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1. Uvod

Proteiny jsou fedmétem zajmu elektrochemikjiz od 30. let 20. stoleti. Nejprve byly
experimenty s proteiny prové&ay na rtwové elektrod a postupemcasu byly
vynalézany #izné nové postupy zkoumani ve spojeniznymi druhy elektrodovych
materiab. Od 70. let 20. stoleti jsou studovany oxidacetgind (oxidaci podléhaji
aminokyseliny tyrosin, tryptofan a cystein) na éleddlach ze skelného uhliku. To je
druh elektrody, ktery je svymi vybornymi mechanioky vlastnostmi a snadnym
ocistenim povrchu velmi vhodny ke zkoumani adsorpcéeal@vsim redoxniho chovani
elektroaktivnich proteiin

V souwasnosti maji velky potencial mikroelektrody, kterge spojeni
s elektrochemickymi stanovenimi jsou velmi vhodnédteniin vivo. Vyuzivana jsou
piedevsim uhlikova vlakna, o kterych je vSak znaneonéposkytuji oxidai signély
kvili omezer probihajici adsorpci protain Cilem této prace bylo nalézt modifikaci
povrchu elektrody, kterd by umoznila odstranit oizkschopnost povrchu uhlikového
vlakna adsorbovat proteiny. K tomu bylo vyuZito kiéteforetické depozice uhliku,
vedouci k modifikaci povrchu vrstvou grafenu. Mamgim proteinem byla globularni
bilkovina howzi sérovy albumin (BSA), obsahujici elektroaktivaminokyseliny
tryptofan, tyrosin a cystein. Pouzitymi elektrochekymi metodami byly: cyklicka
voltametrie, cyklicka voltametrie s transferem aag wave voltametrie. Pro srovnéni

byly provadny experimenty i s elektrodou ze skelného uhliku.



2. Teoretickasast

2.1. Elektrochemie protein

2.1.1. Katalytické procesy

V tricatych letech 20. stoleti bylo v Heyrovského latai objeveno [1], Ze proteiny
na polarografické viprodukuji ged vinou sodnych ioitvinu asi 0 0,3 V pozitivgsi,
tzv. praenatriovou vinu, a to diky katodickémuueglvani vodiku na kapajici rtavé
elektrod (dropping mercury electrode, DMETato vina byla nedostate rozvinuta
a byla velmi blizko Sumu pozadi, proto se myslgopude mit malé analytické vyuZziti
[2], [3]. O padesat let pozd bylo zjiSttnho chrono-potenciometrickou rozpotst
analyzou ¢hronopotentiometric stripping analysis, CBSAvisici rtfovou kapkovou
elektrodou anging mercury drop electrode, HMPEa vyuziti konstantniho proudu,
Ze peptidy a proteiny poskytuji charakteristickyk i negativnich potencialech
za nanomolarnich i subnanomolarnich koncentraci T2hto pik, podobkin jako pik
praenatriovy, ma zaklad v katodickém wdwani vodiku a byl oz@an jako H pik
(H podle chemika Jaroslava Heyrovského, vysokéivegti (High sensitivity)
¢i vyluéovéani vodiku (Hydrogen evolution). Nedavno byloestgno, Ze H pik je citlivy
k celkovym i mistnim konforntmim zménam bilkovin. B vhodnych podminkach
umo#iuje rozeznat denaturované, redukovanéagregované formy proteinod jejich
nativnich staw, stejré jako rozeznani mutovanych forem od forerivgdnich [2].
Mechanismus tohotosfe mize byt znazorn nasledovix proton H, od3&peny z BH
(kyselécasti roztoku), reaguje se zapdmabitym povrchem rtuti (B-R-> B+ H"; H'

+ &' o (H),). Katalyticky aktivni skupina —Xve své protonizované foem-X-H je
kyselejSi nez skupina B-H atipmnohem nizSich koncentracich je adsorbovéana
na elektrodu nebo ve fyzickém kontaktu s ni (—XgHa také od$puje proton
(-X-H)el & (-X)o + H; H" + € & (H)y). P urtitém negativnim potencialu
se vodikové atomy navazané na povrchu @l@ odali se od elektrody ve forén
molekuly vodiku (2(Hs — Hy). Deprotonizovana forma (=), se obnovi pomoci
skupin B-H, které jsou vroztoku v nadbytku ((3oX+ B-H < (=X-H)¢ + B).
Vysledkem je, Ze ,kyseld komponenta“ B-H je elektdukovana za vyvoje plynného

vodiku @i napsti, které je mé& negativni nez ip negritomnosti katalyzatoru —X-H



na elektrod. Fri praenatriovém proudu je ndsim katalyzatoru protein, obsahujici
nékolik skupin —X-H. V okoli zapor& nabité elektrody je pro katalyticky proces

ucinnou slozkou kyseliny BH v roztoku amonny katianH(; ) [4].

Reakce katodického vytovani vodiku a jeji reversni podoba vzbuzuji velky
zdjlem mezi elektrochemiky, a to nejen tim, Ze jstwickymi metodami
pro porozunini zakladnim mechanisim elektrochemickych reakci, ale i tim, Ze maji
zasadni vyznam pro budouci vyuZziti v technologipeiivovych ¢lanka ¢i rostlinné
vyrob¢ vodiku. Zcela firozere je bioelektrokatalyza vodiku zaiena na katalytické
vlastnosti enzyrn hydrogenas a jejich sloZzek, zda jsou rozpustnéztoku nebo
zablokovany na povrchu elektrod.feBtoZze jsou hydrogenasy mezi proteiny
nejzejmejSimi adepty pro vyrobu vodiku, je znamo, Ze mnohtg ne vSechny
bilkoviny, jsou schopny za jistych podminek katalyat @i vylucovani vodiku.
Tomuto vSak toh@asu nebyla hovana dostat®d pozornost, oproti souvisejici, tby
odlisné, ,Brdtkove reakci“ proteiri obsahujicich cystein. Tyto proteiny poskytuji
dvojitou vinu v gitomnosti ionti kobaltu (vySka této viny jeipmo uUn€rna pctu
cysteinovych¢asti v molekule, ne zadnych jinych skupin) [3],.[4]lna dosahuje
pii napsti 200 mV pozitivejSich hodnot proudu nez vina praenatriova, protderbyt
piesréji meéiena a studovana [5]. Jednd se zde o to, Ze atgmzsHSH skupiny
je navazan na kobalt (je mozno téZz na nikl) v kampl a jeho vodikovy atom
je aktivovan jak k zapojeni se do elektrodoveéhoceso vylodeni vodiku, tak i
k obnoveni donoru protonu v roztoku. Katalytickytiahi c¢asti kobaltitého komplexu
bude pravdpodobr struktura (viz Obr. 1) [4].
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Obr. 1: Katalyticky aktivntast kobaltitého komplexu

Mezi Brdickovou reakci bilkovin a nizkomolekularnich tliiobyly brzy objeveny
rozdilnosti. Zatimco proteiny davaji s chloridem xdw@minkobaltitym stejny
katalyticky proud jako s chloridem kobaltnatym, kdmolekularni thioly davaji kil

malou, nebo Zadnou odezvu. Tento rozdil byl ¥tlem vytvaenim sil@jSiho

viN s



aplné redukci zbavit vSech ligain@ stat se katalyzatorem s —SH skupinou, to v3ak je
tehdy, je-li umisin na ochranné vrsiproteinu adsorbovaného na elektr¢4i.
Katalyticka elektroredukce vodikovych idgnheni jedind moznost, jak proteiny
vykazuji aktivitu na kapajici rtové elektrod: 1) jako vysokomolekularni latky
se adsorbuji na povrchu rtuthem utitého nati, které niize byt udrzovanoiznymi
zpasoby; 2) proteiny obsahujici cystin poskytuji re¢hikviny disulfidickych vazeb;
3) bilkoviny obsahujici —SH skupinu reaguji s iontiyti rozpusénych z elektrody
positivnich potencialech a 4) mohou vazarné ionty kow z roztokKi, ze kterych
mohou byt tyto kovy vyredukovany na elektépdb) prostetické skupiny skterych
proteinfi mohou byt samy o se&bpolarograficky aktivni, nicmén jejich pozice

v bilkovinné struktiée rozhoduje, zda budou na elektt@dktivnici neaktivni [4].

2.1.2.0xidace a redukce aminokyselin

V 70. letech 20. stoleti [6] se &wda rozvijet studia zabyvajici se oxidaci
elektroaktivnich protein na jinych typech povreh elektrod nez rtuti (nap uhlik).

V sowasnosti se tento vyzkum &p dostdva mezi elektrochemiky do pegi,

a to gredevsim diky pozadavku porozéimzakladnim reakcim biomolekul, rozvoji
metod k detekci proteinna povrchu elektrod a zaalem vyroby¢i inovaci novych
materiati elektrod [7].

Obecr vzato jsou elektrochemické reakce proteimaloZzeny na redoxnich
piemenach kovového iontu nebo elektroaktivni aminokyselbbsazenych ve struktu
bilkoviny. Bilkoviny studované timto Agobem se pohybuji od malych, ve ¥od
rozpustnych proteily po velké enzymy s mnoha redoxnimi centry [8fiZ@mefici,
Ze cytochromy, proteiny obsahujici ¢dy a FeS proteiny jsou did znamy
a vyhledavany jak v elektrochemii, tak i biochermaatimco vyzkumy &tSich protein,
neobsahujicich ve své struktukovovy ion (nap albuminu), jsou provay velmi
méalo. Omezeny p@t publikaci neni jen Kl sloZitosti struktury &chto proteir, ale
také kwili silné adsorpci proteih na povrchu elektrod, kterdiuhe vést ke ziné
signalu a zarowvetak i k nepedvidatelnosti a nereprodukovatelnosti vystedaroto
je signal #zko vyuzitelny pro deteii metody [7]. Elektrochemické metody
ke zkouméni fenosu elektronuDET — direct electron transferv kovovych nebo

jinych neproteinovych centrech protéiby mely sphovat nasledujici kritéria: 1)ienos
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elektronu by ml co nejrychlejSi a vratny (reversibilni) a 2) n#e by dochazet
k denaturaci proteinu na povrchu a k naruSeni jeharakteristickych biologickych
vlastnosti (nap enzymaticka aktivita, sérologické vlastnosti). [8]

V 80. letech 20. stoleti objevily nezavisle na &akkupiny ceskych [9]
a francouzskych [10] &dci, Ze aminokyseliny tyrosin (Tyr) a tryptofan (Trfgou
elektroaktivni  (oxidativni) na  uhlikovych  elektratd Bylo  zjiStno,
Ze mezi aminokyselinami obvykle se vyskytujicimbilkovinach, davaji voltametrické
oxidatni piky jak ve stavu volném tak i navazaném jennakyseliny: tryptofan,
tyrosin, histidin, methion a cystein. Zadné jinéimokyseliny, do bilkoviny ¥lensné,
pii pH rozsahu od 4 do 10 neposkytuji tyto piky. Yptofanu je nachylny k oxidaci
indolovy kruh, u tyrosinu elektrooxidaci zahrnujgnmna jednoho elektronu a protonu
(podobnost u¢i procesim na elektrod zodpowdnym za elektrooxidaci jednoduchych
p-substituovanych fend) [8]. Aminokyselina cystein je oxidovana na powch
elektrody ve itech po sob nasledujicich reakcich. Prvni zahrnuje oxidacoltvé
skupiny radikalem, kdy se jedna o nukleofilni raake/odou, ktera vede k vytieni
piechodného stavu, ktery je vdruhé reakci oxidovém kyselinu 2-amino-3-
sulfopropanovou. Oxidace —-SH skupiny vede Kk vidwd disulfidické vazby
mezi d¥ma podobnymi zbytky cystein které vytvai cystin (dimerni aminokyselinu),
jehoz oxidace vede k ziskani vysSich potefciaoZz je zaficinéno pevnym
kovalentnim disulfidickym riasstkem. Elektrooxidace methioninu probiha na elektro
ve dvou krocich, které odpovidaji vytemi sulfoxidu¢i sulfonu (zahrnuje adsorpci
a protonaci/deprotonaci thiolové skupiny) a naséednxidaci [11]. Aminokyseliny,
které jsou elektrochemicky aktivni, davaji pik voditké oblasti (pozn. aut. pik neni
apin¢ presné ozng&ni, neb6 se nejednd o typicky symetricky tvar piku,
ale v elektrochemii se toto ozmmi kEzn¢ pouzivd). B cyklické voltametrii
elektroaktivnich aminokyselin, prov&te i neutralnim pH (7,0-7,4), se oxitd piky
téchto aminokyselin vyskytuji ip nasledujicich potenciélech: tryptofarti ©,9 V,
tyrosin @i 0,95 V, cystein 0,7 V [6], methionin 1,35 V [9y4echny vs. Ag/AgCI)
a histidin @i 1,2 V (vs. SCE) [12].
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2.1.3.Adsorpce proteii

Adsorpce je nejjednodussi metodou jakpevnit biomakromolekulu k povrchu, kdy
nejsou zapdebi Zadn&inidla ¢i specialni modifikace. Je to velmi komplexj,ktery
zahrnuje elektrostatické, hydrofobni i hydrofilntérakce, vodikové astky a d@éasné
dipélové momenty. Adsorpce protéinna pevnych povrSich je velmi zajimava.
Ma vyuziti nap. pri vyvoji bisenzofi ¢i analytickych metod (ndp v imunologii nebo
pii purifikaci proteim) [14], [15]. Je znamo, Ze adsorpci proteima povrch elektrod
je naruSovana elektrochemicka analyza klinickycbrkiz. To miZze mit za nasledek
zmeénu elektrochemického signalu na povrchu elektrddy.|

Rozhrani protein/pevny povrch elektrody byla zkoonmaiznymi metodami
jako nap. infracerven&gi fluorescentni spektroskopie, radioaktivni &wai nebo quartz
crystal microbalance apod. Dnes se fegmostiuji metody elektrochemické,
a to gredevsim cyklicka voltametrie a elektrochemicka ide®ni spektroskopie.
Ty odhaluji faradaické i nefaradaické procesy vysgkgi se v blizkosti povrchu
elektrody a mohou byt pouzity k objasm adsorpnich vlastnosti bilkovin na pevnych
elektrodach [14]. Adsorpce bilkovin vzbuzuje zajelky sloZitosti celého systému
a snaze detaithporozungt tomu, jak koncentrace proteinu, pufr, pH, iontaia apod.
ovliviwuji tento @&j. V poslednich desetiletich byly provedeny mnolwédi® s cilem
objasnit vliv €chto podminek adkteré obecné rysy byly vystleny, by G¢inek zneén
a jednoho¢i vice vySe uvedenych parametravisi ve znéné mie na pouzité
bilkoving [17]. Mimoto chemické a strukturni vlastnosti powr maji také velkou
dulezitost. Vliv stavby adsotmi vrstvy povrchu na adsorpci je studovana, vSak
bez valného usghu [17].

Biomakromolekuly, jako nap albuminy ¢i DNA, mohou vytvdet filmy
na elektrodovém povrchu v ud@dani povrch/makromolekula a uge tak byt
studovana termodynamika a kinetika biologickych ivéikt[18]. K popsani &chto
adsorgnich d&ji se casto vyuzivA zen v proudech u redoxni igmény
hexakyanoZeleznatan/hexa-kyanoZzelezitan ([Fe{CHFe(CN)]™®) a odpovidajiciho
odporu pi pirenosu naboje [14], [16]. N&gsgji se tento pokus provadi na elektéod
ze skelného uhliku. Elektroda jeigténa naa-aluminé a oplachnuta destilovanou
vodou. Poté se necha naadsorbovat protein (v ngégrad albumin) na elektrodu
pii pokojové teplat a oplachne se @p destilovanou vodou, kdy se smyje
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nenaadsorbovany protein. Adsorpce se provadizmych ¢asech. Se zvySujicim
sec¢asem se anodické a katodické piky snizuji a zéraehazi k posunu potendial
(Obr. 2) [16]. Po adsorpci delsi nez 10 minut jigbyly piky spojené s oxidaci
hexakyanoZeleznatanu rozliSitelné od pozadi, tonema, Ze se redtki proud ustalil a
proces penosu elektronu je updrzablokovan. Tohoto je dosaZzenoému (shizenim)
rychlostni konstantyienosu elektronuips elektrodovy povrch, ktery je pokryt inertni
vrstvou proteinu. Tato vrstva pak vystupuje jakoridra zamezujici ipstupu
hexakyanoZzelezitanovych idgntk povrchu [16]. Proteinovy film kontroluje kinetik
pienosu naboje spojenou s pozorovanym proudem. Pa@&tlgni &&ja na povrchow
upravenych elektrodach jsou u¥ag dva modely — dirkovy a membranovy model.
Dirkovy model pedpoklada, Ze vrstva bilkoviny na elekiog nepropustna vyjma
malych direk, kterymi mohou difundovat elektroakiiv molekuly, zatimco
membranovy model presentuje film jako jednofazovdoariéru s ufitou
propustnosti [16].
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Obr. 2: Porovnéni cyklickych voltamogréama zlaté elektratlpo adsorpci HSA
(100pg.mt) v roztoku 1 mM KFe(CN) obsahujicim 0,1 M KN@pri riznychsasech
adsorpce [16]

KdyzZ je elektroda vystavena proteinu v roztokinm, tak nasledhpii méreni dochazi
ke snizeni reverzibility elektrodoveheje [14]. Nagiklad v gitomnosti albuminu byl
po @iblizné 80 minutach potencial ip redukci posunut o 75 mV nize a jemu
odpovidajici proud byl snizen o 30% v porovnani ésemim v roztoku
bez albuminu [14]. Tento vysledek Izeidist pouze Ftomnosti vrstvy albuminu

13



na elektrod, ktera brani fenosu elektronu mezi  z4pérn nabitym
hexakyanozeleznatanovym iontem a elektrodovym panmc[16].

Jsou zkoumanyuezné modifikace povrah elektrod, velmicasto pokrytim
polymerni vrstvou¢i nanaéasticemi. Nespecifické navazani proteina elektrodu
pokrytou polymerni vrstvou (n&p monovrstvou alkanthiolu) velmi zavisi
na vlastnostech vrstvycetre jeji polarity a hydrofobicity. U bilkovin ma adg@éni
vlastnost, ktera je zavisla i na stavpovrchu, prakticky vyznam, a to ve vztahu
k biologickym jewim, nag. protein — membranoveé interakce nebo adsorpceeipiiot
na povrchu buék [19]. Su a kolektiv ve své praci [20] zkoumalisadoci proteinu
(albumin) na hydrofilnim rozhrani oxid fémicity/voda a zkouSeli koncentmai
zavislost povrchové vrstvy (nadbytku) albumindgi phodnot pH blizké jeho
isoelektrickému bodu. Povrchovyrgbytek albuminu existuje iip jeho nizkych
objemovych koncentracich, coz éskii o vysoké afing albuminu pro oxidované
povrchy [15]. Patil a kolektiv ve svém badani [24doumali vliv zeta potencialu
nana@astic oxidu ceru na adsorpci albuminu. Vyzkum déézal, Ze adsorpce proteinu
vzrasta se viistajicim zeta potencialem. Toto dale potvrzujeztoelektrostatické sily
jsou primarnimi interakcemi pro adsorpci albumindlavnim Okolem #stava
prozkoumani konform@miho chovani proteinv komplexu protein/naridstice, ¥etns
zmeny jejich sekundérni¢i tercialni struktury, které mohou nastavat islédku

adsorpce proteinu [15].

2.1.4.BSA — howzi sérovy albumin

BSA (bovine serum albumin, h&i sérovy albumin) je velmiasto pouzivany
modelovy protein ke zkouméni elektrochemickych wiasti bilkovin. Je zastupcem
tzv. sferoproteif, tj. proteiri globularnich - kulovitych¢i elipsoidnich tvat,
rozpustnych ve vafl BSA je tvden z 585 aminokyselin o celkové hmotnosti 66 kDa
(1 Da = 1,66 10%’ kg) [23]. Za fyziologickych podminek je sloZelilpizne z 67 %

z a-helixd (sekundarni struktura) [25], obs#hlista je minimalni (okolo 1%) [23].
Tercialni struktura BSA ma 3 hlavni domény, kteréhou ngnit své konformace
pii zmeéné pH [25]. Jeho izoelektricky bod jefippH 4,7; to znamena, Ze v roztocich
opH 6,6; 7,6 a 8,6 nese negativni ndboj. BSA nudopschopnost vazat reversikiin

predevSim zapomn nabité molekuly, to je hlavnitgod, pr@& je tak vyznamnym
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nostem [15]. Obsahuje 17 intramolekularnich disulfidick vazeb, které maji zasadni
funkci udrZeni struktury stejnjako volna thiolova skupina Cys34. Jeho &sti jsou
také dva tryptofanové zbytky Trpl35 (sa@st prvni domény, na povrchu molekuly)
a Trp214 (druha doména, ungish v hydrofobni kapse, kde se vazi ligandy) (Obr. 3
Tato residua jsou vyuzivana jako ¥nit identifikatory celkové rozpustnosti a &ny
tercialni struktury [25], [27].

BSA je typickym zastupcem homologni skupiny sérévatbumirii. Urovei
jeho strukturalniho uspadani je takka identickd s usgadanim lidského sérového
albuminu (HSA), liSi se pouze ¥kterych residuich aminokyselin. Hlavnim rozdilem
je, Zze HSA obsahuje aminokyselinu tryptofan powadnpu (Trp 214), zatimco BSA
obsahuje tuto aminokyselinu dvakrat (viz vySe) [2SErovy albumin je hlavnim
proteinem krevni plasmy, kde slouZi jakempase. Velice dotie vaZe vodu, ionty G4
Na" a K', mastné kyseliny, hormony, bilirubin a léky. Jeflavni funkci je regulace
osmotického tlaku v krvi. Je téZ hlavniniepaséem zinku v plazré (obvykle véze
okolo 80% celkového zinku plazmy) [28]. PodobnoSIBHSA a jeho vlastnost vazani
ligandi jsou divodem, pré ma albumin tak Siroké Klinické, farmaceutickeé

a biochemické uplatmi [27].

Obr. 3: Struktura BSA — h@ziho sérového albuminu [28]
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2.2. Cyklicka voltametrie, square-wave voltametrie

K ¢asto vyuzivanym metodam zkoumani redoxniho chowdminokyselin sefadi
metody voltametrické,ipdevsim pak cyklicka voltametrie a square-wave.

Cyklickd voltametrie je metoda, fip které je elektroda polarizovana
potencidlovym programem, ktery se ¢mh linearr od paateni hodnoty
k tzv. pepinaci hodnét potencialu a poté je smpolarizace obracen [13]. Pateni
smer polarizace elektrody fize byt jak srrem k zapornym, tak i kladnym potendidl
(. v katodickém, nebo v anodickém &m). Po zapteti experimentu je dosazena
ur¢ita hodnota potencialu fipkteré z&ne probihat redox proces (elektronova i)
a je zaznamenan proud. Proud tiejel s dalSim zvySovanim potencialu rostétom
se spatbovavaji molekuly f@menované latky (depolarizatoru) z okoli elektrody
a jejich ubytek se doplije difuzi z roztoku. Tak se vytkiadifuzni vrstva, ktera
se rozSiuje dovnit roztoku. Rychlost wujicim stup®m je transport elektroaktivni
latky k elektro@, pricemz se tato rychlost zpomaluje s rostouci tlkag difdzni
vrstvy. V disledku toho mizeme pozorovatist proudu jen po ditou maximalni
hodnotu, ktera je zaznamendna v okamZziku, kdy kuraee oxidované formy
na povrchu elektrody klesne na nulu. Po dosazdni tédnoty proud klesa. Kdyz
potencial elektrody dosadhne hodnoty tzveginaciho potencialu, kdy seémi sner
polariza&niho potencidlu, 2dn4 se zaznamenavat tzv. druhéev voltamogramu.
Uvazujeme-li péateini sner polarizace v katodickém smu, tak pak jde o anodickou
vétev. Z p@&atku je zaznamenavan jéSkatodicky proud, ale jen do okamziku,
kdy potencial nabude takové hodnoty, Ze stheaoxidovat redukovana forma, a tak
dochézi k postupnému v@tu anodického proudu az do maxima, odkuditop
kles4 [29]. Je zrmda rozdilnost v orientaci os ve voltamogramech. tdedano
historickym hlediskem (fp polarografii se pracuje fp zapornych potencialech,
polarogramy byly vSak kresleny zleva doprava), dhe® vyuzZivaji pedevsim
v americkych elektrochemickyatasopisech (ogma orientace o0s). Podle IUPAC vSak
je voltamogram orientovan tak, Ze anodicka osana$ynym anodickym proudem
je orientovana vairu a potencial situje zleva doprava.

Vyuzivame pedevSim reversibilni cyklické voltametrie, to jefipad,
kdy probih& rychly fenos elektronu mezi elektrodou a analytem. Redogakce
na elektrod jsou v rovnovaze a koncentrace reakianprodukit jsou dany Nernstovou
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rovnici [13]. Jsou zde vSak &vmoznosti vysledného tvaru voltamogramu.
Na Obr. 5 je zaznamenan cyklicky voltamograntipgE, kdy elektroaktivni latky jsou
stabilni, v roztoku a probiha zde norm@atiifuze. Na Obr. 6 je voltamogram, kdy jsou

elektroaktivni analyty navazany (rfapaadsorbovany) na elektgod

I/A
A

E/V vs. reference electrode E/V vs. reference electrode

Obr. 5 Obr. 6

Pfi square-wave voltametrii je vloZzen na elektrodu tepoialovy program
dle Obr. 7 [13]. Analyticky signal je vzorkovan edech 1 a 2, jednotlivé vzorky jsou
od sebe od#eny a vysledné hodnoty jsou vyneseny v zavislosti potenciélu.
Vysledkem je square wave voltamogram (Obr. 7a) #uoga stidavé slozky
faradayického proudu v zavislosti na linearostoucim polarizanim nagti (Obr.7b).
Mezi vyhody této metody piatvelka citlivost (i k naadsobovanému analytu) aledna

rychlost zaznamu [29].

E

Tew

L]

IVA

ta

T E/V vs. reference electrode

Obr. 7a [29] Obr. 7b
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2.3. Elektrodové materialy vyuzivanéistudiu proteir

VétSina vySe uvedenychéjh (redoxni dje, adsorpce, katalyza vyovani vodiku)
probihd na rozhrani elektroda/roztok. Jsou prémwacha elektrodach velikosti ¥adu
milimetri. NejpouZzivagjSimi materialy &chto elektrod pro redoxége jsou fizné druhy
uhliku (skelny, pyrolyticky grafiti uhlikova pasta), pro adsorpci je vyuzivanibsd
¢i uhlik a pro katalyticke &e je to rtw.

Rtuw jakoZto elektrodovy materidl ma diky vysokémiemgti vodiku zn&né
Siroky interval vyuziti v katodickém siru (+0,4 V az -2,5 V dle pouzitého elektrolytu).
DalSi vyhodou je snadno obnovitelny a hladky powtektrody. Nevyhodou je toxicita
rtuti a omezené vyuziti v anodické oblasti (zdehdad¢ k oxidaci rtuti). Rttovych
elektrod je vicero druh K nejpouzivadSim fadime kapajici rtiovou elektrodu
(DME — dropping mercury electroyle[32]. Je realizovdna sklénou kapilarou
o vnittnim piiméru 0,05 az 0,08 mm, ktera je h&du spojena s rezervoarem. Oba
jsou naplgny rtuti, jez odkapava (vlastni vahou) pravidetlo Usti skletné kapilary.
Zakladnimi charakteristikami jsou tiokova rychlost rtuti (dopotieno més
nez 2 mg/s) a doba kapky, které zavisi na vyScéov&ho sloupce. i pulzovych
metodach se pouziva kapilara s mechanickym odtteav&apek [13].

Uhlikové elektrody byly fwodre vyuzivany ke studiu konjugovanych
proteini [30], ale maji obrovsky potencial v elektrochemibteini celkow [8]. Jsou
zde vyuzity pedevSim d¥ hlavni modifikace uhliku: diamant a grafit. Diamhan
je krychlové soustavy s hybridizaci®s\ elektrochemii je vyuZivan k vyréhelektrod,
kdy na nosné materialy (naphlik, niob) jsou nanaseny dopované diamantygksou
elektricky vodivé. Tyto elektrody jsou chemicky rmelstabilni, a diky tomu maji Siroké
vyuziti (predevsSim fi analyzach, kdy jinymi elektrodami neni dosazeak vysoké
G¢innosti) [31]. U grafitu je hybridizmi stav sp Nejdokonalej$im grafitovym
elektrodovam materialem jgighly oriented pyrolytic graphit€vysoce orientovany
pyrolyticky grafit). Je zde mozné dvoji uspdani: 1)parallel-plane pyrolytic
graphite electrode;’ kde jsou jednotlivé vrstvy usfidany paralekh s povrchem
elektrody a pospojovany slabymi interakcemigehto vrstvach na sebe atomy uhliku
pusobi mnohem sikji nez na atomy ve vedlejSi vrstv2) ,edge-plane pyrolytic
carborf, kde jsou jednotlivé vrstvy uspédany kolmo k povrchu elektrody — maji

pro tSinu analyt mnohem ¥tSi elektrochemickou aktivitu.
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Pri  elektrochemickych experimentech se velmasto pouZiva elektroda
ze skelného uhliku. Ta obsahuje jak trigosakak tetragonak vazané atomy uhliku
v uspdadani pipominajicim zamotanou stuhu fznym stupgm zesiéni. Povrch
skelného uhliku ma uité charakteristiky stejné jako druh pyrolytickéhlboliku (edge-
plane pyrolytic carbon [33]. Skelny uhlik je vysoce mechanicky odolnyeksricky
vodivy (pouzitelny v rozsahu né&p od +1,2V do -0,8V) a dostupny v relatévtistém
stavu [34]. Je citlivy na jichod velkych prouil a pongrné rychle starne (rekrystalizace
na grafit), cimz nafstd Sum a nereprodukovatelny proud. Tato elektrndahliku
se ffipravuje z pedmodelovanych polymernich fenolformaldehydovyctyskytic
kontrolovanym zakivanim v inertni atmosfé. Kaloriz&ni proces probiha pomalu
za teplot v oblasti 300 az 1200° Gjgemz se z pryskice odstrani atomy O, N, H
a Zistane tak jen uhlikova kostra. Diky své vysoké dtsa malych rozrra pom
skelny uhlik nevyZaduje Zadnou impregnaci,¢istfeho povrch pouze vylestit
do ,zrcadlového” lesku jemnou suspenzi oxidu héihd (konény primér casté&ek
az 0,05 mm) [32].

PredevSim v elektroanalytické chemii je v poslednib&ddrend vyuZivat
elektrody velmi malych rozsmi (desitky aZz setiny mikrometru), a to
tzv. mikroelektrody. Pouzivany jsou diky svym malyozmérim a pro sveé vlastnosti,
které zaleZi obzvlaSt na specifickém transportu latky k povrchu, kterg BSi
od transportu latky k elektrédnilimetrovych rozmir [13]. Casto pouzivanym druhem
mikroelektrod jsou uhlikova vlakna. Jedna se o wiék formy uhliku, které jsou
vyrédbiny od poloviny minulého stoleti.tRodné byla vyrakkna z hedvabi. Nésledn
piibyly nové materidly: ropny dehet (v sS@snosti se od & ustupuje)
a polyakrylonitryl. Uhlikova vlakna maji¢kolik jedineinych rygi, diky kterym jsou
vyuzivana. Jejich malé rozmy (pramér 5-30 um) maji podil na zvySeni transportu
elektroaktivnich latek k povrchu elektrody, snizkfpacitu dvojité vrstvy a ohmické
ztraty vedouci k zvySeni pamu signal/Sum [35]. VIdkna maji lepSi mechanické
vlastnosti nez elektrody uSlechtilych Kovstejnych rozrad. Navzdory tomu,
Ze uhlikova vlakna maji rozfry vhodné i pro vioZzeni do jedné iky, jsou spiSe
vhodnd pro manipulaci. Jejich forma a biokompatdil materidlu je vhodna
pro implantaci do tkah DalSi vyhodou je cenova nenénost vliaken [36]. Povrchové
apravy uhlikovych viaken vedou k zlepSeni jejichchmnickych vlastnosti a povrchova

chemie vlaken ma tak jednu z néigkitéjSich roli, co se celk@wyzkumu viaken tge.
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Tyto Upravy jsou fedevSim oxidativni procesy, zahrnuji metody ,mokmastou”
(napr. Uprava povrchu vldken kyselinou dirsdu ¢i chromovou), metody ,suchou
cestou“ (katalyticka oxidacegi oxidace kyslikem, vzduchem nebo ozonem, atd.),
elektrochemické metody ip anodickd oxidace vieznych elektrolytech) a metody
vedouci k pokryti povrchu vhodnymi materialy (hapokryti niklem¢i pyrolytickym
grafitem) [35].

2.4. Elektroforeticka depozice uhliku

Grafen (uhlikova monovrstva s dvoudimenzionalnildgtrrou) je v sotasnosti sedem
védeckych zajm a to od jeho syntézy az po vyuziti v elektrochemii

Elektroforeticka depozice je elektrochemickd mefokidy se nabitétastice
v suspenzi pohybuji pomoci stejnagsmého elektrického pole k elektrbdpaného
naboje, kde se nadeponuji na pokryvany materiavyteoieni filmu, jehoz Gelem
je vhodna uprav povrchu elektrody. Je to metodktiefd a universalni. Da se vyuzivat
k modifikaci povrchu uhlikovych vidken grafenem,boé je znamo, Ze uhlikové
materialy (i grafen) mohou vyraZzrpodpdit prenos elektroi na elektrochemickém
rozhrani reakce [37], [38]. Touto metodou dochazlépSeni adsopich vlastnosti
vlaken a tak i jejich SirSimu vyuziti. Postuposatda skolika zpisoby.

Huang a kolektiv si nejprve ve své préaci [36] ndstimovali chemickou
exfoliaci grafitu vodny roztok oxidu grafenu o pHL® (Hummersovou metodou) a poté
pouzili uspdadani systému ip depozici grafenu skladajici se z potenciosta-
tu/galvanostatu, kdy jako pracovni elektroda sezp@uvlaknoci svazek viaken, které
bylo pokryvano a fivackli na r¢ kladny ndboj (anoda) a jako protielektroda slauzil
grafitova tyinka (zaporny néboj, katoda).éBem deposice se objevuji na obou
elektrodach bublinky, které majiiyod v elektrolyze vody. Proto, aby se zabranilo
vytvareni plynovych kapes, které mohou branit depozeiyyuziva ultrazvuku, jehoz
pomoci dochazi k odstravani no¢ vzniklych bublinek na elektrodachiiRpouziti
stejnosmirného napti se zaporé nabité platy oxidu grafenu pohybuji &mm
k vlaknim. Rychlost deposice zavisi néknlika faktorech jako napkoncentrace oxidu
grafenu, velikost aplikovaného stejnasmého napti ¢i depozéni ¢as [36]. Huang [36]
dale pozoroval film tvieny oxidem grafenu na povrchu vidkeii potencialech
v rozsahu od 2 do 30 V. Tlotlk& deponované vrstvy byla stejna, vSakémou ¢asu
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a proudu mohla byt z&éména v Sirokém rozmezi od ékolika stovek nanomair
po desitky mikrometr[36].

DalSi moznosti je depozicefimo z pyrolytického grafitu stejnosmmym
elektrickym proudem, bez chemicképravy roztoku oxidu grafenu. Wang a kolektiv
jako prvni ve své praci [39]fpravili grafen elektrolytickou exfoliaci z vysoetstého
grafitu ve vodném elektrolytu obsahujicim polyshgelfonat sodny (PSS). Naslédn
pak objevili povrchové modifikace vytivené gichycenim pruznych grafitovych folii
tvorenych grafenem, jehoz vznik byl podporovan vodnyekteolytem. Lee [40] pouzil
stejnou metodu i elektrolyt a z grafitovych foliyrebil velké mnoZstvi volnych
grafenovych nanoplatk (graphene nanoshegjs kterymi poté elektroforetickou
depozici pokryl kovové proudové kolektory. Jako dungouzil grafitovy platek, jako
protielektrodu sklegnou destikou pokrytou vrstvou ®di ve vzdalenosti 2 cm od sebe.
Elektrody byly umisiny do 1 mM vodného roztoku PSS. Mezi elektrodami
byl nastaven uZzitim stejnogmmého napajeni konstantni proud 300 mA po dobu 1h.
Béhem exfoliace byly na povrchu anody pozorovany pdijici secaste&ky tvorici
cernou suspenzi s elektrolytem. Ta byla poté pronwgdou a ethanolem a suSena
zavakua i 60 °C po dobu 2 hodin. Pro ziska&istych grafenovych plét byla
suspenze po koteém promyti pefiltrovana pes nylonovy membranovy filtr za vakua
a tenky film byl poté z filtru odstr&n. Pro elektroforetickou depozici na nerezové
ocelové folie byly vysuSené grafenové platy rozgugt v isopropylalkoholu
obsahujicim 0,275 mM dusianu nikelnatého. & poté probihal p 100 V/s po dobu
10 minut [40]. Vlastnosti grafenovych nanoflat vrstvy (1-10) sloZzené
z monoatomickych platgrafenu, velky povrch,ifftomnost velkého mnoZstvi defékt

naznauji rozSfeni elektrochemickych vyuziti v porovnani s grafaa folii [40].
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3. Experimentalntést

Cilem prace bylo zjistit, zda elektrochemick&emény proteiri jsou mozné
na mikroelektrodach, které jsou v naSetipact representovany uhlikovym vidknem.
Tyto procesy jsou zdagnprovadny na elektrodach milimetrovych rozZni (nag.
skelny uhlik). Co se g vyzkumu na uhlikovych vlaknech, tak dle dostupnyc
informaci je o &) zajem, vysledky jsou vSak nereprodukovatelnétd’jsme se v této
praci pokusili o nalezeni co nejvhaggiho postupu a Upravy vildken k tomu, abychom
nakonec dosgi k reprodukovatelnym vysledkn. NejwtSi pozornost byla anovana
elektroforetické depozici “grafenu” na vlakna, kterdochazi k modifikaci povrchu
elektrody. Piibéh tohoto procesu trvalip konstantnim potencialu 15 V 30 minut,
béhem nichZz jsme zaznamenavali zavislost vznikléhektetkého proudu (mA)
na uplynulém ¢ase. Tento pokus vSak nema vzdy steppakovatelny vysledek.
Je to zjgsobeno elektrolyzou vody (vznik bublinek), kteralgihd @i tomto procesu.
Ty zabraiuji celistvé depozici grafenu na vlakno. JakozZtodelovy protein jsme
si vybrali ho¥zi sérovy albumin, ktery je vSeobécrpako dolfe adsorbovatelna
bilkovina hojré pouzivan.

3.1. Pristrojové vybaveni

VSechna elektrochemicka é&neni byla provaéha gistrojem Electrochemical
workstation CHI model 660C vyrobeny firmou CH Instrents, Inc.

Pretreatment byl proveden pomoci  multipotenciostatuyvinutého
v elektrochemické laborationa Katede fyzikalni chemie UPOL. Jézen multifunkni
kartou National Instruments PCI-6251E se softwanowybavenim v programovacim
jazyce LabVieW".

Elektroforeticka depozice grafenu byla prowda ve dvouelektrodovém
zapojeni pomoci stabilizovaného zdroje Matrix mddeIS-3003I-3.
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3.2. Chemikalie

Kyselina octova, p.a., GEOOH (Penta)
Hydroxid sodny, p.a., NaOH (Lach - Ner)
Kyselina chlorovodikova, p.a., HCI (Lach - Ner)
Chlorid sodny, p.a., NaCl (Lachema)
HexakyanoZelezitan draselny, p.asFi€(CN) (Lach - Ner)
Dusknan draselny, p.a., KNJLach - Ner)
Chlorid draselny, p.a., KCI (Lachema)
Hydrogenfosforénan sodny dodekahydrat, p.a.,
NgHPO;-12H,0 (Lach - Ner)
Dihydrogenfosforgnan draselny, p.a.,
KH,PO, (Lachema)
Tyrosin, p.a.
Tryptofan, p.a.
Cystein, p.a.
Howvézi sérovy albumin (BSA), p.a., (Sigma - Aldrich)

3.3. Elektroforeticka depozice grafenu

M = 60,01 g/mol
M = 4ngl
#B6,46 g/mol
M = 58,4dha)/

M = 329 g/mol

M =101,1 g/mol

M = 74g#tnol

M = 358,14 g/mol

M = 136,04 g/mol
M = 181,19 g/mol
M = 204,23 g/mol
M =121,16 g/mol
366 400 g/mol

Pfi depozici je jako anoda pouzit spektrograficky fijra jako katoda pokryvana

elektroda (skelny uhlik nebo uhlikové vlakno). Htedy se pipoji ke zdroji

s nastavenym konstantnim potencialem 15 V. Pot@oseii do Kemenné kadinky

s destilovanou vodou, kde je deposice prémad30 minut. V pibéhu je mozno

zaznamenavat zavislost vzniklého prouduc¢ase (Obr. 10), kolisani je @gobeno

vyvojem plynu na elektrodach wisledku probihajici elektrolyzy vody. SEM snimek

pouhlikovaného vlakna je mozno ¥idha Obr. 9.
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Obr. 9: SEM snimek pouhlikovaného vidkna
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Obr. 10: Graf zavislosti vzniklého proudu ¢ese pi depozici grafenu i konstantnim
potencialu 15 V

3.4. Voltametricka ngieni

V programu CHI 660C se navoli iebné parametry &eni. Nagti v rozsahu 0 - 1,2V,
skenovaci rychlost vifpads milimetrovych elektrod 0,1 V/s (prochazeji velképdy)
a pro gipad uhlikovych viaken 0,01V/s (prochézeji proudyadu pA ¢ nA).
Pri square-waveifbude parametr frekvence 20 Hz a amplituda 0,025 V.

Pracuje se v trojelektrodovém zapojeni, pracoVekteda je skelny uhlik

¢i uhlikové vlakno, referentni je elektroda Ag/Ag&lpomocnda je platinovy platek.
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PouZili jsme tyto druhy pufic acetatovy pufr (0,2 mol/l, pH = 5,5) a fosfatopwyfr
(PBS, pH =7,4).

Pred nefenim je pateba pracovni elektrodwistit. V pripact skelného uhliku
se postupuje nasledaun elektroda je oplachnuta destilovanou vodou. NhAgee
vyleS€ni pomoci aluminy (suspenze 8, 50 nm, Buehler, U.S.A.), 30 s sonifikace
v destilované vog poté oplachnuti elektrody destilovanou vodou,opam elektrody
do systému a nasledné elektrochemigik&ni v pouzivanéngistém pufru, tj. desorpce
necistot redukcki oxidaci povrchu navolenym potencialengKalikrat je proveden cely
cyklus voltametrie) tak, aby se docililo reproduéitalného voltamogramu zakladniho
elektrolytu (pufru). V pipadt vlaken je nejvhod§Si ocisténi oplachnutim destilovanou
vodou a naslednym ,elektrochemicky@istenim* provadgnym tak, Ze se dany
experiment provadi v pufru betifmmnosti proteinu do dosazeni stabilni odezvy.

Po a@isténi byly pouzity d¢ rozdilné cesty postupu. Buse necha elektroda
umisgna v ffipraveném roztoku proteinu aéheni se provedeifmo v tomto roztoku,
nebo Ize provést voltametrii s transferem, to znemeZze se elektroda ponecha

v roztoku proteinu Wity ¢as a naslednédieni je provedeno #stém pufru.
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4.  Vysledky a diskuse
4.1. Voltametricka ndfeni na elektroglze skelného uhliku

Pro reprodukovatelnost dfeni na skelném uhliku je jednim z ndgFit¢jSich proces
dokonalé e¢isteni povrchu uhliku vyleghim. Provadno je to pomoci aluminy
na sametovém podkladu a néslednym elektrochemickygtenim (cyklovanim
v zakladnim eletkrolytu - viz kapitola 3.5.).

4.1.1.Adsorpce BSA na elektrédze skelného uhliku

Schopnost adsorpce albuminu byla vyzkouSena pomioekakyanozelezitanu
draselného. Byla provedena voltametrické&reni @i ruznych ¢asech adsorpce BSA.
Pripravili jsme si vodny roztok heaxakyanoZelezitankoncentraci 1 mM Kre(CN)
obsahujicim 0,1 M KN@ Pred kazdym rétenim jsme &istili elektrodu (viz kapitola
3.5.), a poté nasledovala adsorpce (10 s, 30 sinp \nroztoku BSA ve fosfatovém
pufru (PBS, pH= 7,4), pak d&®eni vroztoku hexakynoZelezitanu draselném
pii rychlosti 0,05 V/s.

V dusledku  zablokovani  povrchu  proteinem se sniZuje zwale
hexakyanoZzelezitanu. Vysledky neodpovidaji praciufma a spol. [16], proto jsme
meieni opakovali jegttrikrat, vzdy jsme ale dosahli stejnych vyslédiRyto vysledky
mohou byt vyse¥tleny takto: adsorpci dochazi ke vzniku tenkéhmiil ges ktery
hexakyanoZzelezitan ipdava elektron a tak pa#rprobiha jeho nasledna redukce.
Uvedeny dj je doprovazen snizenim reversibility voltamog@ar®i delSich casech
adsorpce nejspiS dochazi keni tlousky filmu, kdy je povrch patr zablokovan

Casté&né s ukitymi mezerami, kudy dochazi k vyame elektronu.
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Obr. 11: Cyklické voltamogramy po adsorpci 15 pMAB8a elektrodu v roztoku
1 mM KsFe(CN) obsahujicim 0,1 M KN©

4.1.2.Chovani elektroaktivnich aminokyselin na skelnénikuh

Cystein, tyrosin a tryptofan - elektroaktivni amkgeeliny jsou obsaZzeny ve struktu
howziho sérového albuminu. Proto byly prgeny cyklické voltamogramyéthto
aminokyselin. Red samotnym gfenim uvedenych aminokyselin jsme elektrodistdi
mechanicky a elektrochemicky (2&ékani v acetatovém pufru, koncentrace 0,2 mol/l,
pH = 5,5). Nasledovalo ponechani elektrody v roatakninokyselin 5 minut a poté
meéieni  prolghlo v tomto roztoku s rychlosti 0,05 V/s. OxidaceSeegh

téi elektroaktivnich aminokyselin probiha ireversibil Nejsnadgji se oxiduje cystein
(Ep = 0,65 V), dale tryptofan (Ep = 0,7 V) a tyro$Ep = 0,9 V).
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Obr. 12: Cyklické voltamogramy aminokyselin — cyste tyrosin, tryptofan

(koncentrace 1 mmol/l ve fosfatovém pufru (PBS,pH4))

28



4.1.3.Voltametricka ndieni BSA na skelném uhliku

Cyklicka voltametrie

Byla provedena gfeni cyklickou voltametrii BSA v acetatovem pufruoicentrace
0,2 mol/l, pH=5,5) rychlosti 0,1 V/s. Poci&eni elektrody (viz kapitola 3.5.)
nasledovalo ponechani elektrody v roztoku BSA pbud@0 minut, a poté v tomto
roztoku prokhlo meieni. Je patrny pik (Ep = 0,8 V), ktery je oxidan pikem

tryptofanu, a letmy naznak pikui®,65 V, ktery bude mit pra¥godobr podobnost

s oxid&nim pikem cysteinu (Obr. 16).

Pri voltametrii s transferem, tj. pocdteni je elektroda ponechana v roztoku
proteinu 10 minut a nasledné&fani je provedeno v roztoktistého pufru, se objevuje
jen pik Ep = 0,8 V (Obr. 17).

Po pouhlikovani skelného uhliku elektroforetickodepozici grafenu
(viz kapitola 3.4.) jsme pro#&ili odezvu BSA pomoci cyklické voltametrie
s transferem. Poc@téni je elektroda ponechéna v roztoku proteinu 10utménnésledné
meieni prokhlo v ¢istém pufru (acetatovy pufr). Od zakladni proudbinie se odliSuje
od 0,65 V, kdy naznak piku jefip0,8vV (Ep = 0,8) (nejspiS oxidace cysteinu
a tryptofanu). V zaznamu je vSak i naznak piku k&, coz by mohl byt oxidai pik
tyrosinu (Obr. 18).

BSA
....... acetétowy pufr

IpA 2 A

0 0,2 0,4 0,6 0,8
E/V vs. Ag/AgCl

[

1,2 1,4

Obr. 16: Cyklicky voltamogram BSA (koncentrace Iql/l)
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Obr. 17: Cyklicky voltamogram BSA s transferem (&entrace 15 pmol/l)
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Obr. 18: Cyklicky voltamogram BSA (koncentrace 1Eql/l) po elektroforetické
depozici grafenu na skelny uhlik
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Square-wave voltametrie

Square-wave je citlySi nez cyklicka voltametrie, proto byly experimgmrovedeny

i touto metodou.

Byla provedena square-wavegieni roztoku BSA v acetatovém pufru (koncentrace
0,2 mol/l, pH =5,5) rychlosti 0,1 V/s a amplitud,025 V. Po &isteni elektrody
(viz kapitola 3.5.) nasledovalo ponechani elektradpztoku BSA po dobu 5 minut
a poté ndteni prokhlo v tomto roztoku. Ze zaznamu je patrny oxXidgoik Ep = 0,8 V,
ktery je pravdpodobr zpiasoben oxidaci tryprofanu (Obr. 13).

Pri voltametrii s transferem, tj. kdyZz pociéteni je elektroda ponechana
v roztoku proteinu 5 minut a naslednéieni je provedeno v roztokiistého elektrolytu
(acetatovy pufr), se pik Ep = 0,8 V objevuje tails s nizSi vySkou neziipméieni
bez transferu (Obr. 14).

2,5

BSA
....... acetatow pufr

2 4

1,5 -
IpA
1 -

0,5 \

O T T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4

E/NV vs. Ag/AgCl

Obr. 13: Square-wave voltamogram roztoku BSA (katreee 15 pumol/l)
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Obr. 14: Square-wave voltamogram s transferem BSAuMmol/1)

Po pouhlikovani skelného uhliku elektroforetickapozici grafenu (viz kapitola 3.4.)
jsme prondtili square-wave voltametrii s transferem (rychldstt V/s, amplituda
0,025 V). Po osisteni je elektroda ponechana v roztoku proteinu 5 mawnasledné
meieni prokhlo v roztoku cistého elektrolytu (PBS). Na¥fen byl oxid&ni pik
(Ep = 0,65), jehoz vast se objevuje jiz od 0,5 V. Je to prapddobré oxidani pik
cysteinu, jehoz oxidace byla tstém skelném uhliku néztelna.

4,5
4,0 -
354 --eeee PBS
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0 1
05 e
0,0

I/pA

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4
E/V vs. Ag/AgCl

Obr. 15: Square-wave voltamogram s transferem BEAUmMol/l) po elektroforetické
depozici grafenu na skelny uhlik
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4.2. Uhlikova vlakna

Vyuziti mikroelektrod pro elektrochemicka stanovagiinasi jisté vyhody, zejména
moznost miniaturizace (niz8i spelba vzorku). VyuZivana jsourgdevSim uhlikova
vlakna, o kterych je vS8ak znadmo, Ze neposkytujidaxii signaly diky omezen
probihajici adsorpci protain K méfeni byla pouZita pouze metoda cyklické
voltametrie, nebse ukazalo, Ze pouzity potenciostat CHI660C neimdgen zvladnout
square-wave gfeni — signal byl znehodncen velkym Sumem, ktenyexkilo odstranit
ani po néaslednych matematickych  Upravach (Fourgrouransformace).
U elektrochemickych &ua fizenych difuzi (. CV hexakyanozZelezitanu, cystein
tyrosinu a tryptofanu) nemaji cyklické voltamofrantyar piku, ale viny, diky
odlisSnému zpisobu difaze k uhlikové mikroeletrdd Charakter difuze je radiélni,
na rozdil od linearni difize na elektrodach normeéétikosti.

4.2.1.Adsorpce BSA na mikroelektréd uhlikového vidkna

Schopnost adsorpce albuminu byla vyzkouSena pohe@ikyanozelezitanu draselného
i na uhlikovém vlak& Byla provedena voltametricka épeni @ ruaznych ¢asech
adsorpce BSA. ipravili jsme si vodny roztok heaxakyanozZelezitamkoncentraci
1 mM KsFe(CN) obsahujicim 0,1 M KN@ Fred nefenim jsme viakno @stili
30 s sonifikaci a chemickyméigtéenim. Poté nasledovala adsorpce (10 s, 30 s, 5 min)
v roztoku BSA ve fosfatovem pufru (PBS, pH = 7,4)nasledné vlastni &eni
v roztoku hexakynoZelezitanu draselnéfinrpchlosti 0,05 V/s.
Adsorpce albuminu na uhlikovém vilakhyla potvrzena. DoSlo pragpodobr
k vytvoreni proteinového filmu, ies ktery dochazelo Kenosu elektronu, a tak
k redukci hexakyanoZelezitanu, jak jeejmé z viditelg zvySené irreversibility ge se

zvySujicim se adso¥pim casem.
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Obr. 19: Cyklické voltamogramy po adsorpci 15 pMAB& uhlikové vidkno v roztoku
1mM KzFe(CN) obsahujicim 0,1 M KN@

4.2.2.Chovani elektroaktivnich aminokyselin na uhlikovdakne

Byly promeéteny cyklické voltamogramy aminokyselin: cysteingrosinu a tryptofanu -
elektroaktivnich aminokyselin obsazenych ve stit&kBSA. Red samotnym gfenim
jsme mikroelektrodu @stili 20 s sonifikaci a nasledrelektrochemicky (2 CV scany
v PBS, pH = 7,4). Nasledovalo ponechani elektrodgztoku aminokyselin 5 minut.
M¢éteni prokhlo v tomto roztoku rychlosti 0,05 V/s.

Jelikoz je uhlikové vlakno mikroelektroda, tak seobjevily @imo rozliSené
voltametrické piky. Ze zaznamu lze &ist, Ze se nejsnadin oxidoval tyrosin,

nasledoval cystein a tryptofan.
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Obr. 20: Cyklické voltamogramy aminokyselin — cyste tyrosin, tryptofan
(koncentrace 1 mmol/l ve fosfatovém pufru (PBS,pHA4))

4.2.3.Voltametricka ndieni BSA na uhlikovém viakn(mikroelektroda)

Cyklicka voltametrie

Byla provedena voltametricka d&eni howziho sérového albuminu (BSA)
na uhlikovém vildk& VSechna byla provedendi pychlosti mefeni 0,01 V/s. Roztok
BSA byl pripraven v acetatovém pufru (koncentrace 0,2 mopHl= 5,5). Ped vlastnim
méienim byla elektroda ¢sténa 20 s sonifikaci a elektrochemicky (pro#didn
CV zakladniho elektrolytu — pufru do dosazeni dtalmdezvy).

Po aisténi byla elektroda nechdna 10 minut v roztoku pratea nasledh
v ném prolkEhlo méteni. Dle zaznamu na Obr. 21 doSlo k odliSeni odark proudove
linie pti 0,3 V, coZ je pisuzovano oxidaci cysteinu. DalSi piky aminokyselgjsou
rozliSeny, ale je vidt stéle vzaistajici charakterikvky.

Po elektroforetické depozici grafenu na vidkno&sledném &steni je vidst
z voltamogramu na Obr. 22 naznak pikit 6 Vi 0,8 V, nizeme se domnivat,

Ze to jsou oxidéni piky cysteinu a tryptofanu.
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Obr. 21: Cyklicky voltamogram BSA (koncentrace IHql/l) na uhlikovém viak#
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Obr. 22: Cyklicky voltamogram BSA (koncentrace Ifql/l) na uhlikovem viaké po

depozici grafenu

Po elektroforetické depozici grafenu (viz kapit@at.) a elektrochemickéméigténi

jsme nechali elektrodu v roztoku proteinu a ta:as 5 a naslednlO minut. Po uplynuti

pozadované doby jsme elektrodu zroztoku vytahplachli destilovanou vodou

a vlastni nsteni prokthlo v acetatovém pufru.

Ve voltamogramu pocase 5 minut v roztoku je wt odezva od 0,3 V,

kdy predpokladame oxidaci cysteinu (Obr. 23).

V zaznamu p@&ase 10 minut v roztoku je viditelny pikifgep = 0,35 V, nejspis

opét zagicinény oxidaci cysteinu a nasledna odezva je velka.(@H
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Obr. 23: Cyklicky voltamogram s transferem BSA nahlikovém vlake

po elektroforetické depozici (5 minut v roztokuwatinu)
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Obr. 24: Cyklicky voltamogram s transferem BSA mdikovém viaki, po depozici

grafenu (10 minut v roztoku albuminu)

Po elektroforetické depozici grafenu na uhlikovékwo (viz kapitola 3.4.) jsme
elektrodu pouze opléachli destilovanou vodou a nkecheoztoku albuminu po dobu
5 minut. Vytahli jsme ji, oplachli a provedligreni.

V zaznamu byl patrny pik & 0,3 V, ktery pisuzujeme oxidaci cysteinu. Dale

pak byl naznakip0,8 V, coz by nil byt naznak oxidéniho piku tryptofanu.
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Obr. 25: Cyklicky voltamogram stransferem BSA nahlikovém vlake

bez chemickéhodBténi po elektroforetické depozici grafenu

BohuZel, reprodukovatelnost uvedenych vystedieni u experimefit s BSA ilis
dobra. Bi opakovanych experimentech s jednotlivymi mikré&ledami kolisala jak
velikost, tak i poloha voltametrickych ik U nékterych mikroelektrod s vrstvou
grafenu dokonce nebyla elektrochemickd odezva B%2namenana. Experimenty
ukazuji na citlivost adsogpiho dje BSA na stav povrchu mikroelektrod z uhlikového

vlakna a na horsi reprodukovatelnosppavy grafenové vrstvy na elektrod
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5. Zaver

Byla uUsgsne provedena adsorpce proteinu na elektrode skelného uhliku
i mikroelektrod z uhlikového vlakna pomoci roztoku hexakyanoZeezi draselného.
Na obou &chto elektrodach se adsorbovany protein chova pugdtdly pi nizSich
adsorgnich ¢asech se vytwatzv. ,thin layer barrier, tzn. ignos elektroi probiha
pies tenky film, zatimco u vysSich depwsch casi dochazi ke zgné vrstvy a vytvéi
se tzv. ,partially blocked electrode”.

Byly prongteny elektroaktivni aminokyseliny (cystein, tyrosiryptofan), které
jsou obsazeny v hezim sérovém albuminu. Na elekttode skelného uhliku byly
oxidovany ireversibil, oxidani piky se vyskytovaly u cysteinu (Ep = 0,65 V),
tryptofanu (Ep =0,7 V) a tyrosinu (Ep=0,9 V) ¢ehna nifeni proti
argentochloridové referentni elektedd U uhlikového vlakna, jelikoz se jedna
o mikroelektrodu a difuiizeny d&j, se rozliSené voltametrické piky neobjevily.

Déle bylo sledovano chovani BSA na elektrae skelného uhliku a uhlikovém
vlakné. Na skelném uhliku se oxida pik vyskytoval pi cca 0,8 V vs. Ag/AgCl
a pisuzovali jsme jej oxidaci tryptofanu. Na uhlikovéwakné byly naznaky piku
negastji pti 0,6 V (vs. Ag/AgCI) a po modifikaci vlakna ele&foretickou depozici
grafenu se objevoval pilk,E 0,3 V, ten je prawipodobré oxidatnim pikem cysteinu.

BohuZel reprodukovatelnost vysleédikeni dobra. Znmé kolisala pedevsim
u uhlikového vlakna a totavelikosti ¢i polohou piku, je proto nutné se této
problematice i nadale énovat, zejména otazce reprodukovatelriéravy povrchu

uhlikového vlakna.
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6. Summary

The aim of this thesis was to make an attempteotedoxidize protein (oxidation of its
amino acids) on the carbon fiber microelectrodes.aAmodel protein we chose BSA
(Bovine Serum Albumin). It is a globular water ddki monomeric protein that
is widely used as a protein standard. Oxidationcgsees occur due to oxidation
of tyrosine, tryptophan and cysteine residues osolmed protein, as demonstrated
on glassy carbon electrode. It is known, that itdifficult to observe the above
mentioned processes on the carbon fiber electrodes.

Measurements were performed in solutions of acetatffer (pH 5.5,
concentration 0.2 mol/l) and of phosphate buffesaline (PBS, pH = 7,4) in a three-
electrode setup (platinum wire as an auxiliary aadyentochloride electrode
as a reference electrode). BSA was solubilizedis buffer and its concentration was
15 uM. We used two electrochemical methods: cyaitammetry (CV; the potential
was linearly increased from initial (0 V) to verteotential (1.2 V) and then
the potential was decreased to final potential () &d square-wave voltammetry
(SWV, the potential on electrode changed lineanlydependence on time which was
superimposed by the alternating current with squaree form, small amplitude (0.025
V) and frequency (20 Hz)).

The oxidation peaks of aminoacids on glassy carélectrode were found
at potentials 0.6 V (cysteine), 0.7 V (tryptophamd 0.9 V (tyrosine) vs. Ag/AgCl.
The oxidation of BSA on glassy carbon proceeded patential around 0.8V
(vs. Ag/AgCI). The transfer voltammetry after 10nmies of adsorption on the surface
of electrode was successful.

For glassy carbon it was necessary to polish teetrelde by alumina, washed
by distilled water or use the electrochemical ciegnlt was a method when high
potential caused desorption of impurities from acef of electrode by oxidation
or reduction of surface layer.

Carbon fiber was modified by the electrochemicabatgtion of a graphene.
After this procedure we measured electrochemistrB®A, but unfortunately we did
not achieve reproducible results. Sometimes thdatixin peak of BSA was at potential
0,6 V (vs. Ag/AgCl). We speculated that it was @iy not very reproducible
deposition of graphene layer on fiber.
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