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ANOTACE

Hlavni naplni prace je popsani zakladnich vlastnosti grafenu, postupu jeho vyroby a moznosti
aplikaci. Grafen je vposledni dobé pouzivan pievazné k modifikaci elektrod
Vv elektrochemickych imunosenzorech, kde slouzi k amplifikaci signalu ve spojeni s vhodnou

generujici znackou nejen pro detekcei proteini.
KLiCOVA SLOVA

grafen, oxid grafenu, modifikace elektrody, imunosenzor
TITLE

Use of graphene in the field of biosensors.
ANNOTATION

The main task of this thesis is to describe the basic properties of graphene, the process of its
production and the possibilities of its applications. Graphene has recently been used primarily
to modify electrodes in electrochemical immunosensors, where it serves to amplify the signal

in conjunction with a suitable generic tag not only for protein detection.
KEYWORDS

graphene, graphene oxide, electrode modification, immunosensor
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

CNT
SWNT
MWNT
GO
rGO
CvD
LV

CVv
DPV
Ab

ELISA

DNA
RNA
LOD
PSA
EIS
HRP
GQD
SPCE
ITO
AUNPs

GC

uhlikova nanotrubice (carbon nanotube)

jednovrstva uhlikova nanotrubice (single-walled carbon nanotube)
vicevrstva uhlikova nanotrubice (multi-walled carbon nanotube)
oxid grafenu

redukovany oxid grafenu

chemicka depozice z plynné faze (chemical vapor deposition)
linearni voltametrie

cyklicka voltametrie

diferencné pulsni voltametrie

protilatka

enzymova imunoanalyza v heterogennim uspoiadani (sandwich enzyme linked

immunosorbent assay)

deoxy-ribonukleova kyselina

ribonukleova kyselina

limit detekce (limit of detection)

prostaticky specificky antigen
elektrochemicka impedanc¢ni spektroskopie
kienova peroxidaza (horseradisch peroxidase)
grafenova kvantova tecka

tisténa uhlikova elektroda (screen-printed carbon electrode)
elektroda z oxidu indito-cinic¢itého

zlaté nanocéstice (gold nanoparticles)

skelny uhlik



Uvod

Uhlikové nanomaterialy se v poslednich letech tés§i zajmu védci, nebot’ diky jejich vyjimeénym
vlastnostem mohou byt uplatnény v mnoha oborech. Tyto struktury jsou podrobn¢ studovany a

z diivodu dvé netoxicnosti je pravdépodobna jejich aplikace ve zdravotnictvi.

Grafen, jeden z uhlikovych nanomaterialti byl objeven pomérné nedavno. Jedna se o chemickou
slouceninu, ktera vynika svymi mechanickymi, optickymi ¢&i elektrickymi vlastnostmi.
V soucasné dob¢ je nejvice vyuzivan v elektronickém primyslu jako soucast baterii, ale je
publikovana cela tada praci o grafenu ve spojeni s biosenzory. V elektrochemickych
imunosenzorech slouzi k amplifikaci vysledného signalu ve spojeni s vybranymi znackami,
ptipadné jako znacka samotna. Pti jeho pouziti 1ze pro fadu proteini dosahnout nizkych limita

detekce, coz v disledku muize prispét k veasné detekci riznych typti onemocnéni.

Tato prace popisuje vlastnosti grafenu, moznosti vyroby a jeho aplikaci v elektrochemickych
imunosenzorech. Prace pfehledné shrnuje pouziti grafenu k modifikaci elektrod pfi detekci

proteind, ale i jinych klinicky vyznamnych latek.
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1 Uhlik

Uhlik je nepostradatelnym chemickym prvkem pro existenci zivota na Zemi. Tvoii zakladni
stavebni kamen vsech organickych slougenin. Cetnosti vyskytu v zemské kife se jako prvek
nachazi na 17. misté. Navzdory jeho znacnému rozsifeni na Zemi, je mozné nalézt jen dvé
polymorfni modifikace jako mineraly — grafit a diamant. Nicméné diky technologickému

pokroku jsou vyvijeny stale nové umélé modifikace uhliku [1].
1.1 Diamant

Jak jiZz bylo uvedeno, mezi nejvyznamnéjsi modifikace uhliku patii diamant. Vnitini struktura
je usporadana do krystalové miizky, ktera se sklada z 18 atomu uhliku, kde se 8 atomt uhliku
nachdzi na vrcholech krychle, 6 ve stfedech stran a 4 se vyskytuji uvniti krychle. V této
struktufe je kazdy atom uhliku vazén kovalentni vazbou ke 4 atomim uhliku, které jsou

umistény ve vrcholech Ctyfsténu [2]. Tato struktura je zobrazena na obrazku 1.

Obrazek 1- Struktura diamantu (pfevzato z [3])

Usporadani atomi dava diamantu unikatni vlastnosti: vyjimecnou tvrdost, nizkou stlacitelnost
a tuhost. Diamant je do teploty 800 °C staly, po piekroceni této teploty se zacina oxidovat na
COa,. Pti zahrati na 1500 °C bez ptistupu kysliku dochazi k jeho preméné na grafit [4]. Jeho
reaktivita je nizka, jako inertni material reaguje jen v pfitomnosti silnych oxidacnich ¢inidel a
za pouziti vysokych teplot. Synteticky diamant se da vyrobit z grafitu plisobenim vysokych
teplot a tlakli a vyuZiva se jako brusny material, zatimco pfirozend forma se po vybrouSeni

pouziva ve Sperkafstvi [5].
1.2 Grafit

Dalsi pfirodni modifikaci uhliku je grafit, jehoZ struktura je tvofena vrstvami hexagonalné
uspotadanych atomi uhliku (obrazek 2). Je to rovinna molekula, v niZ jsou jednotlivé atomy
uhliku od sebe vzdaleny 0,142 nm a jsou k sobé vazany silnymi kovalentnimi vazbami.
Jednotlivé hexagondlni vrstvy jsou od sebe vzdaleny 0,335 nm vézajici se mezi sebou slabymi

Van der Waalsovymi silami, coz je pfi¢inou vyborné §tépnosti a kluznosti grafitu. Grafit se
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Vv piirod¢ nachazi v loziscich vazany na pararuly, mramory, fylity a jiné. Jeho zisk z ptirodnich
zdroji je vSak nedostaCujici, a tak se vyrabi synteticky zahfivanim koksu s kiemenem za
vysokych teplot. Na rozdil od diamantu je velmi malo chemicky a mechanicky odolny. A to
zejména diky své piistupnéjsi vrstevnaté struktufe. Miize tvofit interkalatové slouceniny, které
vznikaji vmezefenim mezi jednotlivé vrstvy grafitu. Grafit je piedevSim vyuzivan

Vv papirenském primyslu, kde slouzi jako napli do tuzek [1, 6].

Obriazek 2 - Hexagonalni struktura grafitu (pievzato z [7])

1.3 Uhlikové nanomaterialy

Nanomateridly provéazi lidstvo po staleti, nicméné jejich masivnimu rozsifeni branily
nedostatecné znalosti 0 jejich strukture. Situace se zménila s rozvojem mikroskopt, které
mohou rozliSovat ¢astice o velikosti atomd a umoznily tak bliz§i zkoumani nanomaterialt a
jejich rozvoj. Studiem struktur o velikosti od 1 do 100 nanometrt a jejich moznym vyuzitim se
zabyva obor nanotechnologie [8]. Uhlikové nanomaterialy se vyskytuji v riznych modifikacich
a pro jejich vlastnosti (mechanické, optické, biologické) je 1ze vyuzit v Sirokém spektru oblasti.
Vyuziti jejich vlastnosti je nasledujici:

e Mechanické vlastnosti: jsou 3x pevnéjsi nez Zelezo a zaroven velmi lehké, proto nachazi
uplatnéni ve sportovnim nacini, soucastkach do aut ¢i letadel.

e Optické vlastnosti: nékteré uhlikové nanostruktury mohou byt opticky aktivni, této
vlastnosti se poté vyuziva naptiklad ve zdravotnictvi, kde se vyuzivaji jako soucasti
zobrazovacich pfistroj.

e Biologické vlastnosti: mohou byt vyuzivany jako G¢inné nosice 1é¢iv pro transport do
zasazené tkang.

e Senzorické vlastnosti: uhlikové nanocastice mohou byt pouzity pro amplifikaci signalu

bud’ po zvoleni vhodné detekéni techniky nebo ve spojeni se signal generujici znackou
[9, 10].
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1.3.1 Fullereny

Fullereny, objevené roku 1985 jsou slozeny z 20 a vice atomu uhliku a jejich obecny vzorec je
Cn. Shluky atomu tvorici fullereny dostaly nazev klastry [1]. Tyto struktury vznikaji neustalym
délenim tuhé latky. Fullereny jsou tvofeny atomy uhliku, které jsou ulozené ve vrcholech a
uspotadané do vrstvy z péti- az Sestitihelnikd a tato vrstva je prostorove svinuta do uzavieného
tvaru (viz obrazek 3). Tato struktura je nazyvana kleovitou a umoznuje fullerenim odolavat
fyzikalnim jevam, pfedevsim tlaku a teploté. Fullereny typu Ceo a C7o Se Vyskytuji v piirod¢,
nicméné piitomnost ozonu je pfi¢inou jejich rozkladu na vzduchu a svétle. NejdostupnéjSim
fullerenem je Ceo, ktery Se mimo pfirozeny vyskyt vyrabi i komer¢né. Fullereny lze pfipravit
pomoci elektrického oblouku vytvofeného mezi grafitovymi elektrodami nebo pomoci
laserového odparovani grafitu [9]. V dnesni dob¢ se fullereny vyuzivaji predev§im jako tuhé
palivo pro rakety. Fullereny se také piidavaji do maziva, kde molekuly Ceo piisobi jako malé
aktivni loziskové kulicky [11, 12].

Obrazek 3 - Struktura fullerent (pfevzato z [13])

1.3.2 Uhlikové nanotrubice

Uhlikové nanotrubice (carbon nanotube - CNT) jsou uspotfadané duté grafitické materialy v
podobé valcti, jejichz hybridizace je sp’. U CNT rozlisujeme dva podtypy — jednovrstvé
uhlikové nanotrubice (single-walled nanotube - SWNT), pro které je typicka jedna vrstva
grafitu svinuta do tvaru trubice (viz obrazek 4a). Vicevrstvé uhlikové nanotrubice (mono-
walled nanotube - MWNT), jejichz struktura obsahuje n¢kolik vrstev uhliku, které maji

spole¢nou podélnou osu (viz obrazek 4b) [14].
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0.4-2nm 2-100nm

Obrazek 4 - a) struktura SWNT, b) struktura MWNT (pfevzato z [15])

MWNT jsou vodice, zatimco SWNT mohou byt vodice nebo polovodice, v zavislosti na jejich
priméru a chiralité. Valcovita struktura je divodem lepsi elektrické i tepelné vodivosti, nez je
tomu u grafitu. CNT jako jednorozmérné uhlikové alotropy dosahuji délky od nékolika set
nanometrd do n¢kolika milimetrd, ovSem jejich priméry se v zavislosti na jejich podtypu lisi.
SWNT maji pramér 0,4-2 nm u MWNT jsou praméry 2-100 nm. MWNT se navic jesté mohou
vyskytovat v riznych morfologickych podobéch, jako jsou "dutd trubka", "bambus" ¢i "rybi
kosti”, a to v zavislosti na zpusobu jejich piipravy. Uhlikové nanotrubice mohou byt
modifikovany riznymi funkénimi skupinami, coz rozsifuje jejich spektrum moznych aplikaci.

Stejné jako ostatni formy uhliku jsou v sou¢asné dobé¢ vyuzivany také v primyslové sféfe [16].
1.3.3 Grafen

Grafen je pomérné¢ novym materialem, ktery je V poslednich letech zkouman diky jeho
vynikajicim fyzikdlnim a chemickym vlastnostem jako jsou: velkd povrchova plocha,

vynikajici vodivost ¢i vysoka mechanicka pevnost [17].
Historie

Grafen byl poprvé vyroben v roce 2004 tymem védct z Univerzity v Manchesteru pod vedenim
Andreje Geima. Teoreticky byl ovsem grafen studovan jiz o n€kolik desitek let dfive, tehdy se
fyzikové domnivali, Ze jeho jedno-atomarni struktura by byla velmi nestabilni. Tato domnénka
byla podporovéana tvrzenim, Ze kvuli tepelnym kmitliim krystalové miizky, které mély byt
natolik silné, by dochdzelo k pfemistovani atoml a pfemeéné Casti jedno-atomarni vrstvy do

nanotrubic a fullerenovych struktur [18].
Struktura

Idealni struktura grafenu je dvourozméma. Obsahuje jedinou vrstvu sp?-hybridizovanych

atomu uhliku spojenych kovalentnimi vazbami za vzniku ploché Sestithelnikové miizky [9].
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Ve struktufe grafenu jsou t¥i vnéjsi elektrony atomu uhliku spojeny se sousednimi atomy,

disledkem toho je grafen pevny. Zbyly ¢tvrty elektron pak zlstava v nevazané podobé, coz
zajistuje vodivost grafenu (viz obrazek 5) [19].

JADRO ATOMU

Obrazek 5 - Rozmisténi elektronti v okoli atomu C ve struktuie grafenu (pfevzato z [19])

Grafen ma specificky povrch 2630 m?/g, coz je ve srovnini se SWNT 2x vice, nebot’ oproti

grafenu maji jen 1000 m?/g [20]. V praxi se viak setkdvame s tim, e idealni strukturu grafenu

komplikuje obtizna izolace jednotlivych vrstev grafenu pii jeho vyrobé.

Casto byva jako ,,grafen” oznaovan i material, ktery ve skutecnosti obsahuje vice grafenovych
vrstev, a proto je nezbytné méfit pocet vrstev naptiklad mikroskopii atomarnich sil, Ramanovou
spektroskopii, kontrastni spektroskopii nebo nizkoenergetickou elektronovou mikroskopii, aby

se zjistilo, zda se jedna o jednovrstvy (obrazek 6), dvouvrstvy nebo dokonce vicevrstvy grafen

(neboli také nazyvan jako "tenky grafit") viz obrazek 7 [16].

Struktura grafenu mtze byt ovlivnéna i pruznosti, nebot’ diky ni mize dochazet k prostorovym
zménam jako je krouceni, skladani, ¢i vInéni vrstev. Naopak grafenova struktura je
charakteristickd svou pevnosti, a proto ji Ize znicit aZ po vyvinuti velké sily. Grafen je velmi

nachylny na kvalitu, jakékoliv dislokace, pfipadné zneciSténi grafenové struktury vedou ke
zhorseni jeho vyslednych vlastnosti [16].
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Obrazek 6 - Struktura jednovrstvého grafenu

Obrazek 7 - Struktura vicevrstvého grafenu
(pfevzato z [21])

(ptfevzato z [22])
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Vlastnosti

Elektrické vlastnosti jsou bezesporu témi, které grafen charakterizuji nejvice. Grafen je vyborny
vodi¢ elektrického proudu, jehoz vodivost ale klesa s poc¢tem jeho jednotlivych vrstev. Jako u
kazdého vodice, je i u grafenu vodivost ovlivnéna teplotou. Pti vysokych teplotach dochazi
k rychlému poklesu elektrického odporu a tim ke zvySeni vodivosti. Vliv na elektrické
vlastnosti ma také struktura grafenu — pfitomnost necistot nebo navazanych funkénich skupin

snizuje jeho vodivost [23].

Vodivost grafenu je dlouhodobé zkoumana, nebot' se jevi jako vhodny material pro
pramyslovou vyrobu. Mezi dalsi elektrické vlastnosti patfi: vynikajici mobilita nosic¢e naboje,
typické ambipolarni chovani v elektrickém poli, pfi kterém negativni vstupni napéti vyvolava
velké koncentrace otvorl, zatimco pozitivni napéti indukuje velké mnozstvi elektrond.
Ptitomnost delokalizovanych vazeb © nad a pod bazalni rovinou, které vznikaji z hybridizace
sp?, jsou zodpovédné za vrstvenou strukturu grafenu. Tyto delokalizované elektrony a kvalita
grafenové miizky zpusobuji vysokou elektrickou vodivost a pohyblivost: mobilita nosict
néboje pfi pokojové teploté v grafenu s jednou az tfemi vrstvami byla stanovena na 15 000 cm?
Vs, Mnoho studii ukdzalo, Ze grafen a jeho derivaty mohou vykazovat lepsi elektrochemické
vlastnosti ve srovnani s jinymi elektrodami, jako je skelny uhlik, grafit nebo dokonce uhlikové

nanotrubice [24].

Optické vlastnosti grafenu byly vice studovany az s rozvojem Ramanovy a infracervené
spektroskopie, které mohou poskytovat podrobné informace o jeho strukturnich pasmech.
Celkové existuji dvé vysoce charakteristicka Ramanova pasma v grafenu: pasmo G (pik ma
hodnotu okolo 1 560 cm™) a pasmo D (pik dosahuje hodnot cca 1 360 cm™) [16, 25].

Diky své tuhosti, mtize byt grafen aplikovatelny jako vyztuzny material v kompozitech [26].
Mechanicka pevnost grafenu je disledkem jeho vazeb, kde délka vazby C-C je piiblizné
0,14 nm a meziplanarni vzdalenost 0,34 nm. Je to nejsilnéj$i materidl s pevnosti v tahu 130 GPa

a tuhost 1 TPa. Pro predstavu 1 m? grafenové vrstvy miize unést az 4 kg materialu [20].

Grafen ma vysokou hodnotu tepelné vodivosti (), coz je opét zpusobeno Silnym propojenim
atomt uhliku V jeho struktufe. Tepelna vodivost suspendovaného jednovrstvého grafenu je
stanovena z Ramanovy spektroskopie na 5000 W/mK, tato hodnota je vyssi nez u diamantu i
grafitu [27].
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1.4.3 Oxid grafenu

Oxid grafenu (GO) ma strukturu grafenové uhlikové miizky, na které jsou navazany kyslikové
skupiny, coz je znazornéno na obrazku 8. Pfitomnost kyslikovych skupin siln¢ ovliviiuje
mechanické a elektrochemické vlastnosti GO v porovnani s grafenem. Navazané funkc¢ni
skupiny usnadnuji rozpustnost GO ve vodé a riznych rozpoustédlech, coz umoziuje snadnou
ptipravu polymernich nanokompozitli. Na druhou stranu kovalentni kyslikové funkéni skupiny
v GO generuji strukturni defekty, které naopak ovliviiuji elektrickou vodivost, coZ omezuje

vyuziti GO v elektricky vodivych materialech [26].

Graphene GO rGO

Obrazek 8 - Struktury grafenu, oxidu grafenu a redukovaného oxidu grafenu (pfevzato z [28])
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2 Priprava grafenu

V soucasné dobé je grafen pripravovan nékolika metodami liSicimi se finan¢ni naroc¢nosti a
naslednymi vynosy. Pied vybérem vhodné techniky vyroby grafenu, je nutné si dopiedu
uvédomit, zda bude pouzit pro primyslovou vyrobu nebo pro védecké ucely [27]. VétSina studii
nepouzivala ve svych pracich ¢istou formu grafenu (tzv. pristine graphene), nebot’ jeho vyroba
je velice naro¢na a jeho vytézek nizky. Z toho divodu se vyuzivaji pfedevsim derivaty jako GO

¢i redukovany oxid grafenu (rGO), které jsou z finan¢niho hlediska daleko dostupnéjsimi [29].

Pti vyrobé jednovrstvého grafenu hraji vyznamnou roli také prekurzory. Existuje n¢kolik typt
prekurzort vSech skupenstvi, nicméné neznaméjsim prekurzorem je bezpochyby grafit, ten je

ovSem v poslednich letech nahrazovan methanem nebo vhodnymi kovy [30].

Nejpouzivangj§imi metodami pro pfipravu grafenu jsou: mechanickd exfoliace, chemicka

exfoliace, chemicka depozice z plynné faze (CVD), epitaxialni rist.
Mechanicka exfoliace

Mechanicka exfoliace je jednou z nejjednodussich metod pripravy grafenu. Za technikou
znamou také jako ,,metoda izolepy* stoji Geim a Novoselov, kteti za ni v roce 2010 obdrzeli
Nobelovu cenu za fyziku. Pfi této technice je jako prekurzor pouzivan grafit, ktery je nasledné
podroben opakovanému pfikladani a odlupovani pasky. Vlocky grafitu, které se piilepi na
pasku jsou piednostné rozSt€peny podél roviny krystalu a zanechavaji atomicky plochy povrch.
K ziskani jednovrstvého grafenu se Cista paska ptitiskne proti grafitovym vlo¢kam ptilepenym
k prvni pasce, na niz jsou uz kusy odloupnutého grafitu. Oddélenim téchto dvou pasek dojde
ke $tépeni grafitu na jesté tenci vlocky. Tento proces se podle potieby opakuje. Tenké vlocky
se pak lisuji v dusledku silngjsi adheze grafenu na substrat (naptiklad SiO2 na kiemiku) [31].

Pocet ptenesenych vrstev je pak hodnocen riznymi metodami od jednoduché mikroskopie, pies

==
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Obriazek 9 - Mechanismus mechanické exfoliace (pfevzato z [32])



Ramanovu spektroskopii az po mikroskopii atomovych sil. Tato metoda ptipravy je velmi
efektivni a lze ziskat kvalitni krystaly. Jiz z popisu metody je zfejmé, Ze je pouzitelna spise pro

experimentalni laboratofe nez vyuziti v praxi [33, 34].
Chemicka depozice z plynné faze

Chemicka depozice z plynné faze (Chemical Vapor Deposition — CVD) je také vyuzivana pro
ptipravu jednovrstvého grafenu. Grafen s velkou plochou mutize byt pfipraven vystavenim kovu
ruznym uhlovodikovym prekurzorim pfi vysokych teplotach. Princip této metody je zalozen
tvorbé grafenu pomoci rozkladu prekurzoru - plynu obsahujici uhlik (nejéastéji methan, ethylen
nebo hexan), ktery je pii teploté 900 °C adsorbovan na povrchu substratu (tim je nejéastéji méd’
nebo nikl) [35]. Rist na niklu vyzaduje oproti médi o trochu nizsi teploty, nicméné postupy
jsou u obou kovii podobné. Zpracovani se provadi zahtatim substratu ptiblizné¢ na 1000 °C za
kontinudlniho proudéni smési vodiku a argonu v poméru 1:10. Vodik se pouziva pro udrzeni
redukéniho prosttedi, zatimco argon slouzi pro udrZeni tlaku, ktery je ideélni pro rist grafenu.
Samotny rust se provadi v rozmezi teplot 800 az 1100 °C. Cely postup vyroby grafenu je
provadén ve specialnich CVD pecich [31].

Exfoliace v kapalné fazi

Exfoliace v kapalné fazi kompenzuje nedostatky mechanické exfoliace, ktera neni vhodna pro
priamyslové vyuziti. V disledku rozvoje této metody byly v posledni dobé objeveny a zavedeny
roz§ifujici metody exfoliace v kapalné fazi, které dokazi navysit produkci 2D uhlikovych
nanostruktur. Exfoliace v kapalné fazi je zalozena na odlupovani objemného grafitu az do
struktury grafenu v kapalném médiu [36]. Tato metoda se sklada ze 3 odlisnych fazi. Prvni fazi
je disperze grafitu v ¢istém rozpoustédle nebo povrchove aktivnim ¢inidle, kde dojde k naruseni
slabych Van der Waalsovych sil. Druhou fazi je odlupovani, kdy dochazi k odlupovani vrstev
grafitu, kdy jsou grafenové vlocky izolovany z vicevrstvého grafenu (grafitu) ultrazvukem,
¢imz se vytvari monovrstvé grafenové desky pokryté povrchové aktivni latkou [37]. Posledni
fazi je Cisténi, pii némz je ziskany grafenovy material centrifugovan. Tim dojde k oddé€leni

exfoliovaného materialu od neexfoliovaného a vysledkem jsou tenké grafenové vlocky [38].

Touto metodou lze ziskat velmi Cisty grafen bez velkych finan¢nich nakladi, nicméné ziskané

grafenové vlocky jsou obvykle malé (dol um) [33].
Elektrochemicka exfoliace

Specificky pfistup zahrnuje pouziti kapalného roztoku (elektrolytu) a elektrického proudu,

ktery se pouziva ke spotifebovani elektrody sestavajici z grafitu. Tento proces se provadi bud’
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anodickou oxidaci nebo katodickou redukci elektrody na bazi grafitu [31]. Anodicka exfoliace
zahrnuje interkalaci aniontd v reakéni smési do grafitu. Kladné nabité castice odebiraji
elektrony z grafitové anody, coz vytvaii pozitivni naboj, ktery podporuje interkalaci
negativnich iontl (siranové anionty), a ty zvySuji mezery mezi grafeny a pomahaji pfi
nasledném odlupovani listi. Pfi katodické exfoliaci pfitahuje negativné nabité prostfedi na
grafitové pracovni elektrodé kladné nabité ionty v roztoku (napi. Li*) spole¢né s ko-
interkalujicimi molekulami [39]. Elektrolytickymi roztoky mohou byt: HBr, HCI, H2SO4 nebo
HNOs [40].

Vyhodou elektrochemické exfoliace je, Ze probiha v jednom kroku. Ve srovnani s exfoliaci
Vv kapalné fazi lze ziskat produkt interkalaci s neoxida¢nimi solemi o rozmérech 50 um s
tloustkou 2-3 vrstev. Diky vyse uvedenym vlastnostem je tato metoda piipravy grafenu vhodna
pro potencidlni primyslové vyuziti. Metoda ovSem neni dokonala, nebot’ finan¢ni naroky na

pouzivané iontové kapaliny predstavuji velké finanéni zatizeni [33].
Redukce oxidu grafenu

Metody oxidace a redukce jsou bézn¢ uzivanymi metodami v piipravé derivata grafenu. Grafen
je polovodi¢ a neobsahuje zadné aktivni a funkéni skupiny, které by umoznily jeho rozpustnost
ve vodé ¢i organickych rozpoustédlech. Proto se vyuzivaji jeho dva derivaty - redukovany
derivat — rGO a oxidovany derivat — GO. GO obsahuje ve své struktuie ¢etné kyslikaté skupiny,

které mohou snadnou reagovat s organickymi molekulami tak, aby byl rozpustny ve vodé [35].

Redukéni procesy GO mohou byt dvojiho typu, a to chemické nebo tepelné. Chemicka redukce
je jednou z nejvyuzivanéjSich metod. Tato metoda spociva v redukci oxidu grafenu na
redukovany oxid grafenu. Vzorky GO jsou ponofeny do vybraného chemického redukéniho
¢inidla po ur€itou dobu a uréité rozmezi teplot. Tento postup v podstaté odstranuje nadmérné
funkéni skupiny jako jsou COOH a OH. K redukci dochézi naptiklad ptisobenim hydrazinu pfi
teploté¢ 600 °C Tepelna redukce GO je ucinna pii vyrobé rGO. Pfi této metodé dochazi
k prudkému zvySovani teploty GO (ta dosahuje minimalné 1000 °C), v dtsledku toho se
molekuly vody spolu s funkénimi skupinami kysliku odpati a spali [41].

Redukce GO se projevuje barevnou zménou. Hnédy GO piechazi na ¢erny grafen v disledku
zvySeni hydrofobniho charakteru, a tedy naslednym sraZzenim grafenu. K této redukci lze pouzit
celou fadu redukénich ¢inidel, naptiklad NaBHs, AlH3, halogenovodikové kyseliny, ¢inidla

obsahujici siru nebo dusik (hydrazin, hydroxylamin). OvSem u vétSiny téchto redukcnich
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¢inidel neni znam mechanismus redukce, a ne vzdy jsou vhodna pro produkci ve velkém
mnozstvi [33, 42].

Epitaxni rust

Epitaxe je proces, pii némz na povrchu substratu roste tenka krystalickd vrstva. Pro vyrobu
grafenu se jako substrat pouziva karbid kiemiku. Proces, ptfi némz dochazi k odpafovani
karbidu kiemiku probihd za vysokych teplot (1400° C — 1600° C). U zbylych atomi uhliku pak

dochdazi k preusporadani do struktury grafenu. Vytvofenim a dodrzenim specifickych podminek

pak lze pfipravit jednovrstvy grafen [33, 43].
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3 Biosenzory
3.1 Definice biosenzoru

Chemicky senzor je analyticky piistroj, ktery ptevadi chemicky nebo fyzikalni signal na jiny,
jenz je 1épe métitelny. Biosenzor, je zatizeni, které obsahuje citlivy prvek biologického ptivodu
(bioelement), ktery je bud soucdsti nebo v tésném kontaktu s fyzikalné-chemickym
pfevodnikem. Schéma biosenzoru je zobrazeno na obrazku 10. Biosenzor poskytuje
elektronicky signal, ktery je pfimo umérny koncentraci jedné ¢i nékolika skupin chemickych
latek, které jsou pfitomny ve vzorku. Jako bioreceptory mohou byt pouzity enzymy, protilatky,
bilkoviny aj. [44].
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Obrazek 10 - Schéma biosenzoru (pievzato z [45])

Podle biorekogni¢ni ¢asti 1ze biosenzory fadit do dvou skupin. Prvni skupinou jsou biosenzory
obsahujici biokatalytické Casti, které pfeméiuji analyt v pritb¢hu chemické reakce. V této
skupiné vystupuje analyt (enzym, burika, organ ¢i organela) obvykle jako substrat enzymové
reakce. Druhd skupina biosenzori ma bioafinitni biorekogni¢ni ¢ast, u této skupiny je analyt

specificky vazan ve vznikajicim afinitnim komplexu [46].

Soucasti biosenzoru je fyzikalné-chemicky prevodnik, ktery ma za tkol poskytnout signal
vhodny k dalSimu zpracovani. Biosenzory miiZzeme na zdaklad€¢ fyzikalné-chemického

pfevodniku rozdélit do nékolika skupin.

e clektrochemické (s potenciometrickou, amperometrickou, konduktometrickou, ¢i
voltametrickou detekci)
e optické (s fotometrickou, luminometrickou, fluorimetrickou detekci)
e piezoelektrické a akustické
e kalorimetrické
Dilezitymi vlastnostmi biosenzora jsou jejich velké selektivita a citlivost. Vyuziti nachazeji

predevsim v medicing, kde nachéazeji uplatnéni naptiklad v klinické diagnostice, pfi stanoveni
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nejruznéjsich slozek krve ¢iu detekce metabolickych produktt atd. V potravinarském primyslu
je pak vyuzivame pii kontrole kvality potravin, a to k identifikaci patogennich mikroorganismu
nebo pii stanovovani zakladnich slozek potravin (napf. sacharidy, tuky, bilkoviny). Dalsi
neméné dualezitou oblasti uplatnéni je ochrana Zivotného prostiedi nebo jejich role

v biotechnologickych procesech [46, 47].

3.2 Rozdéleni biosenzoru na zakladé fyzikalné-chemického prevodniku

3.2.1 Elektrochemické biosenzory

Elektrochemické detekce jsou ¢asto pouzivanymi metodami v oblasti biosenzort. Od doby, kdy
Clark a Lyons sestavili prvni amperometrickou elektrodu, dosSlo k velkému rozvoji
elektrochemickych senzorii. V elektrochemickém biosenzoru je elektrochemicky pievodnik
uzce spojen s biologickym prvkem a dochazi tak k méfeni elektrochemického signélu, bud’
proudu, vodivosti nebo potencialu v zavislosti na zvolené detekéni technice. V zavislosti na
zpuisobu detekce jsou elektrochemické biosenzory rozdéleny na nasledujici tidy:

amperometrické, potenciometrické, konduktometrické a voltametrické [44, 48].
Biosenzory s amperometrickou detekei

V amperometrické detekci se detekuje proud na pracovni elektrodé, ktery je umérny
koncentraci analytu. Tento proud je generovan z elektrochemické oxidace nebo redukce
elektroaktivnich latek. Obvykle je méfeni provadéno udrzovanim konstantniho potencialu
pracovni elektrody, ktera je konstruovana z platiny, =zlata nebo uhliku [47].
K amperometrickému méfeni se vyuzivaji dvou- nebo tiielektrodové systémy. Pokud se
k méfeni vyuzije systém tii elektrod, tfeti elektrodou je elektroda pomocna. Zaklad
amperometrickych biosenzori mohou ptedstavovat Clarkovy elektrody, u nichZ je velikost
proudu pifimo Umérna koncentraci kysliku. Méfeni probihd za pomoci redukce kysliku na
platinové pracovni elektrod¢ (platinovy dratek o priméru 0,1 az 5 mm zataveny ve skle) v
porovnani K referentni elektrodé Ag/AgCl. Jako elektrolyt se vyuziva roztok KCI a neutralni az
slab¢ alkalicky uhli¢itanovy ¢i fosfatovy pufr [46, 49]. Mezi nejvyznamnéjsi amperometrické
senzory patii senzor pro detekci glukozy, kterym lze detegovat peroxid vodiku.
Amperometrické biosenzory jsou hojné pouzivany v kombinaci s imuno-citlivymi technikami
naptiklad pro detekci B-podjednotky lidského choriogonadotropinu pro testovani t€hotenstvi
[48].
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Biosenzory s potenciometrickou detekci

Potenciometrické biosenzory méti potencialovy rozdil mezi pracovni a referentni elektrodou
Vv elektrochemické cele za podminky, ze mezi elektrodami neproudi proud. Z toho divodu je
potenciometrie vyuzivana pro monitorovani iontové aktivity v elektrochemickych reakcich.
Iontové selektivni elektrody umoziuji detekci iontdl jako je H*, Na*, Ca®" I nebo CN-
v komplexnich biologickych matricich méfenim zmén potencidlu elektrod [49].
Elektrochemickym ¢idlem je zde iontové selektivni elektroda (ISE) v kombinaci s enzymovou
vrstvou. V potenciometrii je vztah mezi koncentraci a potencidlem ur¢en Nernstovou rovnici.
Nejnizsi detekéni limity pro potenciometrické detek¢ni pfistroje jsou v dnesni dobé dany
vlastnostmi ISE. Tyto detekéni limity se pohybuji v koncentracich od 108 do 10" M. Vyhodou
potenciometrickych senzori je, Ze jsou pouzitelné k méfeni nizSich koncentraci analytl
v roztoku, kde vzorek nikterak chemicky neovliviiuji. Ov§em ionty, pro které jsou mozné nizké
detekéni limity jsou v soucasné sobé velmi omezené a chybéjici analyty jako: nikl, mangan,

rtut’ nebo ionty arsenu [46, 50].
Biosenzory s konduktometrickou detekci

Konduktometrické biosenzory jsou zalozeny na méteni zmén vodivosti mezi dvéma kovovymi
elektrodami v dasledku biochemické reakce. Konduktometrické biosenzory mohou byt pouzity
ke studovani katalytickych reakci, kde iontova sila a tim i vodivost roztoku se méni jako
disledek enzymatické reakce [44, 48]. Konduktometrické méfeni enzymatickych reakci je
omezeno n¢kolika faktory, jako je variabilni iontové pozadi klinickych vzorkid a pozadavkem
na méfeni malych zmén vodivosti. Zmény vodivosti mohou byt monitorovany piimo
imobilizaci enzymu na povrch elektrody. V posledni dobé je pomérné casto vyuZzivana
kombinace konduktometrickych biosenzori s nanovodi¢i pro efektivni bio-snimani.
Konduktometrie miize byt vyuzita pro detekci zneciSténi v ficnich vzorcich, detekci laktozy

v mléce, ¢i pro detekci drog v moci [48, 51].
Biosenzory s voltametrickou detekci

Voltametrie je elektroanalyticka metoda, kde se méii vysledny proud s ohledem na ménici se
vlozeny potencial. Vzhledem Kk tomu, Ze existuje vice zpusobu, jak lze dosahnout zmény
potencialu, rozliSujeme proto také vice forem voltametrie, jako jsou: linearni voltametrie (LV),
cyklicka voltametrie (CV), normalni pulsni voltametrie (NPV), diferencné pulsni voltametrie
(DPV), square-wave voltametrie (SWV) aj. Nejcastéji vyuzivana detekcni technika je cyklicka

voltametrie, nebot’ je uZzite¢na pii ziskavani informaci tykajicich se redoxniho potencialu a
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elektrochemickych reak¢nich rychlosti. Ziskané hodnoty jsou vyneseny jako zavislost proudu

na napéti, tedy ziskavame voltamogram [46, 52].
3.2.2 Optické biosenzory

Optické biosenzory jsou Siroce vyuzivanymi typy senzoru ve zdravotnictvi, biomedicinském
vyzkumu, farmakologii nebo v monitorovani zivotniho prostredi. Kli¢em uspé$nosti optickych
biosenzord je jejich rychlost, vysoka citlivost, jednoduchost a odolnost vici elektromagnetické
interferenci. Optické méfeni je zalozeno na zménach absorbance, fluorescence nebo
fosforescence, chemiluminiscence, rozptylu svétla nebo na refrakénim indexu. Optické
biosenzory jsou zalozeny na interakci svételného zareni s chemickymi latkami. Zdrojem zafeni
je svételny zdroj, kterym zde muize byt laser, svétlo emitujici diody, vybojky ¢i lampy
Vv zavislosti na vybrané detekéni technice. Pokles intenzity svételného paprsku po prichodu

méfici kyvetou je pfimo imérny koncentraci stanovované latky [44, 48].
3.3 Rozdéleni biosenzori podle biologické slozky

Biosenzory délime do skupin podle pfitomného bioelementu nebo ptevodniku, ptipadné jejich
kombinaci. O pfitomnosti jednotlivych typl bioelementl ¢i pfevodnikii rozhoduje méfena

fyzikalni veli¢ina a vlastnosti vzorku.
3.3.1 Enzymové biosenzory

U enzymovych biosenzort slouzi jako rekogni¢ni element enzym. Enzym je bilkovina, ktera
ma schopnost biokatalyticky pfeménit urcity specificky substrat na produkt. Enzymy se
vyuzivaji zejména pro svou specifickou vazebnou vlastnost a katalytickou aktivitu. Principem

reakce enzymu je, ze selektivné reaguje s chemickou substanci, a tim dochazi k jeji modifikaci
[53].

3.3.2 Imunosenzory

Imunosenzory jsou biosenzory zaloZené na interakcich mezi protilatkou a antigenem, které jsou
bud  soucasti nebo vtésném  kontaktu s fyzikalné-chemickym  prevodnikem.
Imunorozpoznavaci slozka mize byt imobilizovana na povrch elektrodového pfevodniku pro
naslednou detekci antigenu nebo protilatky (Ab). Vzhledem k silnym vazebnym silam mezi
témito biomolekulami vykazuji imunosensory vysokou selektivitu a velmi vysokou citlivost.
Elektrochemické imunosenzory méti elektricky signal, ktery je produkovany na

elektrochemickém prevodniku (schéma elektrochemického imunosenzoru na obrazku 11) [54].
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Obriazek 11 - Schéma elektrochemického imunosenzoru (pievzato z [55])

Analyzované molekuly mohou byt imobilizovany piimo na snimaci plochy bud’ fyzikalni
adsorpci nebo chemickymi prostiedky. Fyzikalni adsorpce mize byt provedena pfipojenim
molekul piimo na povrch nebo vytvofenim komplexu s jinymi ¢asticemi. Adsorpce Ab na
povrch je provedena pomoci Van der Waalsovych sil, hydrofobnich interakci, elektrostatickych
interakci nebo pomoci vodikové vazby. Prikladem fyzikalni adsorpce je imobilizace Ab na
povrchu mikrotitra¢ni desticky (jako v ELISA) [56].

Chemicka imobilizace mize byt specifi¢téjsi v disledku reakce mezi rliznymi zbytky
interak¢énich molekul. Obecna chemicka imobiliza¢ni metoda zahrnuje imobilizaci Ab nebo
jinych proteinii na zaklad¢ reakce mezi aminovymi zbytky na proteinu a skupinami na
snimacim povrchu, které mohou reagovat s aminy, jako je N-hydroxysukcinimid, jodistan,

glutaraldehyd, isothiokyanat nebo aktivni ester [56].

Uspé&snost imunosensoru se odviji od rtiznych faktort, témi jsou: povrchova funkcionalizace
imunosenzoru, vhodna orientace protilatek, hustota protilatek a v neposledni fad¢ také vhodna
konfigurace imunosensoru. Peclivou optimalizaci vSech téchto faktord lze dosdhnout co

nejlepsich vysledkd daného imunosenzoru [57].
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4 Aplikace grafenu v elektrochemické detekci proteini

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 3, biosenzory dokazi citlivé detegovat sirokou Skalu sloucenin.
Grafen je v biosenzorech vyuzivan diky svym jedine¢nym vlastnostem, mezi které patii
predevsim tloustka grafenového plechu. Dalsi vlastnosti, kvili které je v biosezorech vyuzivan
je pomér jeho povrchu viici objemu, ktery ve findle ¢ini takovyto material vysoce citlivym vici

zméné mistnich podminek dané¢ho prostiedi.
Senzory s grafenem mohou byt vyuzity:

a) V klinickych aplikacich, naptiklad pro detekci glukdzy, cholesterolu, peroxidu vodiku,
dopaminu, kyseliny askorbové, kyseliny mocové, alfa-fetoproteinu, aj.

b) K detegovani kovovych ionti Cd?" a Pb?*, pesticidd jako je methylparation, apod.
V zivotnim prostiedi.

€) V potravinovém prumyslu k detekci bakterii, jejich toxint ¢i antibiotik.

Label — free detekce DNA s pouZitim elektrody modifikované oxidem grafenu

Tym Bing Li v roce 2015 publikoval praci, ktera byla zamétena na label-free detekci DNA.
Hlavnim zamérem byla imobilizace a detekce DNA bez pouziti latek, které by DNA oznacily
nebo jinych ptidavnych latek, které¢ by amplifikovaly vysledny signal. Detekce DNA byla
provadéna pomoci modifikovanych tisténych grafenovych elektrod, které by mohly spliovat

pozadavky pro primyslovou vyrobu.

Oxid grafenu byl imobilizovan na povrchu grafenové elektrody prostfednictvim vazeb n-n a
nasledné redukovan pomoci cyklické voltametrie. Takto vytvotené dvouvrstvé elektrody oxid
grafenu-grafen poskytovaly vyssi redoxni proud (o 42 % a 36,7 % vyssi) v porovnani s
elektrodou nahromadéného grafenu nebo elektrody z redukovaného oxidu grafenu. Rychly
ptenos elektronll je dan kombinaci velkého poctu elektroaktivnich mist v redukovaném oxidu
grafenu a vybornou vodivosti grafenu. Sonda SSDNA (jednovlaknova DNA) byla
imobilizovana na povrchu dvouvrstvé elektrody redukovaného grafen oxid-grafenu pies systém
n-t vazeb a poté hybridizovana s cilovou cDNA (komplementarni DNA). Vznik dsDNA
(dvouvlaknova DNA) byl monitorovan diferencné pulsni voltametrii, kde byla zaznamenana
vyska piku a byla vytvorena kalibra¢ni zavislost. Tento systém umoznil detegovat gen viru
lidské imunodeficience 1 v linearnim rozsahu od 107 do 10"*2 M s detekénim limitem (LOD)

1,58 x 1013 M [58].
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Detekce glykovaného hemoglobinu pomoci nanocdastic zlata zabudovanych do N-

dopované desky

Glykovany hemoglobin (HbAlc) se stanovuje u pacientl, ktefi trpi onemocnénim diabetes
mellitus. Hladina HbAlc poskytuje informaci o primérné hladiné glukézy v Krvi v del$im

Casovém obdobi (2 az 3 mésice). Utkarsch Jain a kol. se v roce 2017 zabyval vytvofenim

v

Zabyvali se sestavenim biosenzoru z N-dopovaného grafenu, do které¢ho byly zabudovéany
nanocastice zlata. Takto zhotoveny film byl elektrochemicky adsorbovan na FTO (vrstva fluoru
dopovana cinem) elektrodu. Na modifikovanou elektrodu byl imobilizovan enzym FAOQO
(fructosyl amino-acid oxidase). Takto konstruovany biosenzor vykazoval §iroky linearni rozsah
v rozmezi koncentraci od 0,3 do 2000 uM pfi potencialu +0,2 V. LOD systém ¢inil 0,2 uM,
pticemz dany systém byl stabilni po dobu 4 mésici. Zlepseni limitu detekce u tohoto biosenzoru
bylo docileno synergickym t¢inkem grafenu s nanocasticemi zlata. Tento proces byl sledovan
pomoci impedan¢ni spektroskopie. V porovnani Skonvenénimi metodami, je tato

elektrochemicka technika vice specificka, snadna a pfedevsim rychla [59].

Detekce prostatického specifického antigenu zaloZena na oxidu grafenu s nanocasticemi

zlata

Rakovina prostaty je nejcastéjsim nadorovym onemocnénim muzil v rozvinutych zemich a
hned po karcinomu plic je druhou nejcastéjsi pri¢inou umrti z onkologickych divodu. Riziko
onemocnéni karcinomem prostaty se u muzi s vékem zvySuje. Pfi diagnostice karcinomu
prostaty se detekuje zvySena hladina prostatického specifického antigenu (PSA) krvi. PSA,
znamy téZ pod nazvem kalikrein 3, je serinovéa protedza produkovana buiikami prostaty.
Fyziologickéd hodnota PSA v séru je pod 4 ng/ml. Vys$si hodnota PSA nemusi hned poukazovat

pfimo na karcinom prostaty, ale také na benigni hyperplazii nebo na zanét prostaty [60].

Konstrukei biosenzoru, ktery by disponoval pfesnou, citlivou a spolehlivou detekcei se zabyval
biotechnologicky a analyticky tym z Indie pod vedenim Mintu Pal a Raju Khan (2017).
Zakladem biosenzoru byla platinova elektroda, ktera byla ponofena do roztoku HAuCly,
pomoci kterého na ni byly elektrochemicky naneseny nanocastice zlata a nasledné i GO. Po
aktivaci povrchu elektrody na ni byly imobilizovany monoklonalni protilatky anti-PSA, které
vychytavaly PSA ze vzorku (schéma metody viz obrazek 12). Na zavér byla elektroda se
vzniklym imunokomplexem promyta v hovézim sérovém albuminu (BSA) a uhli¢itanovém

pufru, aby se zamezilo nespecifické vazbé€ analytu na elektrodu. Funkénost takto sestaveného
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biosenzoru byla ovéfena cyklickou voltametrii. Bylo prokézéano, ze synergii GO a Au dochézi
ke zvySeni vodivosti. Tato skute¢nost je dana eletrokatalytickym efektem Au-GO elektrody,
ktery je zplsoben interakci m-m S sp? hybridizaci grafenu. K uréeni koncentrace PSA byla
pouzita metoda DPV. Citlivost této metody se pohybovala v rozmezi od 0,001 fgmL™? do
0,02 pgmL™ LOD byl stanoven na 0,24 fgmL™ [61].
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Obrazek 12 - Schématické znazornéni procesu vyroby elektrochemického senzoru (au-GO)

zalozeného na monoklonalni anti-PSA protilatce imobilizované na AuGO elektrodé (pfevzato z [61])

Label-free detekce alfa-fetoproteinu pomoci aptasenzoru zaloZeného na oxidu grafenu

Alfa-fetoprotein (AFP) je onkofetalni protein, ktery se ve velkych koncentracich vyskytuje v
organismu lidského plodu. Po narozeni jeho hladina v séru novorozence prudce klesa. AFP se
vySetiuje v té¢hotenstvi v obdobi 16. tydne pro ptfipadnou diagnostiku vrozenych chorob
naptiklad Downlv syndrom nebo vady nervové trubice. Naopak po narozeni jeho zvySena

hladina poukazuje na rakovinu jater nebo jaterni metastazy.

Shaohong Yang a kol. (2018) se zabyvali sestrojenim elektrochemického aptasenzoru na bazi
GO. Aptasenzor je senzor zalozeny na aptamerech, coz jsou kratké useky jednovlaknové DNA
nebo RNA. V soucasné dob¢ jsou stale Castéji vyuzivany misto protilatek, nebot’ mnohé studie
prokazaly vyssi specifitu k analytim nez vyrabéné protilatky. Grafen byl pouzit na modifikaci
elektrody ze skleného uhliku (GC), na jejiz povrch byly imobilizovany NHz-funkcionalizované
aptamery se specifitou k AFP pomoci karbodiimidové metody za vzniku kovalentnich vazeb.
Povrch GO diky velkému mnozstvi funk¢nich skupin (karboxylovych a hydroxylovych) je
idealni pro imobilizaci NH2 skupin. Takto zhotoveny aptasenzor ptedstavuje vyhody oproti
stavajicim — neni potfeba sekundarni znacené protilatky, vykazuje vétsi stabilitu, vyssi

efektivitu a zejména mensi Casovou naro¢nost. Sestrojeni takovéhoto senzoru popisuje obrazek
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13. Linearni rozsah takto sestaveného aptasenzoru V rozmezi koncentraci 0,01-100 ngmL * a

LOD byl stanoven na 3 pg mL™. AFP bylo detegovano pomoci cyklické voltametrie [62].
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Obrazek 13 - Schéma detekce AFP (pievzato z [62])

Detekce srde¢niho troponinu I pomoci N-dopované grafenoxidové elektrody

Kardiovaskularni nemoci pfedstavuji jedno z nejvysSich rizik mortality u vSech nemoci ve
vyspélych zemi. Troponin I se vyskytuje v kosternim svalstvu a myokardu a slouzi jako
kardiomarker k monitorovani poSkozeni myokardu. Dojde-li k jeho poskozeni, troponinovy

komplex se rozbije a nasledné dojde k uvolnéni proteinti do krevniho obé&hu.

Vyzkumny tym Fereshteha (2018) se zabyval sestrojenim elektrochemického imunosenzoru na
bazi dusikem dopovaného redukovaného oxidu grafenu (N-prGO), ktery slouzi pro detekci

cTnl (schéma znazornéno na obrazku 14).
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Obriazek 14 - Schéma syntézy N-dopovaného pr-GO a schema detekce Troponinu 1 (ptevzato z [63])

Elektroda modifikovana povrchem (N-dopovanym redukovanym oxidem grafenu) N-rGO byla
dale funkcionalizovana pyren-COOH a pyren-PEG-OH, na které byl kovalentné

(karbodiimidova metoda) navazan aptamer Tro4, diky kterému mohl byt specificky navazan
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cTnl a nasledn¢ detegovan. Pro label-free detekci troponinu I pomoci aptasenzoru byla pouzita
metoda DPV za pouziti [Fe(CN)e]* jako redoxni sondy. LOD tohoto imunosenzoru ¢&inil

1 pg/ml. Takto zhotoveny senzor disponuje oproti sou¢asnym metodam pro stanoveni cTnl

v

Senzitivni amperometricka detekce nadorovych markerti pomoci nanocastic Fe2O3

zabudovanych do struktury GO

Ptesnost, citlivost a nizka nédkladovost, tyto faktory jsou rozhodujici pro méteni nékolika
analyti ve vzorku pacienta. Mohamed Sharafeldin a kol. (2017) se zabyvali funk¢énosti
elektochemického imunosenzoru, ten byl sestrojen ze sekundarnich protilatek, na které byly
navazany nanocastice Fe3Os modifikované GO. Takto znaCené protilatky slouzily
K vychytavani antigenu (prostatického specifického antigenu — PSA a prostatického
specifického membranového antigenu - PSMA) ze vzorku. Nasledné¢ pomoci magnetické
separace ve zkumavce, byly pfeneseny do Cipu, kde doslo k jejich navazani na povrch, ktery

byl znacen primarnimi protildtkami.

PSA A PSMA byly detegovany amperometrickou metodou. Vysledky této studie ukazaly, Ze
nanocastice Fe3Os nanesené na redukovaném GO jako znacky protilatek usnadiiuji detekci
proteini v analyzovaném vzorku a elektrochemickou detekci. Pfipojeni cetného mnoZzstvi
Fes04 zesiluje amperometricky signal pro kazdy protein. Dalsi vyhodou takto zkonstruovaného
senzoru je jeho dobra reprodukovatelnost. Touto metodou bylo dosazeno vybornych LOD a to

15 fg/ml pro PSA a 4,8 fg/ml pro PSMA v séru [64].

Label-free imunosenzor pro detekci srdeéniho myoglobinu s vyuZzitim grafenovych

kvantovych tecek

Myoglobin je bilkovina, ktera se bézn¢ vyskytuje buiikach srde¢ni a kosterni svaloviny a ktera
slouzi k diagnostice jejich poskozeni. Hlavnim ukolem myoglobinu je vazat kyslik a pfenaset
do tkani, které jej vyuzivaji. Za fyziologickych podminek je myoglobin uvniti tkani, dojde-li

k n&jaké patologii, je uvolnén do krve, kde je snadno detegovatelny.

Satish a K. Tuteja a kol. (2017) se zaméfili na sestrojeni label-free imunosenzoru, ktery je
zalozen na elektrochemické impedancni spektroskopii pro citlivou detekci srde¢niho
myoglobinu. Hydrotermalné syntetizované grafenové kvantové tecky (GQD) byly adsorbovany
na povrch tisténé elektrody. Na takto modifikovanou elektrodu byly navazany specifické

protilatky proti myoglobinu.
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Imobilizace specifickych protilatek na sitotiskové elektrodé modifikované GQD poskytla
nastroj pro pfimou detekci srde¢niho myoglobinu. Funkce tohoto biosenzoru byla ovéfena
pomoci DPV a elektrochemické impedanéni spektroskopie (EIS). LOD byl stanoven 0,01 ng/ml
[65].

Neinvazivni detekce rakoviny dutiny ustni pomoci rGO obohaceného oxidem
zirkonicitym

Tym autora Suveen Kumar a kol. (2016) jako prvni publikovali studii, ktera spojovala acinky
oxidu zirkonicitého a redukovaného GO. Tento tym se zabyval studii neinvazivni a label-free
detekce peroralniho biomarkeru CYFRA-21-1. Orélni rakovina je Sestou nej¢astéjsi rakovinou,
jez je zpusobena nekontrolovatelnym rustem bunék v dutiné ustni, rtt, dutin, jazyka, apod.
Hlavnimi pfi¢inami vzniku je zvykani tabdku, koufeni, konzumace alkoholu, ¢i lidsky

papilomavirus.

K sestrojeni senzoru pouzili rovnomérného rozmisténi ZrO2 na povrch redukovaného oxidu
grafenu, toho bylo docileno pomoci jednokrokového hydrotermalniho zpracovani.
Zabudovanim ZrO2 bylo dosazeno vyssi elektrochemického ucinku. Nésledné byl tento film
adsorbovan na povrch sklenéné elektrody z oxidu indito-cinicitého (ITO). Takto modifikované
elektroda ZrO2-rGO/ITO byla funkcionalizovana 3-aminopropyl triethoxanem (APTES) pro
zavedeni aminoskupin, které byly vyuzity pro vazbu protilatek proti CYFRA-21-1. Nasledna
inkubace s BSA slouzila pro zabranéni nespecifické sorpce. Vysledné méteni ukazalo, Ze takto
sestaveny biosenzor vykazuje oproti soucasnym metodam (napt. ELISA) zlepSeni
heterogenniho prenosu elektrontl, vyssi citlivost, linedrni detekéni rozsah 2-22 ng mL™ a nizsi
LOD, ktery byl 0,122 ng mL™ [66].

Detekce biomarkeru karcinomu prsu pomoci DNA biosenzoru na bazi redukovaného GO
modifikovaného nanocasticemi zlata

Karcinom prsu je nejcastéj$im onemocnénim rakoviny u zen a soucasné také nejvétsi pii¢inou
umrti. Karcinom prsu Ize diagnostikovat pomoci dvou markerti — HER2 (téz nazyvan ERBB2),

transmembranovy protein, ktery podporuje rist a déleni bun€k a pii jeho nadmérné expresi

muze dojit ke vzniku nadoru. Druhym markerem je CD24, coZ je bunécny membranovy protein.
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Ayman Ali Saeed se spolu se svym kol. (2017) zabyval sestrojenim senzoru na bazi DNA. Tyto
senzory jsou levné, citlivé a jednoduché diagnostické nastroje pro genetické testy. Nanoc¢astice
zlata (AuNPS) a oxid grafenu byly zabudovany do struktury elektrody ze skelného uhliku (viz
obrazek 15). Do této struktury elektrochemicky vneseny i 2 typy tsekit DNA a to ERBB2c a
CD24c. V tomto elektrochemickém DNA senzoru byla vyuzita metoda "sendvi¢ového typu" a
jeji odezva byla métena amperometricky. Takto zhotoveny biosenzor se ukdzal jako vynikajici
platforma pro imobilizaci thiolovanych sond pro zachycovani nukleovych kyselin.
Elektrochemicka detekce markeru rakoviny prsu ERBB2 a kontrolni znacka CD24 pomoci této
platformy jasné ukazaly, ze doSlo oproti samotné GC elektrodé ke zlepSeni signalu pomoci

AuNPs a GO. LOD naméfeny timto senzorem byl 0,16 nM a 0,23 nM pro ERBB2 a CD24 [67].

TMBg,, H,0 HRP TMB,,
Colourless $ 2 ‘ Blue

“\wvvv\, /\‘

L
;”

‘A’AII |"’_ X ?s( v
T e

i
9
R

S
: ‘9%.;‘»_.

_.z

GCE o

7 »
] 6mhOH o EREB2c  VVVVVAAA ERBS2 target DNA-HRP

AuNPs a-ATP
unPs n,n—@—su sEREaEI., 6o

TVB: 3,3'5,5"-Tetramethylbenzidine

Obrazek 15 - Schéma upravy povrchu GO nanoéasticemi zlata (pfevzato z [67])

Detekci nadorového supresorového proteinu p53 za pouZiti nanokompozitu na bazi poly-

cysteinu/grafenovych kvantovych tec¢ek/Au nanocastic

Protein p53 funguje v organismu jako transkripéni faktor, reguluje expresi mnoha genti. Tento
protein vyhleddva na tisecich DNA chybova mista, v pfipad¢ jejich nalezu spusti produkei genu
p21, jehoz pomoci se zastavi dalsi déleni bunky. Pokud dojde k mutaci v genu p53, dochazi

k proliferaci chybné¢ sekvenovanych bungk.

Mohammad Hasanzade a kol. (2018) se ve své studii zabyvali sestrojenim elektrochemického
imunosenzoru. Zakladni matrici tohoto imunosenzoru byly grafenové kvantové tecky (GQD),
nanocastice zlata (AuNPs) a poly-cystein. Timto kompozitem byla modifikovana zlata

elektroda.
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Doslo tedy k sestaveni senzoru (P-cys/GQD/AuUuNPS/Au), na ktery byly imobilizovany
protilatky proti proteinu p53. Funkénost byla sledovana pomoci diferen¢né pulsni voltametrie

a square-wave voltametrie. Bylo dosazeno LOD 0,065 fM [68].

Detekce karcinoembryonalniho antigenu pomoci imunosenzoru na bazi nanokompozita

grafenu obalenych nanocasticemi zlata

CEA je bézn¢ vytvaren béhem fetalniho vyvoje v epitelialnich bunkach. Pokud dojde k jeho
zvySené koncentraci v séru, slouzi jako biomarker nddorovych onemocnéni, a to zejména

v nadorech traviciho traktu, plic, prostaty, aj.

Zhong a kol. (2010) publikovali studii, ve které zkoumali zvySeni citlivosti imunosenzoru
pomoci nanokompozitd grafenu (NGGNs) obalenych nanocasticemi zlata. Takto
zkonstruovany senzor byl pouzit k detekci CEA. AuNPs byly elektrochemicky adsorbovany na
GC elektrodu, kterd byla modifikovana pruskou modii. Na takto zhotoveny povrch pak byly
adsorbovany specifické molekuly zachycujici analyt — protilatky anti-CEA. Sekundarni
protilatka znacena kienovou peroxidazou (HRP) byla navazana na vznikly imunokomplex a
detegovana elektrochemicky. Vysledny zaznam z HRP/anti-CEA/NGGN senzoru vykazuje
vysokou citlivost a rovn&z dynamicky linearni rozsah 0,05-350 ng ml™ s nizkym LOD 0,01 ng
nm™ CEA. Aplikace tohoto imunosenzoru pro detekci CEA ve vzorcich séra byly ziskanymi

metodami porovnatelné s referenénimi hodnotami [69].
Detekce PSA pomoci imunosenzoru zaloZeném na grafenu

Imunosenzor byl sestaven z vrstvy redukovaného oxidu grafenu, ktery byl modifikovan
thioninem (TH), kfenovou peroxiddzou a sekundarnimi protilatkami anti-PSA a z GC
elektrody, na kterou byl opét adsorbovan redukovany oxid grafenu a nasledné¢ byly na takto
modifikovanou elektrodu imobilizovany primarni protilatky anti-PSA. Antigen byl poté
vychytan ze vzorku vazbou na dané protilatky. Schéma tohoto imunosenzoru je zobrazeno na

obrazku 16.

Sestrojeny imunosenzor vykazoval odezvy v rozmezi 0,002-10 ng/ml a LOD 1 pg/ml, dobrou
reprodukovatelnost, selektivitu a stabilitu. Dobry vykon tohoto imunosenzoru (nizky LOD,
selektivita) je pricitana grafenovému vysokému pomeéru povrchu k objemu, coz umoziuje
imobilizaci velkého mnozstvi Abi, Abz, TH i HRP a jeho dobrou elektrickou vodivosti, ktera

umozni zlepSeni elektronového transferu mezi TH, HRP, H20: a elektrodou [70].
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Obrazek 16 - Schéma konstrukce a detekce PSA pomoci rGO (pievzato z [70])

Detekce PSA pomoci grafen/Ag nanokompozitu

Lei Yu a kol. (2017) se zabyvali sestrojenim elektrochemického imunosenzoru pro detekci
PSA. Tento imunosenzor byl sestaven vrstvu po vrstveé, obsahoval bovinni sérovy albumin
k zabranéni nespecifické sorpce, funkcionalizované grafenové nanocastice a nanocastice
stiibra. VSechny tyto komponenty byly tepelné Zihany pii 340 °C za ucelem vzniku tenkého a
rovnomérného filmu AgNP s poréznim inkorporovanym grafenem - (AgEPG). Nasledné byl
tento film nanesen na povrch FTO elektrody. Na povrch zalata byly imobilizovany protilatky

anti-PSA. Detekce byla provedena pomoci vazby specifické antigenu na protilatku.

Takto sestaveny senzor byl pouzit pro detekci PSA. Za optimalnich elektrochemickych a
imunoreak¢nich podminek byl stanoven LOD na 0,44 ng/ml. Hladina PSA byla detegovana

metodou linearni voltametrie [71].

Detekce proteinu Ki-67 jako biomarkeru karcinomu pankreatu pomoci imunosenzoru

zaloZeném na grafeno-polydopaminovém nanokompozitu

Ki-67 je antigen, ktery je vazan na jadra bun¢k v bunééném cyklu. Je detegovatelny v bunkach,
které prosly tazi déleni. Pokud je detegovan v jiné fazi cyklu, slouZzi jako ukazatel nddorového

bujeni. V soucasné dobe¢ je jeho stanoveni provadéno imunohistochemicky.

Liguo Hao a kol. (2017) studovali ucinnost elektrochemické imunosenzoru zalozené¢ho na
dudlnim amplifikaénim mechanismu, ktery byl vysledkem G¢inku nanocastic zlata (AuNP) a

polydopaminu (PDA). Tyto komponenty byly spolecné s grafenem pouzity jako platformy
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studovaného imunosenzoru, ktery byl zkonstruovan pro detekci proteinu Ki-67. PDA byl pouzit

k imobilizaci protilatek i ke znaceni.

Tento imunosenzor byl konstruovan na bazi amplifikace mezi sondou a modifikovanou
elektrodou. Jako sonda zde slouzil povrch grafenu, na kterém byly naneseny AuNPs, HRP,
PDA a neznaCené sekundarni protilatky anti-Ki-67 znatené HRP. ITO elektroda byla
modifikovana povrchem AuNPs-PDA a nésledné na ni byly imobilizovany primarni protilatky
anti-Ki-67. Antigen byl poté ze vzorku vychytan vazbou na protilatky. Detekce Ki-67 byla
provedena amperometricky a vysledny LOD byl stanoven na 1,7 pg/ml [72].

Detekce proteinu EN2 pomoci biosenzoru na bazi uhliku a grafenu

Vyzkumny tym Kalpana Settu (2017) provedl studii elektrochemického biosenzoru na bazi
aptameru, ktery slouzil pro detekci proteinu EN2. Tento protein patii mezi dalsi biomarkery
karcinomu prostaty. Je zndmy jako silné pojivo pro specifickou sekvenci DNA (5-TAATTA-
3"), ktera reguluje transkripci. Pro vyuziti této vlastnosti byly aptamerové sondy se sekvenci
TAATTA imobilizovany na povrchu tisténé uhliko-grafenové elektrody pomoci
karbodiimidové metody. Pro kvantitativni detekci proteinu EN2 byla pouzita cyklicka
voltametrie. Elektrochemicka méfeni Gispé$né detegovala protein EN2 v linearnim rozsahu od

35 do 185 nM a LOD byl stanoven na 33,8 nM [73].

Detekce antigenu 15-3 pomoci sklenéné uhlikové elektrody modifikované N-dopovanym

grafenem

Ligiong Liu a jeho kol. (2017) se zaméfili na sestrojeni elektrochemického imunosenzoru na
bazi N-dopovanych grafenovych listl pro senzitivni detekci antigenu CA 15-3, ktery slouzi
zen. Za fyziologickych podminek je tento antigen CA 15-3 obsazen v séru v koncentraci
25 U/ml.

Tato studie piedstavuje label-free elektrochemicky imunosenzor, ktery v dusledku N-
dopovaného grafenu vykazuje vyssi vodivost a lepsi ptenos elektronti. Pracovni elektroda byla
modifikovana pfipojenim cilové protilatky, tedy anti-CA 15-3 na povrch N-dopované grafenem
modifikované elektrody ze skelného uhliku. Tento systém vykazoval LOD 0,017 U/mi

s pouzitim diferen¢né pulsni voltametrie jako detekéni techniky [74].
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Detekce C-reaktivniho proteinu na bazi antrachinonem znac¢enych protilatek s pomoci

sitotiskové grafenové elektrody

V této studii se Sakda Jampasa a kol. (2018) zaméfili na sestrojeni elektrochemického
imunosenzoru, k némuz vyuzili tiSt€nou grafenovou elektrodu (SPGE) pro jednoduché a vysoce
citlivé stanoveni C-reaktivniho proteinu (CRP). Tento protein je proteinem akutni faze, je
produkovan v jatrech a je povazovan za dulezity biomarker zanétu nebo kardiovaskularnich

onemocnéni.

Senzor se sklada ze dvou protilatek specifickych pro CRP. Prvni je neznacena protilatka (Anti-
1 Ab), druha je antrachinonem zna¢ena sekundarni protilatka (AQ-2 Ab). Protilatka Anti-1 Ab
byla kovalentné pripojena k povrchu SPGE pomoci L-cysteinu a modifikovaného Au za ucelem
vytvoreni anti-CRP povrchu. Po vazbé CRP a AQ-2 Ab byla méfena odezva takto zhotoveného
imunosenzoru. Odezva byla méfena diferencialné pulsni voltametrii. Koncentrace CRP byla

detegovana v rozmezi 0,01 az 150 pg/ml [75].

Label-free imunosenzor na bazi oxidu grafenu pro rychlé a citlivé stanoveni nadorového

markeru HSP70

HSP70 (z angl. heat shock protein) je protein, ktery patti do skupiny chaperond, které se podileji
na spravném sbalovani dalSich bilkovin. Jejich syntéza nastava pti bunééném stresu (zména pH,

zména teploty, atd.).

Burcu Ozcan a kol. (2016) publikovali praci, ve které se zabyvali sestrojenim label-free
imunosenzoru na bazi oxidu grafenu pro detekci HSP70. Biosenzor byl zkonstruovan
z pracovni elektrody ze skleného uhliku, ktera byla nasledné potaZena vrstvou oxidu grafenu.
Na takto zhotovenou elektrodu byly jako biorozpoznavaci prvek pomoci kovalentnich vazeb
imobilizovany protilatky proti HSP70 (tedy anti-HSP70) viz obrazek 17. Detekce HSP70
probéhla diky specifické vazb& na imobilizované protilatky. Uinnost imobilizace byla
detegovana pomoci cyklické voltametrie a elektrochemické impedanéni spektroskopie.
Linearni rozsah takto zkonstruovaného imunosenzoru ¢inil 12-144 fg/ml. LOD nebyl uveden
[76].
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Obrazek 17- Schéma konstrukce imunosenzoru pro detekci HSP70 (pfevzato z [76])

Elektrochemicky imunosenzor na bazi polyethyleniminem modifikovanym GO pro

detekci GFAP

GFAP neboli glidlni fibrilarni acidicky protein, je bilkovina pfechodného vldkna a je
exprimovana urcitymi butikami centradlniho nervového systému. V medicin€ dnes slouzi jako

spolehlivy biomarker poskozeni CNS.

Kanadsky vyzkumny tym Sultana Kethani a kol. (2018) se zabyval sestrojenim imunosenzoru
na bazi GO, ktery byl modifikovan polyethyleniminem (PEI). PEI byl adsorbovan na tisténou
grafenovou elektrodu, na kterou byly nasledné¢ imobilizovany protilatky anti-GFAP. Tento
komplex byl nasledné pouzit pro zachyceni GFAP ze vzorku. Funkénost tohoto imunosenzoru
byla detegovana pomoci elektrochemické impedanéni spektroskopie (EIS) . Tato metoda
detegovala pfitomnost proteinu v linearnim rozsahu od 1 pg/ml do 100 ng/ml. Takto
konstruovany imunosenzor poskytuje oproti klasické ELISA metodé¢ zna¢né vyhody. Disponuje

cvwr

vysledky méteni ziskaji za 45 minut, kdezto u ELISA metody za 3-5 hodin [77].

Nanodastice stiibra adsorbované na povrchu grafenu pro detekci viru ptaci chripky
subtypu H7

Virus ptaci chiipky subtypu H7 je nizko patogenni, ktery se miize vyskytovat u slepic nebo
vykrmovanych krat. BéZnymi projevy ndkazy timto virem jsou respiratorni symptomy nebo
zvySena mortalita. Tento subtyp je nachylny k mutacim a pro ptaky tak velice ohrozujicim

virem, jenz je pfenosny i na ¢lovéka.

Jiaoling Huang a kol. (2016) sestavili senzor pro detekci ptaci chiipky subtypu H7. Zakladem

byla zlatd elektroda potaZend nanocésticemi zlata a grafenem. Na tento povrch pak byly

38



imobilizovany monoklondlni protilatky H7 (MAbs). Imunoanalyza byla provedena pomoci
specifické vazby antigenu ze vzorku a polyklondlnich protilatek H7 (PAbs), které byly
imobilizovany na povrchu grafenu s nano&asticemi stfibra. Uginnost tohoto imunosenzoru
sendvicového typu byla ovéfena pomoci CV. LOD byl stanoven na 1,6 pg/mL. Vysledky
ukazaly, ze takto zhotoveny imunosenzor je vysoce specificky a citlivy a jeho potencialni

aplikace by mohla byt vyuzitelna pro rychlou detekci patogennich organismi [78].
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5 Zavér

Grafen jako uhlikovy nanomaterial vynika svymi specifickymi vlastnostmi. Je velice pevny,
ma vyborné elektrické a optické vlastnosti. Pro tyto vlastnosti je Siroce uplatnitelny, ovSem
problémem stale zlstava jeho vyroba. V soucasné dob¢ jiz sice zname vice zpusobd, jak ho
vyrobit nebo pfipravit, ale u kazdé metody se nachazeji velkd negativa — nizka kvalita

vyrobeného grafenu, vysoka finan¢ni naro¢nost nebo mala vytéznost metody. Proto je zapotiebi
zvysit povédomi a zajem o takovémto materidlu a zaméfit se na dal§i zptisoby jeho mozné
vyroby.

Studie, které byly ohledné grafenu publikovany, dokazuji, Ze jeho vyuziti v elektrochemické
detekci by mohlo byt zasadni v klinické praxi. Grafen byl bud’ pouZit jako film na Gpravu
povrchti elektrod, diky némuz doslo k vylepSeni elektrochemickych vlastnosti daného
elektrodového systému nebo byl pouzit jako znacka protilatek. V mnohych studii byly pouzity
také jeho dva derivaty — oxid grafenu a redukovany oxid grafenu. V nékterych studiich byl
grafen obohacen jinymi nanokompozity (nanoc¢asticemi zlata, stiibra, dusiku), coz vedlo ke

zlepseni predevsim jeho elektrochemickych vlastnosti. VSechny uvedené studie prokazaly, ze

v

Grafen tedy do budoucna nabizi velmi slibnou aplikaci na poli biosenzorii a to zejména

k detekci proteinovych biomarkert, jejichz koncentrace jsou zasadni k diagnostice karcinomtl.
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