje pfenos naboje odstranénim nezadoucich
necistot. Mechanickym lesténim BDD povrchu lze zajistit dobfe reprodukovatelné
vysledky’?.

Rizné redoxni markery, jako napiiklad [Fe(CN)s]>7*, [Ru(NH3)s]*"*",
[IrCls]> ", Fe3"*", kyselina askorbova, ¢i dopamin, slouzi k vyhodnoceni kvality
povrchu BDD elektrod’74. Zvlasté [Fe(CN)s]*’* je vysoce citlivy na pfitomnost
kyslikatych skupin na povrchu elektrody a v zévislosti na jeho kvalit¢ muze byt
pozorovan reverzibilni nebo quasi-reverzibilni pienos elektronti. Pro reverzibilni
elektrochemicky d¢j vymeénujici jeden elektron plati, Ze rozdil potencialii anodického a
katodického pikti AE, odpovidd hodnoté 59 mV a pomér jejich vySek /a/lx je roven 1,
coz lze malokdy splnit pfi praci s pevnou elektrodou, jako je i BDD elektroda. V praxi
jsou za blizce reverzibilni povazovany redoxni systémy, u kterych AE, neptesahuje
hodnotu 70 mV. Vé&tsi hodnoty AE, odpovidaji ireverzibilnim, ¢i quasi-reverzibilnim

redoxnim systémim.

1.5.1 Kultivace nervovych bunék na BDD elektrodé

Diky vySe zminénym vynikajicim vlastnostem, hlavné biokompatibilité¢ a
inertnosti, jsou BDD elektrody Siroce vyuZivany pro kultivaci riiznych typl bunék véetné

neuronti’>

. Vroce 2004 se objevila prvni prace o uspésném rdstu neuroni na
monokrystalické diamantové elektrod&’®. V dalsich studiich byl sledovan vliv riiznych
vlastnosti diamantu, jako typ terminace jeho povrchu, koncentrace boru, typ diamantu

atd., na raist neuronti’’

. Bylo zjisténo, ze pfitomnost boru Zddnym zptisobem neovliviiuje
rust neuronl na elektrod¢, coz naptf. umoznuje i jeho pouziti jako ,,brain-computer
interface* pro sledovani mozkové aktivity. Naopak, terminace BDD povrchu ma vyrazny
vliv na Zivotaschopnost bun€k. Bylo zjisténo, Ze O-terminovand BDD elektroda je
vynikajicim substratem, ktery umoznuje riist a podporuje Zivotaschopnost nervovych

bungk, zatimco na H-BDD elektrod¢ byla pozorovana vyssi smrtnost bunék, ptiblizné o
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70 % 7. Hydrofilni O-terminované BDD povrchy lze povazovat za vic biokompatibilni,
nez hydrofobni H-terminované povrchy’’. Nicméné bylo také objeveno, Ze na
monokrystalickém O-terminovaném diamantu maji neurony o cca 20-30 % vys§i miru
pfeziti nez na polykrystalickém diamantu. Toto mize souviset s tim, ze hladky povrch
umoznuje lepsi pokryti kyslikem a také lepsi povrch pro pokryti dal§Simi pomocnymi
substraty jako je napfiklad poly-D-lysin. Tato téma jeSt¢ zatim neni kompletné

prostudovano’” 7%,

1.6  Prostiedi pro kultivaci nervovych bunék

V biologickych studiich je potfebné zajistit pH odpovidajici fyziologickym
podminkam (7,35 — 7,45). K tomu se bézn¢ vyuzivaji pufry o rizném sloZeni, kde je jako
pufrovaci slozka vyuzit anorganicky aniont (fosfatovy pufr) ¢i strukturné vic
komplikovand organickd molekula, napt. HEPES (HBS, HEPES buffered saline)™.

Fosfatovy  pufr se  pfipravuje  smichdnim  jeho kyselé  slozky,
dihydrogenfosfore¢nanu sodného (NaH2POs) a pfislusné baze, hydrogen fosfore¢nanu
disodného (Na;HPO4) ve vhodnym poméru pro dosazeni pozadované pH hodnoty.
Fosfatovy pufr ma vSak nékolik nevyhod pfi pouZiti v systémech mimikujici fyziologické
prostiedi, protoze fosfaty inhibuji hodné dulezitych enzymt (karboxypeptidazu,
fumarazu, uredzu, rizné kinazy a dehydrogenazy) a také inhibuji biochemické reakce
zavislé na iontech kovi, protoZe s témito kationty vytvaii komplexy. Naproti, HEPES
(4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonovd  kyselina  podle = IUPAC) je
N-substituovanou aminosulfonovou kyselinou (Obr. 7, A), kterd ma charakter tzv.
obojakého 1ontu (,,zwitterionu‘). Pufry obsahujici HEPES vykazuji lepsi vysledky oproti
klasickym pufrtim, protoZe jejich schopnost komplexovat s kovy je vyrazné omezena”’.

HEPES je hlavni pufrovaci slozkou i mnohem komplexné&jSich médiich, které jsou
vyzadovany pro kultivaci nervovych bunék, jako je naptiklad Neurobasal (NB), ktery byl
pouzit a studovan 1 v této praci.

NB se sklada ze vSech 17 proteinogennich aminokyselin, vitamin skupiny B
(B12, niacinamid (B3), thiamin (B1), kyselina listova (B9), cholin (B4), kyselina D-
pantothenova (B5), pyridoxal (B6), riboflavin (B2)), inositolu, anorganickych chlorid
(CaClp, MgCl, NaCl, KCl), dalSich anorganickych soli (Fe(NO3)3-9H>0, NaHCOs,
NaH;PO4 ‘H20, ZnSO4 -7H20), D-glukosy, pyruvéatu sodného a jiz zminéného HEPESu.
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NB je mozné zakoupit i1 s ptidavkem fenolové Cerveni (Obr. 7, B), kterd je typickym
acidobazickym indikatorem a je citliva na zmény pH v oblasti blizké fyziologickému

prostredi®’.

O (B)

(_(%_OH HO OH
N

) L
L_OH SO3

(A)

Obr. 7 (A) Strukturni vzorec HEPESu, (B) strukturni vzorec fenolové &erveni®!.

NB je vhodny pro studium v oblastich jako jsou neurotoxikologie, farmakologie,
elektrofyziologie, genové exprese a pro studium uc¢inkl rastovych faktorti a hormont.
Vyborné prostiedi pro rist a kultivaci primarnich neuronti a celych bunéénych neuralnich
linii tvofi NB s pfidavkem dalsi slozky, B27. NB/B27 zvySuje rezistence bunck
k oxidativnimu stresu, protoze B27 dodava do slozeni NB dalS§i pomocné latky jako
vitamin E, glutation, katalasu, supeoxid dismutasu a transferin. Pro ucely této diplomové
préace bylo pouzité samotné NB medium (bez a s fenolovou ¢erveni) avSak bez ptidavku

dal$ich pomocnych latek®.
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2. Experimentalni Cast

2.1 Chemikalie
Vsechny chemikalie byly kvality p.a. a byly pouzité bez jakéhokoliv dal$iho
Cisténi:
e Dopamin hydrochlorid (Sigma-Aldrich, Némecko)
e Serotonin (Sigma-Aldrich, Némecko)
e Neurobasal™ Medium (Gibco, Thermo Fisher Scientific, MA, USA)33
e Neurobasal™ Medium s fenolovou &erveni (Gibco, Thermo Fisher Scientific,
MA, USA)3
e Chlorid draselny (Lachema, CR)
e Kyselina sirova (96 %, Lach-Ner, CR)
e Trihydrat hexakyanoZeleznatanu draselného (Lachema, CR)
e Kyselina trihydrogenfosfore¢na (85 %) (Lach-Ner, CR)
e Dodekahydréat hydrogenfosfore¢nanu disodného (Lach-Ner, CR)

K ptipravé veSkerych vodnych roztokii byla pouzivana deionizovand voda

(Millipore Mili plus Q System, USA), s rezistivitou mensi nez 18,2 MQ cm.

2.2 Pristrojové vybaveni

Veskera elektrochemickd méfeni byla provadéna pomoci pfistroje Eco-Tribo
Polarograf (Eco-Trend plus, Praha, CR) v tiielektrodovém uspofadani s referenéni
argentchloridovou elektrodou (Ag | AgCl | 3 mol 1! KCI), pomocnou platinovou
elektrodou (obé& Elektrochemické detektory, CR) a jako pracovni elektroda byla pouzita
komeréné dostupna BDD elektroda o priméru 3 mm, plose 7,1 mm?, s trovni dopovani
borem pfiblizné¢ v rozmezi 500-1000 ppm (BioLogic Science Instruments, Francie).
Piistroj byl ovladan programem MultiEIChem v. 3.2.0 (Ustav fyzikalni chemie Jaroslava
Heyrovského AV CR, CR), ktery byl také pouzit ke sbéru dat a vyhodnocovéni
voltamogramil. Ke zpracovani dat a sestrojeni grafii byly pouzity programy OriginPro
2015 (Northampton, MA, USA) a Microsoft Excel 2016 (Microsoft Co., USA).

Meéfteni pH byly provadény na digitdlnim pH-metru s kombinovanou sklenénou

elektrodou (Jenway, Essen, UK).
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2.3 Priprava roztoki

2.3.1 Priprava zasobnich roztoku dopaminu a serotoninu

Zasobni roztoky DA a 5-HT o koncentraci 1,0 - 10 mol 1"! byly pfipraveny
navazenim vypocitaného mnozstvi na analytickych vahach (Nimbus, ADAM
EQUIPMENT, P-LAB, CR) a kvantitativné pfevedeny do 10 ml odmérnych bangk, které
byly nasledn¢ doplnény deionizovanou vodou po rysku. Roztoky DA a 5-HT jsou pii
laboratornich podminkach nestabilni. Jejich degradaci zplsobuji kyslik, denni svétlo a

teplota. Uchovavaly se proto v temnu v lednicce pfi teploté 4 - 8°C.

2.3.2 Priprava zasobniho roztoku KCl

Jako zékladni elektrolyt pro elektrochemickou charakterizaci BDD elektrody byl
pouzit 1 mol I"! KCI, ktery byl piipraven do 500 ml lahvi fedénim 3 mol 1! roztoku KCI1
prisluSnym objemem deionizované vody. Tento zasobni roztok byl pouzit i jako

rozpoustédlo pii piipravé 1 mmol 17! [Fe(CN)s]* 7.

2.3.3 Priprava fosfatového pufru o pH 7,0

0,1 mol 1! fosfatovy pufr o pH 7,0 byl piipraven do 250 ml lahvi piesnym
odvazenim Na;HPO4-12H>0, ktery byl rozpustén v deionizované vodé. Pomoci pfedem
nakalibrovaného pH-metru a pfidanim kyseliny fosforecné bylo pH upraveno na

pozadovanou hodnotu pH 7,0.

2.3.4 Piiprava roztoku kyseliny sirové pro anodickou oxidaci BDD elektrody

Elektrochemicka anodické aktivace BDD elektrody byla provadéna v prostiedi
0,1 mol I"! kyseliny sirové, ktera byla ptipravena do 250 ml odmérné banky odméfenim

vypocitaného objemu 96 % H>SO4 a doplnéna deionizovanou vodou po rysku.

2.4  Pracovni postupy

2.4.1 Predaprava povrchu BDD elektrody

(A) Anodicka aktivace BDD elektrody (O-BDD): Povrch BDD elektrody byl

anodicky aktivovan vkladanim vysokého kladného potencidlu Eu: = +2400 mV
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v prostedi 0,1 mol 1" H2SO4 po dobu ¢ = 5 min. Anodick aktivace byla také pouZita
jako reaktivacni krok mezi jednotlivymi skeny pifi méfeni DA a 5-HT: povrch BDD
elektrody byl anodicky aktivovan vkladdnim vysokého kladného potencialu
Eae=+2400 mV po dobu ¢ = 30 s v michaném métfeném roztoku.

(B) Mechanické lesténi BDD elektrody (p-BDD): Povrch BDD elektrody byl
mechanicky lestén na Casticich aluminy (velikost castic 1,1 um) po dobu piiblizné
t = 60 s. Pfed kazdym skenem byla elektroda vyndana z roztoku a ru¢né lesténa na

¢asticich aluminy po dobu 7 = 60 s.

2.4.2 Postup voltametrickych méieni na BDD elektrodé

Na zac¢atku kazdé sérii méteni byl metodou cyklické voltametrie (CV) proméien
reverzibilni redoxni systém 1 mmol "' [Fe(CN)s]* 7 v 1 mol I"! KCI, aby se na zékladé
AE, hodnoty ovétil stav povrchu BDD elektrody. Nasledné byly zméfeny roztoky
zakladnich elektrolyt do ustaleni voltametrické kiivky a byly proméfeny roztoky 5-HT
a DA v kazdém ze zékladnich elektrolytd za stanovenych podminek. VSechny cyklické
voltamogramy byly méfeny v potencidlovém rozsahu od —400 mV do +1000 mV, pokud
neni uvedeno jinak. Byly vzdycky zaznamendny 4 konsekutivni cykly rychlosti skenu
100 mV s™".

U metody diferencni pulzni voltametrie (DPV) byla ve vSech ptipadech pouzita
1

rychlost skenu 20 mV s~
byla 80 ms.

, ptficemz vyska vkladaného pulzu byla +50 mV a Sitka pulzu

Vsechna méteni byla provedena za laboratorni teploty (23 + 2°C).

2.4.3 Zpusoby vyhodnoceni voltametrickych krivek

Zpisoby vyhodnoceni voltamogrami naméfenych metodami CV a DPV jsou
zndzornény na obrazku (Obr. 8). V piipad¢ metody CV byla proloZena zékladni linie a
nasledné odecteny vysky proudi pro anodicky a katodicky pik, hodnoty jejich potenciald,
a dopocitan jejich rozdil (AE}). U piku namétencho technikou DPV byla spojena minima

na jeho obou stranach a odectena vyska proudu a hodnota potencidlu v jeho maximu.
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Obr. 8 Zplsob vyhodnoceni voltamograml namétenych metodami (A) CV a (B) DPV.

2.4.4 Statistické vyhodnoceni namérenych dat
Stfedni hodnota souboru vysledkli (n < 20) byla urena pomoci medianu, X.
Nasledné bylo vypocitano rozpéti souboru, R (rovnice 2):
R = Xmax - Xmin (2)
Odhad smérodatné odchylky (SD) souboru nalezenych vysledkl byl vypocitan
vynasobenim rozpéti ptislusnym tabelovanym koeficientem, &, (n-pocet méteni) (rovnice
3):
SD=kn-R 3)

Relativni smérodatnéd odchylka (sr) je vypocitana jako podil odhadu smérodatné
odchylky a medianu (rovnice 4):
s, = STD 100 (%) (4)
Interval spolehlivosti L1 2 se vypocita podle rovnice 5 a udava, ze skute¢nd hodnota
lezi s pravdépodobnosti 95 % uvnitt tohoto intervalu. K, je tabelovany koeficient pro
dany pocet méteni.
Li2=K."R (5)
Nejistoty vSech méfeni jsou vyjadieny jako intervaly spolehlivosti na hladiné

vyznamnosti a = 0,05.
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2.4.5 Mez detekce a mez kvantifikace
Mez detekce (LOD) a mez kvantifikace (LOQ) byly vypocitany dvéma postupy

A 1 B podle nasledujicich vztahi (rovnice 6 a 7):
3-SD

LOD = > (6)
LOQ — 10l')SD (7)

V ptipadé postupu A predstavuje SD smérodatnou odchylku proudu piki (n = 10)

cvwr

v ptipadé postupu B je SD smérodatna odchylka tseku ptislusné kalibracni zavislosti, b je

jeji smérnice.
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3. Vysledky a diskuze

3.1  Elektrochemicka charakterizace BDD elektrody

3.1.1 Cyklicka voltametrie redoxniho markeru
K elektrochemické charakterizaci BDD elektrody byla vyuzita metoda CV

]3—/4—

v pfitomnosti modelového redoxniho systému [Fe(CN)s , ktery je vysoce citlivy ke

stavu povrchu elektrody. Tento redoxni systém jiz byl popsan v kapitole 1.4. Nejdiiv byly

naméfeny cyklické voltamogramy 1 mmol 1! [Fe(CN)e]* "+

na nové, jest¢ zadnym
zpusobem neaktivované BDD elektrodé (Obr. 9, A) a anodicky aktivované O-BDD
elektrodé (Obr. 9, B) ve tiech rliznych prostiedich: 0,1 mol 1! PB o pH 7,0, NB o pH
7,34 a NB s fenolovou ¢erveni o pH 7,48. Rozdil potenciali anodického a katodického
piku AE, a pomér jejich vySek Ia/lx, je uveden v tabulce (Tab. 4). Aktivace BDD
elektrody byla provedena vloZenim kladného potencidlu Ea = +2400 mV po dobu
t=5 min v roztoku 0,1 mol I "' H2SOs4.

Z Tab. 4 je vidét, ze po aktivaci hodnoty jsou AE, ve vSech zkoumanych
prostfedich vyrazn¢ vyssi nez hodnota 59 mV, ktera plati pro idealné reverzibilni d&je pii
ptenosu 1 elektronu. Nartst AE, indikuje pomalej$i pfenos elektronu a dand reakce je tim
padem kvazireverzibilni. V ptipadé PB o pH 7,0 se pomér /a/lk vzdalil od 1, kdezto
v ptipadé NB o pH 7,34 a NB s fenolovou ¢erveni o pH 7,48 se pomér /a/lk se pohybuje
kolem 1 jako pted aktivaci. Jak jiZ bylo popsano v kapitole 1.4, pfi anodické aktivaci
probiha rozklad vody a vznika hydroxylovy radikal HO® (rovnice 1), ktery oxiduje povrch
elektrody, a na BDD povrch zavadi rizné kyslikové funkéni skupiny (ketonova,
alkoholov4, etherové, hydroxylova a karboxylova), které nesou ¢astené zaporny naboj’'.
Diky tomu se povrch O-BDD elektrody stava ¢astecné zaporn€ nabitym, coz zplisobuje

elektrostatickou repulzi aniontu [Fe(CN)e]* ™4

a ve vysledku vede ke zhorSeni vyse
zminénych parametri (rozdil potencidlii anodického a katodického pikli AE, a pomér
jejich vysek Ia/lk).

Na Obr. 9 je také vidét dalsi pik kolem potencidlu +900 mV, ktery patii
pravdépodobné oxidaci elektroaktivnich slozek NB (HEPES, aminokyseliny tryptofan,

tyrosin, cystein, histidin, methionin a vitaminy B6 a B12 a fenolova ¢erven*’-%%).
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Obr. 9 Cyklické voltamogramy 1 mmol I"! [Fe(CN)6]* 7 v (1) 0,1 mol 1"! PB o pH 7,0,
(2)NB o pH 7,34, (3) NB s fenolovou cerveni o pH 7,48 (A) pted aktivaci, (B) po aktivaci
v 0,1 mol 1! HySO4 (Eake = +2400 mV, ¢ = 5 min) a (C) po lesténi na &asticich aluminy

po dobu =60 s pii rychlosti polarizace 100 mV s .
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Tab. 4 Rozdil potencialt anodického a katodického piki AE, a pomér jejich vySek /a/lk
pro 1 mmol I"! [Fe(CN)s]* 7 v (i) 0,1 mol I"! PB o pH 7,0, (ii) NB o pH 7,34 a (iii) NB
s fenolovou ¢erveni o pH 7,48 méfena metodou CV rychlosti skanu 100 mV s™! na
neaktivované BDD elektrodé, po jeji anodické aktivaci (0,1 mol 1! HySOs,

Ea =+2400 mV, ¢ = 5 min) a lesténi po dobu 7 = 60 s.

Pted aktivaci Po anodické Lesténi
aktivaci (t=0605)
Zakladni elektrolyt AE, |[a/IK| AE, Ua/lx|  AEy,  |Ia/Ik]
(mV) (mV) (mV)
0,1 mol I"! PB o pH 7,0 156 1,10 291 1,90 105 1,04
NB o pH 7,34 156 0,93 252 1,02 60 0,93
NB s fenolovou ¢erveni o 123 0,98 246 0,97 86 0,96

pH 7,48

Elektrochemické vlastnosti BDD elektrody byly déle studovany po mechanické
aktivaci v podobé¢ lesténi povrchu elektrody na ¢asticich aluminy po dobu 60 sekund. Po
kazdém lesténi byl metodou CV s rychlosti polarizace 100 mV s~ ' proméfen roztok 1
mmol I"! [Fe(CN)s]*”* v (i) 0,1 mol I"'! PB o pH 7,0, (ii) NB o pH 7,34 a (iii) NB
s fenolovou cerveni o pH 7,48 (Obr. 9, C). Byla pozorovana zména stavu povrchu p-
BDD elektrody (Tab. 4): vyrazné se zmensil rozdil potencialt anodického a katodického
piku AE,, pomér jejich vySek /a/lk se vic piiblizil jedné i v ptipad€ PB o pH 7,0.

Je znamo, Ze lesténim BDD povrchu dochazi k ¢astecné eliminaci kyslikovych
skupin, navic karboxylova skupina Gplné mizi. Na lesténém p-BDD povrchu prevladaji
C-C vazby piivodné pritomné v diamantu. Rozdil potencidlti anodického a katodického
pikii AE, a poméru jejich vysek Ia/Ik pro [Fe(CN)s]® 7* se proto blizi parametriim pro

reverzibilni dg&j”>.
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3.1.2 Potencialova okna

Potencidlové okno je vyznamnou charakteristikou, ktera poskytuje dilezitou
informaci o stavu povrchu pouzité BDD elektrody. Jak jiz bylo zminéno v Teoretické
¢asti (viz kapitola 1.5), BDD elektroda mé Siroké potencidlové okno ve vodnych i
nevodnich elektrolytech. Tato jeji vlastnost souvisi s posunem potencialu reakce vyvoje
vodiku (hydrogen evolution reaction) v katodické oblasti k negativnéjSim hodnotam a
potencidlu reakce vyvoje kysliku v anodické oblasti k pozitivnéjSim hodnotdm (oxygen
evolution reaction), pti¢emz tyto reakce limituji rozsah potencialového okna™.

V této praci byla potencidlova okna zméfena metodou CV v tfech rtznych
prostiedich: (i) 0,1 mol I"' PB o pH 7,0, (ii) NB o pH 7,34 a (iii) NB s fenolovou &erveni
o pH 7,48 na p-BDD a O-BDD elektrod¢. Zmény Sitky potencidlovych rozsahi jsou vidét
na Obr. 10, kde jsou zaznamenéany cyklické voltamogramy studovanych zékladnich
elektrolyti (Obr. 10, A) na p-BDD elektrod¢ a (Obr. 10, B) O-BDD po pétiminutové
aktivaci v 0,1 mol I"! H2SO4 pfi vlozeném potencidlu Eux = +2400 mV. Tabulka Tab. 5
shrnuje hodnoty krajnich potenciali potencialovych oken (Eima a Elimk) pro vyse
uvedené zakladni elektrolyty na p-BDD a O-BDD elektrodé. Této hodnoty byly
vyhodnoceny jako pruseciky tecen v oblasti iniku potencidlového okna.

Z tabulky (Tab. 5) a obrazku (Obr. 10) je ziejmé, Ze na O-BDD se $§itka
potencidlovych oken ve vSech tfech mediich zvétSila v porovnani s p-BDD elektrodou.
Tento jev je spojen s odstranénim sp® negistot z povrchu BDD elektrody a soucasnou
zménou povrchu v dasledku zavedeni kyslikovych funkénich skupin, které zpomaluji
pienos elektront®’- %8, Potencialova okna obou NB médii v anodické oblasti jsou vyrazné
uzsi o ptiblizné 250 mV na p-BDD a 450 mV na O-BDD, v porovnani s PB, vzhledem
k pravdépodobné oxidaci elektroaktivnich slozek v NB: pfedev§im HEPESu (v NB se
vyskytuje ve vysoké koncentrace 20 mmol 17!), a také i aminokyselin tryptofanu, tyrosinu,
cysteinu, histidinu, methioninu a vitamini B6 a B1247-35_ P¥itomnost fenolové &erveni

nema vliv na §itku potencidlového okna ptislusného pufru.
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Obr. 10 Cyklické voltamogramy zakladnich elektrolytti na (A) p-BDD a (B) O-BDD: (1)
0,1 mol I"' PB o pH 7,0, (2) NB o pH 7,34, (3) NB s fenolovou &erveni o pH 7,48.
Rychlost skanu 100 mV s,
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Tab. 5 Hodnoty krajnich potencialii potencialovych oken (Eiima a Eiimk) pro 0,1 mol 1! PB o pH 7,0, NB o pH 7,34 a NB s fenolovou ¢erveni o pH
7,48 naméfené na p-BDD a O-BDD elektrodé.

0,1 mol I"' PB o pH 7,0 NB o pH 7,34 NB s fenolovou ¢erveni o pH 7,48
Eiima Eimk Potencialové okno Eiima Eimx Potencialové okno Eiima Eimk Potencialové okno
Elektroda  (@mV) (mV) (mV) (mV) (mV) (mV) (mV) (mV) (mV)
p-BDD +1050 -1160 2210 +800 —1570 2370 +800 —1500 2300
O-BDD +1620 —1580 3200 +1200 —1730 2930 +1140 —1550 2690
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3.2  Cyklicka voltametrie DA a 5-HT

Elektrochemické chovani DA a 5-HT na O-BDD a p-BDD elektrodach bylo
studovano metodou CV v rozsahu potenciadlit od —400 mV do +1000 mV, pfi¢emz tento
rozsah byl zvolen proto, aby nedochazelo k dalSim reakcim produktl oxidace, které
vedou k tvorbé polymernich filmi znecistujicich povrch elektrod, jak bylo popsano
v Teoretické ¢asti (viz kapitola 1.2.1 a 1.2.2).

Roztoky DA a 5-HT (oba o koncentraci 1,0-10~* mol 1"!) byly proméfeny metodou
CV v prosttedi i) 0,1 mol 1! PB o pH 7,0, ii) NB o pH 7,34 a iii) NB s fenolovou &erveni
o pH 7,48. V mediich, jejichz pH je blizko fyziologickému, se DA a 5-HT vyskytuji ve
formé¢ kationtti. Z Obr. 11 (A, C, E) je vidét, ze oxidace DA je kvazireverzibilni proces,
a proto DA poskytuje jeden anodicky pik a pfi reverznim skenu jeden katodicky pik na
p-BDD a O-BDD elektrodé (Tab. 6). 5-HT poskytuje jenom jeden anodicky pik a Zadny
pik pii reverznim skenu na obou vysSe zminénych povrsich, coz indikuje ireverzibilni
oxidaci 5-HT (Obr. 11, B, D, F).

Podle hodnot uvedenych v Tab. 6 je vidét, ze DA ve vSech ttech prostiedich
poskytuje na O-BDD vyssi hodnoty potencialii anodického Epa a katodického Epx pikt a
ve vysledku i1 vyss§i hodnoty AEp, nez na p-BDD elektrod€. Toto souvisi se zvySenou
heterogenitou O-BDD povrchu v disledku zavedeni kyslikovych funkénich skupin, coz
vede ke zpomaleni prenosu elektront’"> . Pro obé elektrody, O-BDD a p-BDD, jesté
navic plati, Ze v prostfedi obou NB je oxida¢ni potencial DA vyss§i v porovnani s jeho
oxida¢nim potencialem v prosttedi 0,1 mol I"! PB o pH 7,0. Lze predpokladat, Ze slozky
ptitomny v NB ovliviiuji stav povrchu elektrody a tim zpomaluji ptenos elektroni. Co se
dale tyce 5-HT, ten se na O-BDD elektrodé oxiduje pfi vyssich potencidlech (v porovnani
s p-BDD) ve vSech zkoumanych prosttedich (viz Tab. 7). Také je z voltamogrami (Obr.
11) vidét, ze pro DA je velikost anodického piku ptiblizn€ stejnd na obou typech
elektrodového povrchu, ale v piipadé 5-HT je vyska anodického piku vyrazné vétsi na p-

BDD oproti O-BDD elektrodé¢.
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Obr. 11 Cyklické voltamogramy (vlevo) DA a (vpravo) 5-HT (¢ = 1,0 - 10 mol 1'!)
v prostiedi (A, B) 0,1 mol 1" PB o pH 7,0, (C, D) NB o pH 7,34 a (E, F) NB s fenolovou
cerveni o pH 7,48 naméiené na O-BDD (—) a p-BDD (—). Teckované jsou znazornéné

zakladni elektrolyty.
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Tab. 6 Hodnoty potencidlu anodického Ep. a katodického piku Epk a jejich rozdilu AE,
pro DA (¢ =1,0 - 10" mol I"!) ve studovanych médiich na O-BDD a p-BDD.
PBopH 7,0 NB o pH 7,34 NB s fenolovou ¢erveni
o pH 7,48

Epa  Epx AE, Epa Epx AE, Epa Epx AE,
(mV) (mV) (mV) (mV) (mV) @mV) @mV) @mV) (mV)

+597  +12 585 +729 +48 681 +715  +117 598

O-BDD

+336 196 240 +550 +18 532 +521  +18 509

p-BDD

Tab. 7 Hodnoty potencialu anodického piku Epa pro 5-HT (¢ = 1,0 - 10~* mol 17!) ve
studovanych prostiedich na O-BDD a p-BDD.

PBopH 7,0 NB o pH 7,34 NB s fenolovou ¢erveni o
pH 7,48
Epa(mV) Epa(mV) Epa(mV)
O-BDD +488 +498 +522
p-BDD +415 +373 +371
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Nasledné byly zmétfeny cyklické voltamogramy DA a 5-HT pii rychlostech
polarizace BDD elektrody v rozsahu 10-200 mV s!, kazda rychlost tikrat, a na grafech
je vzdy znézornén druhy cyklus (Obr. 12). V piipad¢ obou neurotransmiterti na obou
typech elektrod bylo pozorovano s narustajici rychlosti skenu zvySovani signalti a také

mirny posun anodickych oxida¢nich potencialu ke kladné&jSim hodnotam.

I, nA I, nA|(B)
2200 - 5000 - 200 mv s’: -
100mVs
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Obr. 12 Cyklické voltamogramy (A, C) DA a (B, D) 5-HT (¢ = 1,0 - 10 mol 1)
naméiené na (A, B) p-BDD a (C, D) O-BDD elektrodé v 0,1 mol 1! PB o pH 7,0 pti

rychlosti polarizace 10-200 mV s!. Te¢kované je znazornén zakladni elektrolyt.

Nasledné na zéklad€ vySe uvedenych méteni byla sestrojena zavislost log 7, na
log v ke sledovani zpusobu fizeni anodické oxidace DA a 5-HT na p-BDD a O-BDD
elektrodé v PB o pH 7,0. Smérnice této zavislosti udava, ze jde o d¢j fizeny adsorpci,
kdyz se jeji hodnota blizi 1, v ptipadé hodnot kolem 0,5 se jedna o d€j fizeny difuzi. Navic
byly ovéteny 1 dalsi zavislosti: linearita zavislosti proudu pikii 7, na rychlosti polarizace

v potvrzuje, Ze se jedna o d¢j kontrolovany adsorpci, linearita zavislosti proudu piki 7, na
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druhé odmocniné rychlosti polarizace v!"> potvrzuje dé&j kontrolovan difizi. Nize jsou
uvedeny grafy téchto zavislosti pro DA (Obr. 13) a 5-HT (Obr. 14) a jejich parametry
jsou shrnuty v tabulkach, zvlast pro DA (Tab. 8) a pro 5-HT (Tab. 9).

V ptipad€ obou neurotransmiterd jde o difuzné fizeny oxidacni proces, o cemz
svéd¢i hodnoty smérnice zavislosti log I, na log v pro DA a 5-HT na obou zkoumanych
povrsich, které se pohybuji v rozmezi od 0,38 az 0,60. Anodickou oxidaci kontrolovanou
predevsim difuzi potvrzuje i linearita zavislosti /, na v'’? pro oba analyty na p-BDD i O-

BDD.

Ip, HA (A) lp, uA (B)
25+
2+
2,0+
" 15
L}
1+
F 1,0F
0 5 10 12 (my sy12 0 é 1'0 V12, (mv )12
log(l/ nA)[(C) ' ' . log(lp/ 1A (D) ' ' .
33F 33+
|
|
3,0
3,0
1,0 1,5 2,0 (log(v/(mV s7")) 1,0 1,5 2,0 log(v/(mV s™"))

Obr. 13 Zavislosti (A, B) proudu piku I, na druhé odmocniné z rychlosti polarizace v'/?,

(C, D) logaritmu proudu piku 7, na logaritmu rychlosti polarizace v pro 0,1 mmol 1" DA

v prostiedi 0,1 mol 1" PB o pH 7,0 na (A, C) p-BDD a (B, D) na O-BDD elektrods.
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Obr. 14 Zavislosti (A, B) proudu piku I, na druhé odmocniné z rychlosti polarizace v!/,

(C, D) logaritmu proudu piku 7, na logaritmu rychlosti polarizace v pro 0,1 mmol 1!

5-HT v prostiedi 0,1 mol I"' PB o pH 7,0 na (A, C) p-BDD a (B, D) na O-BDD elektrods.
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Tab. 8 Parametry line4rnich zavislosti pro 1,0 - 10* mol "' DA v prostiedi 0,1 mol I"! PB o pH 7,0 naméfené na p-BDD a O-BDD elektrodg. Rozsah

rychlosti polarizace v: 10-200 mV s,

FElektroda Zavislost Usek Smérnice R

p-BDD log I, nalog v 2,46 +0,03 0,41 +£0,02 0,992
Iyna vi2 244,59 + 58,07 nA 168,44 + 6,63 nA s> mvV1? 0,992

O-BDD log I, nalog v 2,54 £ 0,02 0,38 £ 0,01 0,998
Iyna vi2 318,32 £26,42 nA 169,33 + 3,02 nA s> mvV~1"2 0,999

Tab. 9 Parametry linearnich zavislosti pro 1,0 - 10~ mol 1"' 5-HT v prostiedi 0,1 mol 1! PB o pH 7,0 naméiené na p-BDD a O-BDD elektrodg. Rozsah
rychlosti polarizace v: 10-200 mV s .

Elektroda Zavislost Usek Smeérnice R

p-BDD log I, nalog v 2,71 £ 0,01 0,39+ 0,01 0,997
I,nav'? 547,97 + 83,09 nA 255,70 £ 9,49 nA s> mv1? 0,993

O-BDD  log I, nalog v 2,18 0,05 0,601+ 0,03 0,989
I,na v —184,06 = 70,65 nA 258,86 + 8,07 nA s'2mVv~12 0,995
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3.3 Vliv aktivace BDD elektrody na voltametrické chovani DA a 5S-HT
Predbézné vysledky ukazaly, ze pii opakovani voltametrickych skenti dochazi
k poklesu jejich vysky v dusledka pasivace elektrodového povrchu meziprodukty a
produkty probihajicich redoxnich, popiipadé navaznych chemickych procest. Proto byl
dale studovén rozsah této pasivace a moznosti anodické a mechanické aktivace povrchu
ptfi opakovani ¢tyt voltametrickych skenti. V Tab. 10 jsou uvedeny hodnoty poméru
vysek piku Ip4/I1 pro posledniho ¢tvrty a prvni voltametricky skena rozdilu potencialii
&tvrtého a prvniho pikli Eps-Epi pro DA a 5-HT (vzdy o koncentraci 1,0 - 107* mol 1)
naméfené nejdiive na BDD elektrod¢ bez aktivace, zatim na anodické aktivované O-BDD
elektrodé a po nasledujicim lesténi po dobu ¢ = 60 s ve tfech zkoumanych prostredich: 0,1

mol I"! PB o pH 7,0, NB o pH 7,34 a NB s piidavkem fenolové ¢erveni o pH 7,48.

3.3.1 Pasivace povrchu a vliv anodické aktivace

Metodou DPV byly proméfeny roztoky DA a 5-HT (oba o koncentraci
1,0 - 10 mol I'!) v prosttedi 0,1 mol 1"' PB o pH 7,0 ¢&tyfikrat za sebou na BDD
elektrod€, pficemz mezi jednotlivymi skeny nebyla elektroda Zadnym zplsobem
aktivovand, a proto dochazelo ke kontinualnimu poklesu vysek namétenych signalt

(Obr. 15).

I, nAT(A) 1 I, nA| (B) 1

500 1200

800

250
400

300 600 E, mV 0 350 700 E, mV

Obr. 15 DP voltamogramy (A) DA a (B) 5-HT (oba o koncentraci 1,0 - 10™* mol 1)
naméfené v 0,1 mol I"! PB o pH 7,0 na BDD elektrodé. K¥ivky jsou oznacené v potadi,
ve kterém byly namétené (1)-(4), bez aktivace mezi jednotlivymi skeny. TeCkované je

znazornén zékladni elektrolyt.
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Pomér vysky posledniho ¢tvrtého piku ku vysSce prvniho piku se rovna 0,55
v ptipad¢ DA a 0,38 pro 5-HT. Lze dospét k zadvéru, Zze v pribehu méteni dochazelo k
nezadouci pasivaci elektrodového povrchu. Oxidacni produkty obou neurotransmitert, 5-
HT a DA, maji tendenci adsorbovat se na elektrodovy povrch, jak jiz bylo popsano
v Teoretické ¢asti (viz kapitoly 1.3.1 a 1.3.2). Kontinudlni poklesy vySek pikii /, a zména

potenciall £, v pribéhu ¢tyt nasledujicich skent jsou zndzornény na Obr. 16.

Na zéklad¢ téchto zjisténi byl hledan vhodny zplsob zlepSeni opakovatelnosti
odezvy signalii a omezeni ¢i Uplné odstranéni nezadouci pasivace povrchu elektrody
v prub¢hu méteni. Nejdiiv byla vyzkouSena aktivace elektrodového povrchu anodickou
oxidaci. Na povrch BDD elektrody byl nejprve vlozen vysoky kladny potencial
Eakt = +2400 mV po dobu 5 min v roztoku 0,1 mol 1"! H,SO4. Nasledné byla anodicka re-
aktivace pouzita i k regeneraci O-BDD povrchu béhem méteni s DA a 5-HT, kdyZ mezi
jednotlivymi skeny byl vlozen Ea = +2400 mV po dobu # = 30 s za souasného michani
roztoku. Na O-BDD uz nedochdzelo ke kontinudlnimu poklesu proudu pikt 7, a méfené
signaly se vyznacovaly vysokou opakovatelnosti (Obr. 16), o ¢em také svéd¢i vypocitané

hodnoty relativnich smérodatnych odchylek s; (/,) pro 4 méfeni, uvedené v Tab. 10.

E ’ mV (A)I T T T Ip, nA (B)I T T T l , nA
P ZF:—_A\A\A 600 ' ./o/° P
.m
504 1P 11100

4—? A A A |50 350 —-?

448 | (f_'\ ]
400 4= A A A
Q o— o 04 \\g A A 1660
392 | / >< i 300 \O

H440

1880

(@)
1 1 1 1 250 1 1 1 1

Obr.16 Zména potencidli E, a vySek pikd [, pro (A) DA a (B) S5-HT
(c=1,0-10*mol I"") v 0,1 mol I"! PB o pH 7,0 zmé&fené ¢tyfikrat (n — pocet méieni) za
sebou metodou DPV (e E,, o [, bez aktivace BDD mezi jednotlivymi skeny, A Ep, Al s

anodickou elektrochemickou aktivaci BDD elektrody mezi jednotlivymi skeny).
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Na Obr. 16 jsou piehledné zndzornény DP voltamogramy dokumentujici zmény
E, a vySek pika I, po anodické aktivaci a porovnany s hodnotami dosaZzenymi pied
aktivaci. Na O-BDD elektrodé se oxidacni potencidl DA posouva k vys$§im hodnotam,
5-HT naopak vykazuje jinou tendenci: jeho oxida¢ni potencial se mirné snizil (Obr. 16,
Tab. 10). Zvolenym typem aktivace byl také siln¢ ovlivnén i tvar piku: po anodické
aktivaci se tvar piku DA zazil (Obr. 17, A). 5-HT zase vykazuje opa¢nou tendenci a tvar
jeho piku se vyrazn¢ zhorsil a proud zmensil (Obr. 17, B). Je zfejmé, Ze zména parametrti
pikd byla zplisobena zménou stavu povrchu elektrody po aktivaci, pti které dochazi

k zavedeni kyslikovych funk¢nich skupin (ketonova, alkoholova, etherova, hydroxylova,

karboxylova atd)’!.
I, nA |(B) ' ' I, nA| (A) ' 2 '
600 |
1100 - 1
/ N
400
2
550 ~ -
200
L
0F
Il Il o Il Il Il
0 400 800 £, mV 0 250 500 750

Obr. 17 DP voltamogramy (A) DA a (B) 5-HT (c=1,0- 10 *mol I'') v 0,1 mol I'! PB o
pH 7,0 (1) bez aktivace mezi jednotlivymi skeny: ¢arkované je zndzornén prvni sken,
plnou carou - ¢tvrty sken a (2) s anodickou aktivaci mezi skeny (Ea = +2400 mV,

t =30 s, v michaném roztoku). Teckovang je znazornén zékladni elektrolyt.

Roztoky DA a 5-HT (oba o koncentraci 1,0 - 10™* mol 1"!) byly proméfeny
v prostiedi NB o pH 7,34 a NB s fenolovou ¢erveni o pH 7,48 metodou DPV ¢tytikrat za
sebou na BDD elektrod¢€, pfiCemz mezi jednotlivymi skeny nebyla elektroda zadnym
zptisobem aktivovana (Obr. 18). Stejné jako pted tim v roztoku 0,1 mol I"! PB o pH 7,0,
dochézelo ke kontinudlnimu poklesu vysek namétenych signali DA a 5-HT v roztocich
obou NB. Z vypocitanych hodnot poméru /,4/I1 (Tab. 10) je vidét, Ze v prostiedi NB bez

fenolové Cerveni jsou mens§i hodnoty poklesy vysek pika 7, pro DA i 5-HT, nez byl
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pozorovén v prostiedi v 0,1 mol 1! PB o pH 7,0. Lze piedpokladat, ze v NB je adsorpce

produktii oxidace mirné¢ omezend slozkami pfitomnymi v tomto roztoku. Na druhou

stranu v prostiedi NB s fenolovou cCerveni byla pozorovana velmi rychla pasivace, tj.

vyrazny rozdil ve vySce prvniho a ¢tvrtého piku (Tab.10). Je to zifejmé zptusobenou

pritomnosti fenolové Cerveni, jelikoz oxidacni produkty fenolti jsou radikalové povahy a

jejich vzajemné reakce vedou ke tvorbé polymernich produktu pasivujicich elektrodovy

povrch.
DA 5-HT
1/, nA (A) ' I, nA
750
700 |
500
350
250
0 300 600 E, mV
l’ nA T T T
700 HC) I, nA
600
350
300

0 300 600 E, mV

0 300 600 E, mV

Obr. 18 DP voltamogramy (A, C) DA a (B, D) 5-HT (o koncentraci 1,0 - 10 mol I'})
naméfené v (A, B) NB o pH 7,34 a (C, D) NB s fenolovou cerveni o pH 7,48. Ktivky jsou

oznacené v potadi, podle kterého byly namétené (1)-(4), bez aktivace mezi jednotlivymi

skeny a (5) po anodické oxidaci (Eae = +2400 mV, ¢ = 30 s, v michaném roztoku).

Teckované je znazornén zékladni elektrolyt.
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Pro zlepSeni opakovatelnosti odezvy signalii a omezeni nezddouci pasivace
v prib¢hu méfeni byla znovu vyzkouSena aktivace elektrodového povrchu v podobé
anodické oxidace mezi jednotlivymi skeny za stejnych podminek jako v pfedchozich
meétenich (Ea = +2400 mV po dobu ¢ = 30 s za souasného michani roztoku) (Obr. 18,
krivka ¢€islo 5). Po anodické aktivaci u DA uz nedochazelo ke kontinualnimu poklesu
proudu pik I,, o ¢emz také svéd¢i vypocitané hodnoty poméru /l,4/lp1 a hodnoty
ptislusnych relativnich smérodatnych odchylek s; (Z,) uvedené v tabulce (Tab. 10). Pro
5-HT byl vSak pozorovan nariist vysky pikd v obou mediich, o ¢emz svédci vypocitany
pomér Ip/l,1 (Tab. 10). 5-HT vykazuje vysokou tendenci ke tvorbé reaktivnich
meziproduktil (rizné typy dimerti) v kultiva¢nich mediich, tvar pikl se vyrazné zhorsil a
oxidacni pik 5-HT je tézce rozlisitelny. Je zfejmé, ze v ptipadé 5-HT v prostredi NB
anodicka aktivace neni vhodnym zptsobem pro stabilizaci elektrodového povrchu.

Z obr. 19 Ize také porovnat zmény potenciali E, a vysek pikd a I, pro oba
neurotransmitery zpusobené anodickou aktivaci v porovnani s neaktivovanou elektrodou.
DA vykazuje stejnou tendenci jako pied tim v prosttedi 0,1 mol I"! PB o pH 7,0: na O-
BDD elektrodé se oxidacni potencial £, posouva k vyssim hodnotam. Stejnou tendenci

nyni vykazuje na O-BDD elektrod€ i 5-HT v prostredi kultiva¢nich médii.
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Obr. 19 Zména potenciali E, a vySek pika I, pro (A, C) DA a (B, D) 5-HT
(c=1,0-10*mol I'") v (A, BYNB o pH 7,34 a (C, D) v NB s fenolovou &erveni o pH
7, 48 zméfené Ctyfikrat za sebou metodou DPV (e E,, o [, bez aktivace BDD mezi
jednotlivymi skeny, A Ep, Al, po anodické elektrochemické aktivaci BDD elektrody mezi

jednotlivymi skeny).

3.3.2  Vliv lesténi povrchu BDD elektrody na voltametrické chovani DA a 5-HT

pri DP voltametrii

Dalsi metodou aktivace je mechanicka aktivace BDD povrchu v podobé lesténi na
¢asticich aluminy po urcitou dobu, ktera byla taky vyzkouSena v ramci této diplomové
prace jako dalsi zptisob omezeni nezadouci pasivace. Byl sledovan vliv doby lesténi # na
voltametrickou odezvu, potencidly E, a proudy pikil 7, obou analyti DA a 5-HT po
predchozi anodické aktivaci. Roztoky DA a 5-HT o koncentraci 1,0 - 10~* mol 1! byly
proméfeny v prostiedi 0,1 mol 1! PB o pH 7,0 metodou DPV. Byly testovany konkrétni
Casy lesténi # (s): 5, 10, 30, 60, 90 a 120. Vysledky mechanické aktivace byly porovnany
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s O-BDD elektrodou (Eak = +2400 mV, 30 s, v michaném roztoku). Jako optimalni doba
lesténi byl zvolen Cas ¢ = 60 s.

S rostouci dobou lesténi dochézelo k vyraznému posunu hodnot potencialt piki
E, pro DA k mén¢ kladnym hodnotdm, na p-BDD po 120 s lesténi se prvni oxidacni pik
(odpovidajici oxidaci DA na 0-DQ) objevuje pii potencialu +264 mV, coz je o 264 mV
niz$i hodnota v porovnani s potencialem oxidace DA na O-BDD (+513 mV).

V ptipadé 5-HT doslo na p-BDD lesténé 120 s naopak k mirnému néartstu hodnoty
oxida¢niho potencidlu o0 27 mV v porovnani s O-BDD elektrodou. U obou studovanych
neurotransmiterd vSak doSlo k nartistu velikosti proudd pikl I, pfi zméné terminace
povrchu z O-BDD na p-BDD, konkrétné proudy narostly o 51 % pro 5-HT a 0 49 % pro
DA (po 120 s lesténi). V teoretické Casti jiz bylo popsano, ze po mechanické aktivaci se
na elektrodovém povrchu vyskytuje vyrazné mensi pocet kyslikovych skupin, pficemz
karboxylova iplné abstinuje’®. Lesténim BDD povrchu lze tedy odstranit nékteré skupiny
z elektrodového povrchu a tim usnadnit pfenos néboje. Tento zplisob aktivace umoziuje
zajistit dobte opakovatelné vysledky, ackoliv pii pouziti mechanické aktivace v podobé
lesténi na aluminé byl pozorovan vétsi rozdil ve velikostech proudii pika /, a dochéazelo i
k mirnym zménam hodnot potencidlu £, o ¢emz svéd¢i vypocitané hodnoty relativnich
smérodatnych odchylek s; uvedené v Tab. 10 pro DA a 5-HT (pro 4 méfeni). Dalsi
nevyhodou mechanické aktivace elektrodového povrchu lesténim je, ze pred kazdym
skenem je potiebné elektrodu vyndat z roztoku a ru¢né lestit, kdezto v ptipad¢ regenerace
O-BDD povrchu byla elektroda aktivovana in-situ ptimo v méfeném roztoku.

Na DP voltamogramu DA (Obr. 20, A) se objevuje dalsi pik pii potenciilu
+1077 mV na O-BDD a postupné se se vzrlstajici dobou lesténi posouva k hodnoté
potencidlu E, ptiblizné +880 mV. Tento pik odpovida dvouelektronové oxidaci LDC na
DC!? (viz kapitola 1.2.1).

DP voltamogram 5-HT (Obr. 20, B) také vykazuje dalsi piky pfi vysSich
hodnotéach potencidlu (pfiblizné +850 mV), pfi€emz tyto piky pravdépodobné odpovidaji
oxidaci riznych dimert a polymert 5-HT v roztoku (viz kapitola 1.2.2). Prvni pik
(+309 mV na O-BDD a s rostouci dobou leSténi se posouva k E, ptiblizné +340 mV)

odpovida dvouelektronové oxidaci 5-HT na p-chinon-o-imin®.
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Obr. 20 DP voltamogramy (A) DA a (B) 5-HT, (¢ = 1,0 - 10™* mol 1I'!), v prostiedi
0,1 mol I"! PB pufru o pH 7,0 naméfené na (1) O-BDD po elektrochemické anodické
aktivaci (Eae = 2400 mV, 30 s, v michaném roztoku) a nasledn¢ na p-BDD povrchu
ziskaném lesténim na aluminé po dobu 7 (s): (2) 5, (3) 10, (4) 30, (5) 60, (6) 90 a (7) 120.

Teckované je zobrazen zdkladni elektrolyt.

Obdobn¢ byl sledovan vliv doby lesténi povrchu BDD elektrody na aluminé
v prostiedi NB o pH 7,34 a NB s fenolovou ¢erveni o pH 7,48 na voltametrickou odezvu,
potencidly E, a proudy piki /, DA a 5-HT (oba o koncentraci 1,0 - 10~* mol 1) po
predchozi anodické aktivaci. Opét byly testovany konkrétni Casy lesténi ¢ (s): 5, 10, 30,
60, 90 a 120. Vysledky mechanické aktivace byly porovnany s O-BDD elektrodou

(Eake = 12400 mV, 30 s, v michaném roztoku).
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Obr. 21 DP voltamogramy (A, C) DA a (B, D) 5-HT (¢ = 1,0 - 10™* mol I'!) v prostiedi
(A, B) NB o pH 7,34 a (C, D) NB s fenolovou ¢erveni o pH 7,48 naméfené po (1)
elektrochemické anodické aktivace (Eae = +2400 mV, 30 s, v michaném roztoku) a
nasledném lesténi BDD povrchu na aluminé po dobu 7 (s): (2) 5, (3) 10, (4) 30, (5) 60, (6)
90 a (7) 120. Teckované je zobrazen zékladni elektrolyt.

S rostouci dobou lesténi dochéazi k vyraznému snizovani hodnot potencialt pika
E, a nartstu vysek piki 7, pro DA a 5-HT v prostfedi NB o pH 7,34 (Obr. 22, A, B),
pfi¢emz se neobjevuji dalsi piky (to souvisi s omezenim Sitky potencidlového okna
v disledku pritomnosti HEPES). Na p-BDD po 120 s lesténi se oxida¢ni pik DA objevuje
pii potencidlu ptiblizné¢ +200 mV, coz je o 350 mV niz§i hodnota v porovnani
s potencidlem oxidace DA na O-BDD (+555 mV). Pro 5-HT po 120 s lesténi se oxidacni
pik objevuje pfi potencidlu +288 mV, coz je o 160 mV niz8i hodnota v porovnani

s potencialem oxidace 5-HT na O-BDD (cca +450 mV). Stejnou tendenci jako v prostiedi
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NB o pH 7,34 vykazuji DA a 5-HT v prosttedi NB s fenolovou ¢erveni o pH 7,48:

s rostouci dobou lesténi dochéazi k vyraznému sniZovani hodnot potenciall piki £, a

nartistu vysek pikt I, pro DA a 5-HT (Obr. 22, C, D). Pro dobu lesténi ¢ = 60 s, ktera

byla vybréana jako optimalni, byla opét vyhodnocovana opakovatelnost I, a Ep. Ziskana

data jsou zpracovana v Tab. 10.

Z Tab. 10 je vidét, ze leSténi neni vhodnou metodou omezeni pasivace

elektrodového povrchu v piipadé DA v prostiedi 0,1 mol 1"! PB o pH 7,0. Naproti pro

5-HT lesténim byly ziskdny mnohem lepsi vysledky ve vSech tfech zkoumanych

prostiedich v porovnani s anodickou oxidaci: nedohézelo ke kontinualnimu narastu vysek

piki 7, a namétené vysledky vykazuji vysokou opakovatelnost.
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Obr. 22 Zména potencialt £, (e®) a vySek pikl /, (o) pro (A, C) DA a (B, D) 5-HT
(c=1,0-10"*mol I'") v prostiedi (A, B) NB o pH 7,34 a (C, D) NB s fenolovou ¢erveni
o pH 7,48 zmétené na p-BDD po dobu 7 (s): (2) 5, (3) 10, (4) 30, (5) 60, (6) 90 a (7) 120.

Chybové usecky jsou smérodatné odchylky ze 4 méfeni. Chybové tsecky (Cervenad barva)

jsou smérodatné odchylky ze 4 méfeni.
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Tab. 10 Hodnoty pomeéru Zpa/Ip1 a rozdilu Eps-Ep pro DA a 5-HT v prostiedi 0,1 mol 1" PB o pH 7,0, NB o pH 7,34 a NB s fenolovou ¢erveni
o pH 7,48 namétené na BDD elektrod¢ bez aktivace, po anodické aktivaci (O-BDD) a na lesténé BDD elektrod¢ (p-BDD).

DA 5-HT

Zpusob Prostiedi Loa/Ip1 (%) st (%) Eps-Ep1 (mV)  Loa/Ip1 (%) st (%) Epa-Ep

aktivace (mV)

Bez aktivace 0,1 mol I"'PB o pH 7,0 54,8 a 33,0 38,4 a 36,0
NB o pH 7,34 70,5 a 12,0 51,7 a 9,0
NB s fenolovou ¢erveni o 5,13 a 30,0 2,6 a 9,0
pH 7,48

Anodicka 0, mol "' PB o pH 7,0 101,0 0,9 0 100 0,2 0

aktivace NB o pH 7,34 102,0 1,7 0 160,7 b 18
NB s fenolovou ¢erveni o 98,7 0,9 0 170,4 b 24
pH 7,48

Lesténi 0,l mol "' PB o pH 7,0 64,7 a 36,0 93,7 3,2 6,0

(t=605s) NB o pH 7,34 97,8 1,1 54,0 96,8 1,5 26,3
NB s fenolovou ¢erveni o 100,2 0,6 56,0 98,4 0,8 30,5
pH 7,48

# pozorovan kontinualni pokles vysky signalu, ktery je definovan pomérem /p4/,1, s: nebyla vyhodnocovéana

® pozorovan kontinualni narist vysku signalu, ktery je definovan pomérem Ips/Ip1, s nebyla vyhodnocovana
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3.4 Voltametricka detekce 5-HT a DA ve smési

Vzhledem ktomu, ze DA a 5-HT se vyskytuji spolecné ve fyziologickych
vzorcich (jako krev, mozkova tkan, sliny, atd.) a mohou se navzajem interferovat, byla
ovéfena moznost soucasné detekce téchto neurotransmiterti ve smesi pomoci p-BDD a
0-BDD elektrody. Byly pfipraveny dvé smési DA a 5-HT o vys$s§i, 1,0 - 10* mol 1!, a
nizsi koncentraci, 1,0 - 10> mol I"!, v 0,1 mol I"! PB o pH 7,0, které byly proméfeny
metodou DPV. Ptislusné DP voltamogramy jsou zndzornény na Obr. 23. Z nich je jasné
vidét, ze odlisit oxidacni piky DA a 5-HT, kterych hodnoty potenciall jsou znacné blizkeé,
se skoro na zaddném ze studovanych elektrodovych povrchii pii obou zkoumanych
koncentracich nepodafilo. Na p-BDD elektrod¢ pii vyssi koncentraci DA a 5-HT ve smési
(1,0 - 10* mol 1!) nachizime pouze niznaky odliSenych signaléi jednotlivych
neurotransmiterd (Obr. 23, A), stejn¢ jako na O-BDD elektrodé pro nizs$i koncentrace
DA a 5-HT ve smési (1,0 - 107° mol 1) (Obr. 23, D). V ostatnich piipadech doslo
prakticky k uplnému prekryti signala DA a 5-HT.

I nAlA) i ' l, nA
DA 2000

1410

1000
705

0 E 1 1 1 ] ot L L ]
0 350 700 E, mV 350 700 E, mV
I, nA[(C) DA+sHT | h DA
——5-HT

300 DA

300

150
150

% 300 600 E, mV 350 700 E, mV
Obr. 23 DP voltamogramy DA, 5-HT a jejich smési o koncentraci
(A,B)c=1,0-10*mol 1!, (C,D)c=1,0- 10> mol I"! v prostiedi PB o pH 7,0 zmé&tené

na (A, C) p-BDD a (B, D) O-BDD elektrod¢. Teckovang je zobrazen zakladni elektrolyt.
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3.5 Kalibra¢ni zavislosti, vypocet LOD a LOQ

Koncentra¢ni zavislosti DA a 5-HT byly proméfeny v prostiedi 0,1 mol I'! PB o
pH 7,0 metodou DPV v rozsahu koncentraci 2,5 - 107 - 10 mol I ! na p-BDD a O-BDD.
Odpovidajici DP voltamogramy a kalibra¢ni zavislosti pro DA a 5-HT jsou zndzornény
na obrazcich (Obr. 24-27). Parametry téchto zavislosti jsou shrnuté v tabulce (Tab. 11)
pro DA a v tabulce (Tab. 11) pro 5-HT, pfislusné meze detekce a kvantifikace jsou
shrnuty v tabulce (Tab. 12). Kalibra¢ni zavislosti byly naméfeny postupnym piidavkem
roztokit DA a 5-HT (koncentrace zasobnich roztokd byla ¢ = 1 - 107> mol 1) k 10ml
zakladniho elektrolytu k dosazeni pozadované koncentrace analytll v rozsahu od 2,5 - 1077
do 10 # mol I"!.

Z Tab. 11 je patrné, ze O-BDD poskytuje hors$i analytické parametry koncentracni
zavislosti DA v porovnani s p-BDD. Linedrni dynamicky rozsah (LDR) je na O-BDD
mirné kratsi, kvili vy$§imu Sumu, ktery branil spolehlivé naméfit nizsi koncentrace DA.
TaktéZ citlivost, vyjadiena smérnici kalibracni zavislosti, je mensi na O-BDD neZ na p-
BDD. Kazdopadné, obé naméiené kalibracni zavislosti 1ze povazovat za linearni v celém
koncentra¢nim rozsahu (0,50 az 100 pmol 1! pro O-BDD a 0,25 az 100 umol 1! pro p-
BDD) s dostatecné vysokymi hodnotami korela¢nich koeficienty jak pro O-BDD (0,995),
tak 1 pro p-BDD (0,999).

Tab. 11 Parametry kalibracnich zavislosti DA naméfenych metodou DPV v prostiedi

0,1 mol I"! PB o pH 7,0.

Elektroda LDR Usek Smérnice R
(umol 171 (nA) (nA pmol™" 1)

p-BDD 0,25 -100 —-0,78 £0,22 10,55+ 0,12 0,999

O-BDD 0,50 - 100 —-0,69+0,70 6,62 +0,14 0,995
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Obr. 24 (A) DP voltamogramy naméfené pro koncentrace DA (umol 17): (1) 0,25, (2)
0,5, (3) 0,75, (4) 1,0. (B) DP voltamogramy naméiené pro koncentrace DA (mol 1'!): (5)
2,5, (6) 5,0, (7) 7,5, (8) 10, (9) 25, (10) 50, (11) 75, (12) 100. Teckované je znazornén
zakladni elektrolyt. (C) Kalibrac¢ni zavislost pro DA, naméfené na p-BDD elektrod¢
v prostedi 0,1 mol I"' PB o pH 7,0. Chybové tisecky (Servend barva) jsou smérodatné

odchylky ze 4 méfeni.
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Obr. 25 (A) DP voltamogramy naméfené pro koncentrace DA (umol 17"): (1) 0,5,
(2)0,75,(3) 1,0, (4) 2,5. (B) DP voltamogramy naméfené pro koncentrace DA (umol I'!):
(5) 5,0, (6) 7,5, (7) 10, (8) 25, (9) 50, (10) 75, (11) 100. TeCkované je znadzornén zakladni
elektrolyt. (C) Kalibra¢ni zavislost pro DA, namétené na O-BDD elektrodé€ v prostiedi
0,1 mol ' PB o pH 7,0. Chybové usecky (Servena barva) jsou smérodatné odchylky ze 4

méreni.
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Kalibra¢ni zévislost 5-HT namétend na O-BDD ma oproti p-BDD krat$i LDR (viz
Tab. 12), protoze pii méteni vyssich koncentraci 5-HT jiz doslo k saturaci elektrodového
povrchu. Opét, citlivost detekci 5S-HT je vyssi na p-BDD elektrodé nez na O-BDD, jako
jetomuiu DA. Naméfené kalibracni zavislosti 1ze povazovat za linedrni v koncentracnim
rozsahu 0,25 az 75 umol 17! pro O-BDD a 0,25 az 100 pmol 1! pro p-BDD, pii¢emz

korela¢ni koeficient obou zavislosti je roven 0,998.

Tab. 12 Parametry kalibrac¢nich zévislosti 5-HT namétenych metodou DPV v prostiedi

0,1 mol I"! PB o pH 7,0.

Elektroda LDR Usek Smérnice R
(umol I71) (nA) (nA pmol™" 1)

p-BDD 0,25 -100 542+ 1,43 15,41 +£0,21 0,998

O-BDD 0,25-175 6,20 + 4,37 12,80+ 0,16 0,998
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Obr. 26 (A) DP voltamogramy naméfené pro koncentrace 5-HT (umol 171): (1) 0,25, (2)
0,50, (3) 0,75, (4) 1,0. (B) DP voltamogramy naméfené pro koncentrace 5-HT (umol 1!):
(5)2,5,(6) 5,0,(7) 7,5, (8) 10, (9) 25, (10) 50, (11) 75, (12) 100. Teckované je zndzornén
zakladni elektrolyt. (C) Kalibraéni zavislost pro 5-HT, naméfené na p-BDD elektrodé
v prostedi 0,1 mol I"' PB o pH 7,0. Chybové tisecky (Servend barva) jsou smérodatné

odchylky ze 4 méteni.
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Obr. 27 (A) DP voltamogramy naméfené pro koncentrace 5-HT (umol 1™1): (1) 0,25,
(2) 0,50, (3) 0,75, (4) 1,0. (B) DP voltamogramy namétené¢ pro koncentrace 5-HT
(umol 1™Y): (5) 2,5, (6) 5,0, (7) 7,5, (8) 10, (9) 25, (10) 50, (11) 75, (12) 100. Teckované
je znazornén zakladni elektrolyt. (C) Kalibra¢ni zavislost pro 5-HT, namétené na O-BDD
v prostedi 0,1 mol 1! PB o pH 7,0. Chybové tise¢ky jsou smérodatné odchylky ze 4

méreni.
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Tab. 13 Vypocitané hodnoty LOD a LOQ pro DA a 5-HT.

Postup A Postup B
Nejnii LOD LOQ LOD LOQ
Analyt Elektroda naméfendc (umoll™?) (umoll™) (umoll™) (umoll™)

(umol 11

DA p-BDD 0,25 0,05 0,16 0,06 0,21

O-BDD 0,50 0,08 0,25 0,32 1,05

5-HT p-BDD 0,25 0,07 0,22 0,28 0,93

O-BDD 0,25 0,03 0,09 1,02 3,41

LOD a LOQ byly vypocitany dvéma zplsoby, a to ze smérodatné odchylky (SD)
desetinasobného meéteni nejniz§i koncentrace (postup A) a z SD useku pfislusné
kalibracni zavislosti (postup B) (viz Experimentalni ¢ast, kapitola 2.3.5). V piipadée

postupu A byly vypocitany nerealn¢ nizk¢ LOD a LOQ, diky vysoké opakovatelnosti

cvwvr

cvwr

naméfena koncentrace. V postupu B hodnota SD tuseku je ovlivnénd opakovatelnosti
vSech namétenych bodi, ktera se mirné€ zhorSuje pfi méfeni vyssich koncentraci.
Hodnoty LOD a LOQ pro DA a 5-HT vypocitané v této diplomové prace a shrnuté
v Tab. 13 jsou srovnatelné a v n¢kterych piipadech i mensi nez hodnoty uvedené v jinych
studiich (Tab. 2, Tab. 3). Z tohoto plyne, Ze pro detekce DA a 5-HT jsou vhodné ob¢
pouzit¢ BDD elektrody, jak O-BDD tak 1 p-BDD, avSak p-BDD poskytuje lepsi

cvwr
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4. Zavér

Tato prace se zabyvala studiem elektrochemického chovani dvou
neurotransmiterdt, DA a 5-HT, na BDD elektrodé sriznou terminaci povrchu
v komplexnich rtstovych mediich, konkrétné NB a NB s fenolovou cerveni, a
v 0,1 mol I"' PB o pH 7,0 s vyuzitim voltametrickych technik.

Pti studiu Sitky potencidlovych oken fyziologickych médii na O-BDD a p-BDD
bylo zjisténo, Ze v piipad¢ PB je Sitka okna v anodické oblasti limitovana rozkladem vody
pfi vysokém kladném potencidlu, +1700 mV na O-BDD a +1500 mV na p-BDD. U NB
jsou pracovni okna v anodické oblasti uzsi, vzhledem k pravdépodobné elektrochemické
oxidaci elektroaktivnich slozek NB (pfedev§im HEPES, ale zfejm¢ i1 aminokyselin
tryptofanu, tyrosinu, cysteinu, histidinu, methioninu a vitamini B6 a B12). Na O-BDD
jsou potencialova okna ve vSech tfech medii $ir§i v porovnani s p-BDD elektrodou. Oba
Neurobasaly se chovaji obdobné¢, pritomnost fenolové ¢erveni nema vliv na Sitku jejich
potencidlovych oken v anodické oblasti.

Elektrochemické chovani DA a 5-HT ve vSech tfech médiich bylo zkoumano
pomoci cyklické voltametrie. Bylo zjiSténo, Ze dopamin se na O-BDD a p-BDD elektrodé
oxiduje kvazireverzibilng, protoze DA poskytuje jeden anodicky pik a pfi reverznim
skenu jeden katodicky pik ve zkoumaném rozsahu potencialll. Serotonin poskytuje jenom
jeden anodicky pik a Zadny pik pfi reverznim skenu na obou vySe zminénych povrsich,
coz indikuje ireverzibilni proces oxidace. Pro ob¢ elektrody, O-BDD a p-BDD plati, Ze
v prosttedi obou NB je oxida¢ni potencidl DA vysSi v porovnani s jejich oxidacnim
potencidlem v prostiedi 0,1 mol 1" PB o pH 7,0. V ptipadé 5-HT nebyly takové rozdily
pro jednotliva média zaznamenany. Pouze na p-BDD elektrodé v prostiedi 0,1 mol I"' PB
o pH 7,0 byl zjistén mirn¢€ positivnéjsi potencial. Pfenos elektronti pti oxidaci serotoninu
je tedy mén¢ ovliviitovan stavem povrchu BDD 1 interakei se slozkami NB.

Po prométeni roztokti DA a 5-HT pii rtiznych rychlostech polarizace povrchu
elektrody a zpracovani pfislusnych zéavislosti bylo zjisténo, ze v pfipadé¢ obou
neurotransmiterti je jejich anodicka oxidace na povrchu O-BDD a p-BDD elektrody
fizena difuzi.

Pti opakovanych méfenich s kazdym dal$im skenem dochazelo ke kontinudlnimu
poklesu vySek namétfenych signdli DA a 5-HT v dusledku tvorby oxidac¢nich

meziprodukti, které se adsorbuji na elektrodovy povrch. V pfipadé DA jsou opakovatelné
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vysky DPV signalt v prostiedi PB o pH 7,0 a obou NB dosazitelné pii pouziti anodické
aktivace mezi jednotlivymi skeny (Ea: +2400 mV, ¢ = 30 s, michani). Bylo zjisténo, ze
v ptipadé 5-HT v prostfedi obou NB anodicka aktivace neni vhodnym zptsobem pro
omezeni pasivace elektrodového povrchu, ackoli je snadno pouzitelna v prosttedi PB. Pii
zméné terminace povrchu z O-BDD na p-BDD, byl pozorovan nartist velikosti prouda
pikii obou neurotransmiteri ve vSech zkoumanych mediich, ale zaroven doslo i1
k mirnému zhorSeni opakovatelnosti métenych signalii.

Taktéz byla ovéfena moznost soucasné detekce DA a 5-HT ve smési pomoci p-
BDD a O-BDD elektrody. Hodnoty potencialit DA a 5-HT jsou znacné blizké a spolehlivé
odlisit oxidacni piky DA a 5-HT se tak na zddném ze zkoumanych elektrodovych povrchii
pii obou testovanych koncentracich (¢ = 1,0 - 10* mol I'" a ¢ = 1,0 - 107 mol I'})
nepodafilo.

Oba neurotransmitery vykazuji linearni kalibra¢ni zavislost v rozsahu koncentraci
2,5-1077-10"* mol "' na p-BDD a O-BDD. Metodou DPV byly zjistény hodnoty mezi
detekce a mezi stanovitelnosti pro DA a 5-HT a bylo odhaleno, Ze pro stanoveni DA a 5-
HT jsou vhodné obé pouzité BDD elektrody, jak O-BDD tak i p-BDD, avsak p-BDD
vys$si citlivost.

Zavérem lze shrnout, Ze elektrochemické chovani obou zkoumanych
neurotransmiterii vyrazné zavisi jak od typu povrchu BDD elektrody, tak i od slozeni
prostiedi, ve kterém se nachazi, coz by mélo byt peclivé zvazeno pti konstrukci senzora

¢i riznych aplikacich v neurovédach.
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