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Seznam pouzitych zkratek

AC sttidavy proud (z angl. alternating current)

AFM mikroskopie atomarnich sil (z angl. atomic force microscopy)

DC stejnosmérny proud (z angl. direct current)

DMSO dimethylsulfoxid

EIS elektrochemicka impedanéni spektroskopie

HMDE visici rtutova kapkova elektroda (z amgl. hanging mercury drop
electrode)

HOPG vysoce orientovany pyrolyticky grafit (z angl. highly oriented
pyrolytic graphite)

NS z angl. nanoshaving

QCM kfemenné krystalové mikrovazky (z angl. quartz crystal
microbalance)

SAM samoorganizovand monovrstva (z angl. self-assembled monolayer)

SMDE staticka rtutova kapkova elektroda (z amgl. static mercury drop
electrode)

SPL nanolitografie rastrovaci sondou (angl. scanning probe litography)

SPM mikroskopie rastrovaci sondou (z angl. scanning probe microscopy)

STM rastrovaci tunelové mikroskopie (z angl. scanning tunneling
microscopy)

TBAPF, tetrabutylamonium hexafluorofosfat



Abstrakt

Aminokyselinova sekvence papainu (EC 3.4.22.2) obsahuje 212 aminokyselin. Jeho
jedind volna sulthydrylova skupina je lokalizovana v aktivnim centru proteinu. Vhodné
zvolené organometalické komplexy se mohou vézat pouze na tuto volnou -SH skupinu.
Takto ptipravené syntetické metaloproteiny maji jiné elektrochemické vlastnosti nez
samotny papain. V rdmci této diplomové prace byly studovany elektrochemické vlastnosti
papainu a jeho derivatl se zaméfenim na katalytické vylucovani vodiku. Za pouZiti
chronopotenciometrie byly porovnany katalytické vlastnosti papainu a jeho tfi derivatu.

Prace byla doplnéna zkoumanim elektrochemickych vlastnosti organometalickych
komplexi ruthenia pouzitych pro modifikaci papainu, které doposud nebyly
elektrochemicky studovany.

Proces katalytického vylu¢ovani vodiku probihd v adsorbovaném stavu. Prace byla

proto doplnéna studii adsorpcnich vlastnosti papainu na substratech o riizné hydrofobicit¢.



Abstract

The aminoacid sequence of papain (EC 3.4.22.2) consists of 212 aminoacids. It has
only one free sulthydryl group, which is located in the active site of the protein. Some
organometallic complexes could be bonded only to this free -SH group due to their
structure. The artificial metalloproteins synthesised by this way may have different
electrochemical properties. In this work, we have studied the electrochemical properties of
papain and its derivatives. We compared the ability of papain and its three artificial
derivatives to catalyse the hydrogen evolution by the chronopotenciometry.

The work was completed by the study of the electrochemical properties of the
organometallic complexes of ruthenium, which were used for the artificial metalloprotein
preparation. The electrochemical properties of the compounds were never studied before.

The process of the hydrogen evolution catalysed by the proteins is held in the
adsorbed state of the catalyst. Due to this fact we have also studied the adsorption

properties of papain on the substrates with different level of hydrofobicity. (In Czech)



1. Uvod
1.1. Papain

Enzym papain (EC 3.4.22.2) patii do rodiny peptidas C1." Strukturu papainu tvori
pouze jeden aminokyselinovy fetézec slozeny z 212 aminokyselin.” Jak je patrné na
obrazku Obr. 1, sekvence papainu obsahuje kromé volné sulfthydrylové skupiny cysteinu
oznacovaného jako Cys25 jesté dalSich Sest -SH skupin, které tvoii 3 disulfidické mustky,
a to propojenim cysteinii Cys22-Cys63, Cys56-Cys95 a Cys153-Cys200.(ref.") Molekula
papainu ma podle krystalografickych méfeni’ rozméry pfiblizng 6,6 nm x 5,1 nm x 3,2

nm.

] Cys56-Cys95
~ =

/" Cys22-Cys63
N

Cys153-Cys200

Obr. 1: Molekula papainu s ozna¢enymi pozicemi cysteinu4

Teplotni optimum’ pro katalytickou aktivitu papainu je v rozmezi 60 az 63 °C,
hodnota pH optima® byla uréena na 6,50 + 0,10.

Papain vykazuje vysokou stabilitu i1 pfi pfidavku nékterych organickych
rozpoustédel do jeho vodného roztoku. Proteasova aktivita papainu se téméf neméni
do 60 % zastoupeni ethanolu, 1,4-dioxanu nebo acetonitrilu ve vodé€. Na druhou stranu jiz
nizka koncentrace tetrahydrofuranu snizuje aktivitu papainu velmi vyrazng.’

Papain se izoluje z nezralych plodi a z latexu rostliny Carica papaya.® Pro rostlinu
plni obrannou funkci, inhibuje rust larev hmyzich skidct (zejména hmyzu rodu Samia

ricini, Mamestra brassicae a Sporodoptera litura).’



1.2. Organometalické komplexy

V této praci byly studovany organometalické komplexy ruthenia (Obr. 2), které

byly syntetizovany v laboratoti M. Salmain ve Francii.'’ "2

Obr. 2: Organometalické komplexy ruthenia

Sloucenina 1 je okrovy prasek, ktery je velice dobfe rozpustny ve vod¢, methanolu
1 v DMSO. Strukturni soucésti slouceniny 1 je krom¢ kationtu ruthenia i 1,10-fenanthrolin
a chloroacetamidova skupina. Slou¢enina 1 katalyzuje Dielsovu-Alderovu reakci® a
redukci NAD(P)" na NAD(P)H." Elektrochemické chovani slouceniny 1 ve vodném
i nevodném prostiedi bylo studovano v bakalaiské praci.'” Sloudenina 1 nevykazala zadné
vyrazné oxidacni vlastnosti. DC (z angl. direct current, DC) polarografické kiivky
nevodného roztoku slouceniny 1 ukézaly ¢tyfi redukéni viny, které se zvySovaly s rostouct
koncentraci slouceniny 1. Dvé z uvedenych vin pfislusi redukei 1,10-fenanthrolinu, ktery
je strukturni soucdsti slouceniny 1. Odpovidajici vysledky poskytly i cyklické
voltamogramy. Elektrochemické chovani slouceniny 1 ve vodném prostiedi signalizovalo
probihajici katalyticky d¢j vylu¢ovani vodiku a také poukdzalo na adsorpci studované latky
na povrchu pracovni elektrody.

Slouceniny 2a a 2b se strukturné 1iSi pouze délkou uhlovodikového fetézce
propojujiciho jednotlivé heterocyklické slozky. Slouceniny 2a a 2b byly syntetizovany
za iGelem pripravy katalyzatoru hydrogena¢nich reakci ketont a imind.'' Ob& sloueniny
jsou pevné latky oranzové barvy, které jsou stabilni na vzduchu. Velice dobie se

rozpoustdji v polarnich rozpoustédlech (voda, methanol)."’



Slou¢enina 3 byla primarné¢ piipravena pro své potencidlni fotofyzikalni
vlastnosti.'* Struktura sloudeniny 3 obsahuje krom& iontu ruthenia i bipyridiny a
maleimidovou skupinu, kterd miize byt pouzita pro vazbu na volnou -SH skupinu papainu.
Zasadni nevyhodou prace se slouCeninou 3 je nerozpustnost tohoto ¢erného prasku

ve vodé.

1.3. Syntetické metaloproteiny zaloZzené na papainu

Aminokyselinova sekvence papainu obsahuje pouze jednu volnou sulthydrylovou
skupinu,” a to piimo v aktivnim centru. Tato volna -SH skupina lokalizovana na Cys25
muze byt modifikovana vazbou organometalického komplexu. Vhodné zvolené
organometalické komplexy se pak mohou vazat na papain pouze v této pozici. Sloucenina
1 se na volnou sulthydrylovou skupinu papainu vaze ptes chloroacetamidovou skupinu,
slouc¢eniny 2a, 2b a 3 pak vyuzivaji maleimidovou skupinu. Struktura jednotlivych
sloucenin studovanych v této diplomové praci neumoziuje komplexiim vazat se na papain
v jiné pozici, nez prave pres -SH skupinu Cys25. Pravé tato sulthydrylova skupina je nutna
pro enzymovou aktivitu papainu, po jeji modifikaci se endopeptidasova schopnost papainu
ztraci.

Uspé&snost vazby studovanych slouéenin na volnou -SH skupinu papainu byla
sledovana kolorimetricky v laboratofi Dr. M. Salmain.'®'? V typickém uspofadani
experimentu byl do roztoku papainu pifiddn studovany organometalicky komplex
ve velkém nadbytku. Enzymovéa aktivita papainu byla poté sledovdna na reakci
s L-pyroglutamyl-L-fenylalanyl-L-leucin-p-nitroanilidem. Tato latka slouzi papainu jako
substrat. V enzymatické reakci vznika zluty p-nitroanilin, ktery milize byt stanoven
kolorimetricky. Za ptitomnosti vSech jednotlivych sloucenin uvedenych v této diplomové
praci doslo k prudkému poklesu enzymatické aktivity papainu. Tim bylo prokézano, ze
doslo k modifikaci volné -SH skupiny pfitomného papainu organometalickymi komplexy.

Papain-1 (papain snavazanym komplexem 1) katalyzuje Dielsovu-Alderovu
cykloadici stejné¢ jako samotnd sloucenina 1. Bylo vSak prokadzano, Ze katalytické
vlastnosti slou¢eniny 1 se pro tuto reakci zvySuji navazanim na papain."” Enantiomerni
efekt nebyl pozorovan. Byla studovana i katalyticka aktivita papainu-1 pfi redukci NAD".
Katalytickd aktivita papainu-1 byla slaba, ale méfitelna. Byl zde zaznamenén pokles

aktivity slouGeniny 1 po navazani na papain oproti volné form&.'"* Papain-2b byl také
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studovan jako mozny kandidat na katalyzator redukce NAD'. Vytézky viak byly jesté nizsi
nez u papainu-1.'* Systém papain-3 byl piipraven pro své luminiscenéni vlastnosti.'> Jeho
katalytické chovani dosud nebylo studovéno.

Studium elektrochemickych vlastnosti systému papain-1 bylo jiz ¢aste¢n¢ zahajeno
v bakalaiské praci.”” Prib&h AC (z angl. alternating current, AC) voltamogramu roztoku
papainu-1 ukézal na silnou adsorpci analytu na povrch elektrody a také vyrazny signal
vylucovani vodiku katalyzovaného piitomnym papainem. Oproti AC voltamogramu
Cistého papainu se zde ale projevil i katalyticky signal zpisobeny piitomnosti kovalentné

vazaného organometalického substituentu 1.

1.4. Elektrochemie proteint

Z elektrochemického hlediska se proteiny déli podle pfitomnosti nebo
nepfitomnosti redoxniho centra, které miize byt tvofeno kovem nebo jinou neproteinovou
slozkou. VétSina proteind s redoxnim centrem (at jiz ptfirodniho nebo syntetického
ptvodu), byla prostudovéna i za pouZiti elektrochemickych metod.'® Rozd&leni, vyznam a
vlastnosti syntetickych metaloproteint byly jiz uvedeny v bakalaiské praci.'

Na druhou stranu i proteiny bez redoxniho centra mohou byt studovéany
elektrochemickymi metodami. Thyrosin a tryptofan mohou byt oxidovany na uhlikovych
elektrodach, disulfidické mistky mohou byt naopak redukovany na elektrodach
rtutovych,'® cystein miZe na rtufové elektrodd katalyzovat vyluGovani vodiku za
pFitomnosti iontdi kobaltu nebo niklu.”? Vylu€ovéni vodiku katalyzovaném proteiny se

v posledni dobé vénuje zejména skupina E. Pale¢ka v Brng."®

1.4.1. Vylucovani vodiku katalyzované proteiny

Ackoliv by se dalo pfedpokladat, ze hydrogenasy by mély patfit mezi nejvhodné;jsi
proteinové kandidaty pro produkcei vodiku, bylo zjisténo, ze za jistych podminek je vétSina
proteint schopna katalyzovat vylu¢ovéni vodiku stejné dobie. "’

Elektrochemické vylucovani vodiku katalyzované proteiny v mirné bazickém
prostiedi je vibec prvni d¢j, ktery byl sledovan pii studiu vlastnosti proteinti za pouziti

rtutové kapkové elektrody.'®
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V roce 1930 J. Heyrovsky a J. Babitka'® ptisoudili vznik tzv. prenatriové vlny,
ktera byla pozorovana pfi polarografickém studiu elektrochemickych vlastnosti lidskych
t&nich tekutin,? pritomnosti albuminti. Také ukazali, ze se prenatriovd vlna zvySuje
s piidavky amonnych ionti do studovaného roztoku. Zaroven se ukazalo, ze zavislost
vysky této viny na koncentraci bilkovin spéje k limité. Dospéli k nézoru, ze tato vina je
spojena se signalem vylu¢ovani vodiku katalyzovanym proteiny, kde amonné ionty piisobi
jako protonové donory. Jedna se tedy o sniZeni prepéti vodiku vyluc€ujiciho se z amonného
aniontu.”” Rudolf Brditka pozdgji ukazal, Ze donorem protond nemusi byt pouze amonné
ionty, ale mohou je zastoupit i kyselé slozky pufri o pH vrozmezi 7 az 12.*' P¥i pH
0 hodnoté vyssi nez 12 prenatriova vina mizi a pti pH pod hodnotou 7 ji nelze pozorovat,
protoze vyludovani vodiku z pufru prenatriovou vinu potencialové piedchazi.”' Brditka
také pozoroval, Ze katalyticky aktivnimi slozkami proteind jsou jejich sulfthydrylové
skupiny.”” Na druhou stranu G. J. Millar ukazal, Ze katalyticky u&innymi skupinami
bilkovin v pufrovanych roztocich jsou pievazné jejich aminoskupiny.” Rozséhla prace
skupiny M. Stackelberga piivedla vyzkumniky k zavéru, Ze jsou v pufrovanych roztocich
katalyticky aktivni pouze slouceniny obsahujici formu dusiku, kterd je schopna vazat
proton na elektronovy par.”*

Katalytické vyluCovani vodiku, tedy katalytické snizovani piepéti vodiku na
rtutové elektrodé, je proces slozeny znékolika krokl. Atomarni vodik se zroztoku
deponuje na povrch rtut'ové elektrody a sdili s ni sviij elektron. Reaktivni radikal vodiku je
kontaktem s rtutovou elektrodou stabilizovan az do okamziku, kdy se vlivem dal§iho
snizovani potencialu zachyti na povrchu elektrody tolik radikali vodiku, ze spolu za¢nou
tvofit stabiln¢j$i molekuly H,. Ty nemohou s elektrodou sdilet elektrony, a proto se
uvoliiuji z jejiho povrchu.”® Znama Brdi¢kova reakce popisuje specialni druh katalytického
vylu¢ovani vodiku, kdy je atom siry v sulthydrylové skupiné proteinu komplexovan
kationty kobaltu nebo niklu, a tim je usnadnéno uvolnéni protonu v elektrodovém
procesu.”

Proces vyluCovani vodiku katalyzovany proteiny je siln€é ovlivnén adsorpci
katalyzatoru (proteinu) na povrch elektrody.'”'® Pokles proudu po dosazeni katalytického
maxima je n¢kdy prisuzovan desorpci proteinu z povrchu elektrody pii negativnéjSich

potencialech.'®
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1.5. Adsorpce proteint

Vyznam studia adsorpce proteinit na syntetické povrchy vzrostl napiiklad
s rozSifenim pouzivani implantati z umélych materialti. Vhodna modifikace povrchu mtize
umoznit adsorpci biogennich proteini na povrch implantitu a tim 1 zvySit jeho
biokompatibilitu.*®

Adsorpce proteini je komplexni proces, ve kterém hraji roli van der Waalsovy sily,
hydrofobni a elektrostatické interakce i tvorba vodikovych mustkt. Chemické a fyzikalni
vlastnosti povrchu substratu ovliviiuji mnozstvi adsorbovaného proteinu, hustotu adsorp¢ni
vrstvy i konformaci a orientaci adsorbovanych molekul.?

Jako modelovy substrat se Casto vyuziva povrch monokrystalického zlata(111)

, . . 26 -
pokryty samoorganizovanou alkanthiolovou monovrstvou.® 3

Vybérem pouzitého
alkanthiolu podle jeho koncové funkéni skupiny lze piipravit substraty s riznym stupném
hydrofobicity. Jako dalS$i modelovy piiklad hydrofobniho substratu se pouZiva vysoce
orientovany pyrolyticky grafit (angl. highly oriented pyrolytic graphite, HOPG).**" *°

Lidsky sérovy albumin (angl. human serum albumin, HSA) se adsorbuje ve vétsim
mnozstvi na zlaty substrat pokryty vrstvou alkanthiolu s methylovou koncovou funkcni
skupinou (-CH3) nez na zlaty povrch modifikovany alkanthiolem zakoncenym
karboxylovou skupinou (-COOH).”” Navic bylo skupinou Ch. C. Duponta-Gillaina
ukdzano, ze na povrchu pokrytém -COOH nedochazi k reorientaci jiz adsorbovanych
molekul, zatimco na substratu pokrytém -CH; adsorbované molekuly HSA méni
konformaci a orientaci.?’

Rozdilné adsorpcni vlastnosti hovéziho sérového albuminu (angl. bovine serum
albumin, BSA) a fibrinogenu byly studovany metodou QCM skupinou P. Roacha.”* BSA
se vtéto studii adsorbovalo ve vétSim mnozstvi na povrch pokryty alkanthiolem
zakonCenym -CHj; skupinou nez na povrch modifikovany alkanthiolem zakoncenym
skupinou -CH,OH. Na druhou stranu, fibrinogen se adsorboval na oba povrchy se stejnou
rychlosti a ve stejném mnozstvi.”®

Adsorpce hovéziho sérového albuminu na rizné¢ modifikované povrchy byla
studovéna i japonskou skupinou J. Anzaie.”® Podle jejich vysledkii se BSA adsorboval
v nejvetsim mnoZstvi na substrat modifikovany alkanthiolem zakoncenym -CHj3 skupinou.

Vyrazné niz§i mnozstvi BSA bylo adsorbovano pii modifikaci povrchu alkanthiolem

s koncovou funkéni skupinou -NH,. Jest¢ méné¢ BSA se adsorbovalo na povrch
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modifikovany alkanthiolem zakon¢enym -CH,OH skupinou. Nejmensi mnozstvi BSA se

adsorbovalo na substrat modifikovany alkanthiolem s koncovou -COOH skupinou.®
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2. Cil prace

Cilem diplomové prace je studium pienosu elektronu a snim spojenych
katalytickych proudd vyluCovani vodiku v molekuldch papainu modifikovanych
kovalentnd vézanymi organometalickymi fragmenty typu [(eta®-arene)Ru(N,N)CI]""
(n=1) a [Ru(bpy)2(NRpy2)]"" (n = 2) v aktivnim centru papainu, jehoZ soucasti je -SH
skupina cysteinu Cys25. Soucasti prace je také studium adsorpcnich vlastnosti papainu

na vodivych substratech, které maji vliv na katalytické vylu¢ovani vodiku.
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3. Material a metody

3.1. Chemikalie a komeréni substraty

Papain: Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA; z latexu Carica papaya, specificka
aktivita 23 jednotek na mg, dvakrat rekrystalizovany, M, = 23406

Sloucenina 1: syntéza prob¢hla v laboratofi Dr. M. Salmain (Laboratoire de chimie
et biochimie des complexes moléculaires, Ecole Nationale Supérieure de Chimie de Paris,
Francie), M, = 549,84

Sloucenina 2a: syntéza prob&hla v laboratofi Dr. M. Salmain (Laboratoire de chimie
et biochimie des complexes moléculaires, Ecole Nationale Supérieure de Chimie de Paris,
Francie), M, = 572,45

Sloucenina 3: syntéza prob¢hla v laboratofi Dr. M. Salmain (Laboratoire de chimie
et biochimie des complexes moléculaires, Ecole Nationale Supérieure de Chimie de Paris,
Francie), M, = 1039,75

Papain-1: navazani slouceniny 1 na papain prob¢hlo v laboratofi Dr. M. Salmain
(Laboratoire de chimie et biochimie des complexes moléculaires, Ecole Nationale
Supérieure de Chimie de Paris, Francie), M, = 23919

Papain-2b: navazani derivatu slouceniny 2b na papain prob&hlo v laboratofi Dr. M.
Salmain (Laboratoire de chimie et biochimie des complexes moléculaires, Ecole Nationale
Supérieure de Chimie de Paris, Francie), M, = 23992

Papain-3: navazani slou€eniny 3 na papain probchlo v laboratofi Dr. M. Salmain
(Laboratoire de chimie et biochimie des complexes moléculaires, Ecole Nationale
Supérieure de Chimie de Paris, Francie), M, = 24446

Dodekan-1-thiol: Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA; ¢istota 98 %, M, = 202,4
Oktadekan-1-thiol: Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA; Cistota 98 %,
M, =286,57

11-sulfanylundekanova Kkyselina: Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA; ¢istota
95 %, M, =204,38

11-sulfanylundekan-1-ol: Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA; cistota 97 %,
M, =202,4
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TBAPFs (tetrabutylamonium hexafluorofosfat): Fluka, Ccistota minimalné 99 %,
ptred pouzitim dosusSen pii teploté 60-80 °C M, = 387,43

KCl (chlorid draselny): Lachema Brno, Cistota minimalné 99 %, M, = 74,55

DMSO (dimethylsulfoxid): Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA; c¢istota p.a.,
uchovavan pod inertni atmosférou

Ethanol: Lach-Ner, Neratovice, Cistota p.a.

Ethanol (abs.): AppliChem GmbH, Darmstadt, Némecko, ¢istota: molecular biology grade
(uzivan pro adsorpci SAM na zlaté substraty)

Deionisovana voda: ptipravena deionisaci v Mili-Q (Milipore, USA), vystupni odpor vody
pri 25 °C je 18,2 x 10° Q-cm

HOPG: SPI Supplies, West Chester, USA, 10 mm x 10 mm x 2 mm

Au na skle: Arrandee, Werther, Némecko, Au vrstva (250 £ 50 nm) na vrstvé Cr
(2,5 + 0,5 nm) na skle (0,7 + 0,1 mm); plocha 11 x 11 mm?

QCM Kkrystaly: Stanford Research Systems, USA; 5 MHz, Au na vrstvé Cr, AT-cut,

primér 2,54 cm, lesténé

3.2. Modifikované substraty

Samoorganizované monovrstvy (angl. self-assembled monolayer, SAM) se
pouzivaji pro vhodnou modifikaci povrchu pied samotnou adsorpci studovanych struktur.
SAM vznikaji adsorpci molekul z kapalné nebo plynné faze na povrch pevnych nebo
kapalnych (naptiklad rtutovych) elektrod. Pro tvorbu SAM se pouzivaji takové molekuly,
které maji funkéni skupinu vyznacujici se specifickou afinitou k povrchu elektrody. Nékdy
je tato afinita natolik silna, Ze molekuly samoorganizované monovrstvy vytésni necistoty
ptitomné na povrchu elektrody. Bylo popsano mnoho funkénich skupin s dostate¢né silnou
afinitou k povrchim rdznych materidl, nejcastéji se ale pouzivaji monovrstvy
alkanthiolovych molekul, které¢ se silné vazi zejména na povrchy zlata, stiibra, médi,
palladia, platiny nebo rtuti. Alkanthioly navic poskytuji moznost ptfipravy vysoce
organizovanych monovrstev zakon&enych variabilnimi funk&nimi skupinami.*® Volbou
pouzitého alkanthiolu tak mohou vznikat naptiklad monovrstvy o riizné hydrofobicité.*!

Adsorpce alkanthiolu na povrch zlata probihéa podle rovnice (1):*

R-SH + Au’, — R-S-Au" + % H, + Au’y, (1)
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Vazba mezi atomy zlata a siry je velice silnd a stabilni. Jeji energie® je piiblizn&

40 x 10° cal'mol . V SAM svira uhlovodikovy fetézec alkanthiolu viiéi povrchu substratu
tihel piblizng 30° (Obr. 3). 444+

Koncova funkéni skupina

Uhlovedikovy fetézec

Vazba Au-S

Kovovy substrat

Obr. 3: Schéma samoorganizované monovrstvy alkanthiolu na povrchu kovu*’

Vyhodou pouzivani SAM je pomérna snadnost jejich ptipravy. Usp&inost tvorby
SAM mitize ovlivnit hned nékolik faktori. Patfi mezi né volba rozpoustédla, teploty,
koncentrace roztoku adsorbentu, doba kontaktu roztoku adsorbentu a substratu, éistota
povrchu substratu 1 roztoku adsorbentu, koncentrace kysliku v roztoku adsorbentu i délka
fetdzce a struktura adsorbujicich molekul.***!

Doba tvorby SAM a koncentrace roztoku adsorbentu ovliviluje nejen hustotu
pokryti povrchu substratu, ale také muze zplsobit vznik vétSitho mnozstvi defekth
z divodu silngjsiho plisobeni pfipadnych necistot v roztoku adsorbentu. Experimentalné
zjisténé podminky ukazuji reprodukovatelnou tvorbu SAM pii vystaveni povrchu substratu
roztoku adsorbentu o koncentraci pfiblizn& 1 x 10~ mol-dm™ po dobu 12 - 18 hodin.
Adsorpce molekul na povrch elektrody probihd béhem prvnich desitek sekund az minut po
ponofeni substratu do roztoku,** ale reorganizace molekul potiebna pro vytvoreni
dostate¢né reprodukovatelné monovrstvy trva dalsich nékolik hodin.*® Tvorba
reprodukovatelné monovrstvy miiZe trvat az deset dni.***!

Ackoliv jsou pro ptipravu SAM vhodnd i jind rozpoustédla nez ethanol (napf.
tetrahydrofuran, toluen, hexan), pravé ethanol se pouziva nejcastéji. Rozpousti se v ném
mnoho Casto pouzivanych alkanthioli, je dostupny ve vysoké Cistot¢ za pomérné nizkou
cenu, navic se vyznaduje nizkou toxicitou.*

Tvorba SAM pii zvysSené teploté¢ mize urychlit vznik monovrstvy a navic snizit

pocet defektl této vrstvy. Vliv teploty je nejsiln€jsi béhem prvnich par minut tvorby

VIStvy. »
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Vliv koncentrace rozpusténého kysliku v roztoku adsorbentu neni piili§ popsan, ale
empiricky bylo zjiSténo, ze odstranéni kysliku zroztoku inertnim plynem zvySuje
reprodukovatelnost tvorby monovrstvy.*’

Samoorganizované monovrstvy byly za ucelem vyuziti pro tuto diplomovou praci
pripraveny nasledujicim zplisobem. Zlaté monokrystalické substraty pro studium metodou
AFM a QCM krystaly pokryté zlatou vrstvou byly modifikovany alkanthioly
s methylovou, karboxylovou nebo hydroxylovou koncovou funkéni skupinou. Vybrané
alkanthioly byly rozpusStény v ethanolu (abs.) o teplot¢ 60 °C, ktery byl zbaven
rozpusténého kysliku proudem argonu. Deponace adsorbentli na povrch substrati probihala
pies noc pii teploté¢ 60 °C v inertni atmosfétfe. Po vyjmuti z roztoka byly substraty omyty
ethanolem. Fyzisorbované molekuly byly odstranény ponofenim omytych substrati do
ethanolu o teploté¢ 60 °C, ktery byl argonovym proudem zbaven rozpusténé¢ho kysliku.
Po 6 hodinach pii teploté¢ 60 °C vinertni atmosféfe byly substraty vyjmuty, omyty
ethanolem a deionisovanou vodou a osuseny proudem argonu.

Piiprava SAM na povrchu kiemennych krystalli probihala v jesté¢ jedné varianté.
Cisty QCM krystal byl v tomto piipadé rozvibrovan v ethanolu o teploté 25 °C. Po ustéleni

frekvence vibraci byl za stdlého michéani ke krystalu pfidan ethanolicky roztok alkanthiolu.

3.3. Pristroje

Elektrochemicka meéfeni byla ve vétSin¢ piipadii provadéna na potenciostatu
s rychlou odezvou, ktery byl zkonstruovan v Ustavu fyzikalni chemie J. Heyrovského
AVCR, v. v. i. v Praze. Spojeni potenciostatu s po¢itatem zajistovalo IEEE-rozhrani (PC-
Lab, AdvanTech, Model PCL-848). Digitalizace méfenych vystupti byla provedena za
vyuziti PCL-818 karty o 12 bitové ptesnosti (AdvanTech Co., USA). AC voltametrie byla
meéfena pomoci vyse uvedeného potenciostatu domaci vyroby v kombinaci s dvoufazovym
lock-in zesilovacem SR830 (Stanford Research Systems, USA). Elektrochemicka
impedancni spektroskopie (EIS) a chronopotenciometrie byly méfeny na potenciostatu
Autolab PGSTAT30 (Ecochemie, Nizozemi). Pracovni staticka rtutova kapkova elektroda
(angl. static mercury drop electrode, SMDE) vyrobena firmou Laboratorni ptistroje Praha,

byla pouZita i jako visici rtutova kapkova elektroda (angl. hanging mercury drop electrode,
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HMDE). Velikost kapky byla déna nastavenim otevieni ventilu na dobu 80 ms, plocha
pouzité rtutové kapkové elektrody byla 0,0097 cm®.

AFM m¢éfeni byla provadéna na pfistroji Agilent Technologies 5500 SPM
za pouziti nosniki typu II MACLevers™ (Agilent Technologies, USA) s rezonanéni
frekvenci 45-115 kHz a tuhosti 0,5-9,5 N-m .

QCM méfeni byla provadéna na systému od Stanford Research Systems, USA
sloZzeném z digitalni fidici jednotky QCM200, SMHz oscilatoru QCM25, drzéku krystall a
lesténych kiemennych krystalti ¢aste¢né pokrytych zlatem.

3.4. Metody

3.4.1. Elektrochemicka méreni

Elektrochemickd méfeni byla provadéna v elektrochemickych  celach
v tfielektrodovém zapojeni. Jako pracovni elektrody slouzily SMDE a HMDE. Pro méfeni
vobjemu nad 5 x 107 dm’ byla jako pomocna elektroda pouZivana platinovéa sitka.
Argentochloridova referen¢ni elektroda Ag | AgCl (chlorid stiibrny) | IM LiCl (chlorid
lithny) byla oddélena od meéfené¢ho roztoku solnym mistkem. Pfi méfeni v objemu
1 x 107 dm’ az 2 x 10 dm’ ml byl jako pomocna elektroda pouzivan platinovy dratek a
jako referentni elektroda sttibrny dratek pokryty vrstvou AgCl.

Rtutova kapkova elektroda byla cisténa roztokem kyseliny dusicné (v poméru
s vodou 1:1). Pomocné elektrody a elektrochemické cely byly ¢istény smési koncentrované
kyseliny sirové a 30 % peroxidu vodiku v poméru 3:1 (tzv. Piranha roztok).

Pied kazdym -elektrochemickym méfenim byl z méfeného roztoku odstranén
rozpustény kyslik proudem argonu. Samotnd méteni probihala pod argonovou atmosférou.

Ziskana digitadlni data byla zpracovana v programu Origin 8 (OriginLab

Corporation, USA).

3.4.1.1. Metody vyuzivajici stejnosmérny elektricky signal

Principy DC polarografie a cyklické voltametrie byly podrobnéji vysvétleny jiz

1 s ea s 15
v teoretické ¢asti bakalarské prace.
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Pti DC polarografickém 1 voltametrickém méfeni je na elektrodu aplikovano
stejnosmérné napéti, které se linedrné meéni s Casem, a sleduje se proud, ktery elektrodou

prochazi (Obr. 4).%

m—ej
-~

t

Obr. 4: DC polarografie: *° a: Linearni zavislost vkladaného napéti na ¢ase; b: Pribéh DC polarografické
ktivky

Na rozdil od DC polarografie, ktera vyuziva pro méteni rtutovou kapajici elektrodu
(angl. dropping mercury electrode, DME), cyklickd voltametrie vyuziva stacionarni
elektrody, tedy pevné elektrody nebo visici rtutovou kapkovou elektrodu HMDE.
V cyklické voltametrii je na pracovni elektrodu vkladan potencial trojuhelnikového

priib&hu (Obr. 5).%

—_—

t

Obr. 5: Cyklicka voltametrie:** a: Casova zavislost vkladaného potencialu; b: Tvar cyklického
voltamogramu

Chronopotenciometrie je elektrochemickd metoda, kdy je na elektrodu vkladan
maly konstantni stejnosmérny proud. Vystupem meéteni je pak potencidl jako funkce Casu.

V soucasné dob¢ se chronopotenciometrie vyuziva pro studium latek schopnych
katalyzovat vylu¢ovani vodiku na rtutovych elektrodach i bez pfitomnosti -SH nebo -S-S-
skupin.?” Tyto latky poskytuji vyrazny signal, ktery byva v literatufe popisovan jako ,,vIna

. v . . ;1 16,47
H* uz pti nanomoléarnich nebo dokonce subnanomolarnich koncentracich. ™

21



Velikost a pozice viny H zavisi na hodnotach elektrodového akumula¢niho

s 7 48-50 r 51 N oy s 7 v v s v ’
potencialu, délky akumulace,” pocate¢niho potencidlu kiivky a zménéach sloZeni

3152 Viechny tyto aspekty mohou ovlivnit strukturu a konformaci

7

zakladniho roztoku.
katalyzatoru pii katalytickém d&ji.*’ Vyraznou roli zde hraje i zvolend hodnota
polarizujiciho proudu.*-*° Optimalni podminky se pro jednotlivé katalyzatory 1isi.*’

Vina H byla pozorovana jiz u vice nez 25 proteinll, mezi které patii kromé& sérovych

albumind i cytochrom ¢, myoglobin, insulin, lysozym nebo avidin.'®

3.4.1.2. Metody vyuZivajici stridavy elektricky signal

AC metody vyuzivaji ke studiu elektrochemickych déji stfidavé napéti. Sledovanou
veli¢inou je stfidavy proud. Podle pouzitého zapojeni rtutové elektrody se rozliSuje AC
polarografie (kapajici rtutova elektroda) a AC voltametrie (visici kapkové elektroda),
kromé nich byla v této praci pouzita i metoda elektrochemické impedancni spektroskopie
EIS.

Pii méfeni AC metodami je elektroda polarizovdna v Case linearné rostoucim
napétim, které je modulovano stfidavou slozkou se sinusovym prubéhem, konstantni malou
amplitudou a frekvenci v rozsahu do n&kolika tisic Hertzil.”> M&fi se zavislost stiidavého
proudu prochazejiciho elektrodou v zavislosti na jejim potencidlu. Vystupnim signalem
AC voltametrie a AC polarografie je redlna a imaginarni slozka admitance. AC metody se
uplatiiuji zejména pii métfeni rychlostnich konstant elektrodovych reakci a pii detekci
adsorpce reaktanti nebo produktii elektrodové reakce na povrch elektrody.” Na obrazku
Obr. 6 na strané 23 jsou uvedeny pribéhy AC voltametrickych kiivek pro modelové déje

o . . o 10, 54
o rizném stupni reverzibility.
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Obr. 6: Modelové pribéhy signalu v AC voltametrii p¥i d&jich o rizné reverzibilité:> obrazek
A ukazuje tvar kfivek pro reverzibilni déj, B pro kvazi-reverzibilni d&j a C pro ireverzibilni déj;

prerusovanou ¢arou jsou znazornény kiivky pro zakladni elektrolyt

Pro stejnosmérny proud plati Ohmuv zékon:

E
I=— 2
R 2)
kde I je proud, E napéti a R odpor. P¥i pouziti stfidavého proudu plati analogicky vztah:**
Iw)=——= 3
() Z(@) ©)

ve kterém  znaci frekvenci stfidavych slozek a Zje impedance. Admitance Y je

prevracenou hodnotou impedance a proto plati i rovnice:>*

I(0)=E(e)-Y(o) 4)
JestliZe jsou impedance a admitance vektory, pak plati:>>
Z=7'+ ;7" (5)
a analogicky plati:>
Y=Y"+,Y" (6)

V rovnicich (5) a (6) jsou jednou ¢arou oznaceny realné slozky impedance a admitance a
dvéma cCarami jejich imagindrni slozky, j je imagindrni jednotka. Pro pfevody mezi
impedanci a admitanci pak plati nasledujici vztahy:>

Y!

" __ Y”
g, ®
(A S— 9)
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Y=t (10)

Potencial aplikovany na elektrodu ponofenou do méfeného roztoku zpusobuje
v roztoku v tésné blizkosti elektrody vznik elektrodové dvojvrstvy. Tato dvojvrstva se
chova jako kondensator.>® Vlastnosti fizového rozhrani elektroda-roztok jsou ovlivnény
potencidlem vkladanym na elektrodu, materidlem, ze kterého je elektroda vyrobena,
druhem a koncentraci elektrolytu v roztoku, zvolenym rozpoustédlem i teplotou.”> Pro
nazornost se n¢kdy impedance elektrody znazornuje pomoci ndhradniho elektrického
obvodu, kde se pouziva stejné znaceni jako v klasickych elektrotechnickych schématech.
Pro elektrodu ponotenou do roztoku elektrolytu plati sériova kombinace odporu elektrolytu
a kapacity elektrodové dvojvrstvy. Pro jednoduchy elektrodovy dé& je pak faradaicka
impedance slozend ze dvou sériovych impedanci, tedy zptfenosového odporu (angl.
charge-transfer resistance, R.;) a difuzni slozky impedance, kterd se nazyva Warburgova
impedance a byva oznatovéana pismenem W. >

Na obrazku Obr. 7 jsou zndzornény tvary impedancnich kiivek pro modelové

piiklady jednoduchych elektrodovych dgji a jim odpovidajici elektrotechnické obvody.™

A c C
] TI z
-
R 3 C R
Rct
R Z R Z-  R+Ret
C D
B — C
7* Z
— — R
R
_—\/\/—_ \\ Rct
R Z R Z R+Ry

Obr. 7: Tvar impedanénich kiivek a odpovidajici nahradni elektrické obvody pro modelové priklady
elektrodovych procesii:* Vlevo nahofe (A) idealné polarizovana elektroda, vlevo dole (B) rychla redoxni
reakce fizend difusi, vpravo nahote (C) ireverzibilni elektrodova reakce, vpravo dole (D) kvazi-reverzibilni
elektrodova reakce; Sipky v grafech ukazuji smér rostouci hodnoty frekvence

Pomoci simula¢nich programi je mozné z naméfenych impedancnich kiivek ziskat
hodnoty rychlostnich konstant ptenosu elektronu za pouziti vztahu:®

RT

BT e ——— (11)
n’F’R,(E)Ac

k(E)=
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kde kr(E) znaCi rychlostni konstantu pfenosu elektronu, R je univerzalni plynova
konstanta, 7 je teplota v Kelvinech, n pocet ptenesenych elektronli, /' zna¢i Faradayovu
konstantu, R.; (E) ptenosovy odpor, 4 plochu elektrody a ¢ koncentraci reaktantu.

EIS data byla vyhodnocovana v programu FRA 4.9.005 (Ecochemie, Holandsko).

3.4.2. Mikroskopie atomarnich sil

Mikroskopie atomarnich sil (z angl. atomic force microscopy, AFM) patii do
skupiny mikroskopie rastrovaci sondou (z angl. scanning probe microscopy, SPM).
Metodu AFM si nechal vroce 1988 patentovat Gerd K. Binnig,”’ jeden z nositel
Nobelovy ceny za fyziku z roku 1986 udélené za metody rastrovaci tunelové mikroskopie
(z angl. scanning tunneling microscopy, STM). AFM se vyuziva pro zobrazovani povrchi
vodivych i nevodivych vzorki na vzduchu, v kapaling i ve vakuu.™®

Ve vétsiné piipadl je snahou pifi pouzivani metod SPM omezit interakce mezi
rastrujici sondou a povrchem substratu, aby nedoSlo ke zméné struktury studovaného
vzorku. Na druhé stran¢ se ale pouzivaji i nanolitografické metody (angl. scanning probe
litography, SPL), kdy je na vzorku material cilené¢ pfesouvan sondou a tim se na povrchu
substratu tvoii jiné nanostruktury.**>%-°

(AFM N§). 27361

Mezi tyto metody patii naptiklad tzv. nanoshaving

Metoda AFM NS byla v této praci vyuzita pro ziskani informace o vySce vrstvy
na povrchu jednotlivych substrati. Pro aplikaci postupu AFM NS je nutné nejprve
na substratu zobrazit vhodnou rovnou plochu v magneticky fizeném preruSované
kontaktnim rezimu. Néasledné je ¢ast vrstvy na povrchu substratu odstranéna pouzitim
kontaktniho AFM rezimu se zadanou pfitlacnou silou. Na zavér je cela pivodni plocha
opét zobrazena v magneticky fizeném prerusované kontaktnim rezimu. Dodrzenim tohoto
postupu je mozné ziskat a porovnat stejnou oblast povrchu substratu pred aplikaci a
po aplikaci AFM NS.

Aplikovana pftitlacna sila pouzitd pro odstranéni ¢asti povrchového filmu rastrujici
sondou byla vypocitana z rovnice:

F=k-AZ (12)
kde F je pfitlacna sila, kje tuhost pruziny a AZ zména vzdalenosti sondy od povrchu

vzorku. Hodnota tuhosti pruziny & se vypocita ze vztahu:
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k=k, Lo (13)

kde kv a fy jsou nomindlni hodnoty tuhosti pruziny a rezonanc¢ni frekvence nosniku
zadana vyrobcem a fy je rezonan¢ni frekvence pouzitého nosniku. Hodnota zmény
vzdalenosti sondy od povrchu vzorku AZ se ziska ze vztahu:

az=AD (14)
S

ve kterém AD znaci zménu prohnuti nosniku a §je smérnice zavislosti zmény prohnuti
nosniku na zméné vzdalenosti sondy od povrchu vzorku. Smérnice S se vypocita ze vztahu:

S:d—Dz—(Dz_Dl) (15)
dz  (z,-7,)

hodnoty D; a Z, tedy konkrétni hodnoty prohnuti nosniku D a vzdalenosti sondy

od povrchu vzorku Z, se odectou z kiivky obvykle anglicky zvané force-distance curve

(obrazek Obr. 8). V této kiivee muze byt sila na ose y vyjadfena i prohnutim nosniku nebo

napétim vzniklém na fotodetektoru.

Sila
—— PFiblifovini
— Oddalevani

Odpudiveé
sily

0 -
PEitailive
sily

Vzdalenost hrotu od vzorku

Obr. 8: Zavislost sily mezi AFM sondou a vzorkem na jejich vzajemné vzdalenosti.®” Cervena k¥ivka:
pfi piiblizovani nosniku k povrchu vzorku (A) je hodnota sily plisobici mezi hrotem a vzorkem nulova; pfi
pritazeni hrotu vlivem pfitazlivych sil k povrchu vzorku (B) se nosnik mirné prohne a to se projevi prudkym
poklesem sily; pii dalSim pfitlaovani hrotu k povrchu vzorku pfiblizovanim nosniku (C) se nosnik prohyba.
Modra krivka: pfi oddalovani nosniku od vzorku (D) se snizuje sila mezi hrotem a povrchem vzorku,
k uvolnéni hrotu dochazi skokem (E); pfi dals$im odtahovani nosniku od vzorku (F) je sila mezi hrotem a
vzorkem nulova.

Ziskana data byla zpracovana v programu Gwyddion 2.7 (Cesky metrologicky
institut, CR; ofez obrazki, tprava barevné $kély, potladeni $umu). Vyska vrstev byla
odectena z pti¢ného fezu povrchu vzorkd v programu PicoView (Agilent Technologies,
USA) a néasledn¢ analyticky zpracovana v programu Origin 8 (OriginLab Corporation,
USA).
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3.4.2.1. Priprava substratu pro adsorpci proteinu

Cisty povrch HOPG pro méfeni metodou AFM byl piipraven odstranénim svrchni
vrstvy lepici paskou. Monokrystalicky povrch zlatého substratu byl pfipraven zihanim
sklenéné desticky pokryté zlatou vrstvou (obrazek Obr. 9). Chlazeni substratu po zihani

bylo provedeno proudem argonu.

71 nm

500 nm

0 nm

0,0 nm

Obr. 9: Zlaty povrch na sklenéné desticce pred zihanim (vlevo) a po zihani (vpravo), zobrazeno
v kontaktnim rezimu AFM.

Modifikované zlaté substraty byly pfipraveny postupem uvedenym v kapitole 3.2.
Pro méteni metodou AFM byla adsorpce papainu na cerstvé pfipraveny povrch HOPG,
Cerstvé zihany povrch monokrystalického zlata a na monokrystalické zlato pokryté
alkanthiolovou samoorganizovanou monovrstvou provedena piekrytim substrati vodnym
roztokem papainu o koncentraci 4,3 x 10°° mol-dm ™. Po hoding byly substraty vyjmuty,

oplachnuty deionisovanou vodou a osuseny proudem argonu.

3.4.3. Kremenné krystalové mikrovazky

Kiemenné krystalové mikrovazky (z amgl. quartz crystal microbalance, QCM)
vyuzivaji piezoelektricky efekt, ktery byl poprvé popsan bratry Curieovymi v roce 1880.%
Pti aplikaci stfidavého napéti na elektrody umisténé na kiemenném krystalu (obrazek Obr.
10 na str. 28), dojde k jeho rozvibrovani o charakteristické frekvenci (vétSinou v rozmezi
5 az 20 MHz).®* Tato frekvence klesa pii navazani hmoty na povrch krystalu. Vztah mezi
zménou frekvence a hmotnosti vyjadiuje pro idealni ptipad Sauerbreyova rovnice:®

Af ==C,-Am (16)
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kde Af znaci pokles rezonan¢ni frekvence krystalu v Hz, C; je citlivost krystalu rovna
56,6 Hz-ug '~cm? a Am je zména hmotnosti v pg-cm .

vodivé spojeni
pfedni a zadni ¢asti

¢elni strana zadni strana
(snimaci elektroda) (kontaktni elektroda)

Obr. 10: Krystaly pouzivané pro metodu QCM, bile kiemenné plochy, cern¢ pokovené oblasti slouzici
jako elektrody®

Adsorpce papainu na krystaly modifikované alkanthiolovou vrstvou probihala vzdy
pfidanim temperovaného roztoku papainu do roztoku KCl o koncentraci 0,1 mol-dm
o teploté 25 °C, ve kterém ustalené vibroval modifikovany krystal. Zasobni roztok papainu
byl vzdy pfipraven tak, aby celkova koncentrace papainu v roztoku s umisténym
vibrujicim krystalem byla 1,0 x 10 mol-dm .

Ziskana data byla zpracovana v programu Origin 8 (OriginLab Corporation, USA).
Hmotnost molekul adsorbovanych na povrch krystalu byla vypolitana za pouziti

Sauerbreyovy rovnice (16).
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4, Vysledky

4.1. Elektrochemické vlastnosti organometalickych komplexu

Elektrochemické vlastnosti slouCeniny 1 byly studovdny nékterymi metodami
(DC polarografie, cyklickd voltametrie, elektrolyza, AC voltametrie) jiz v bakalafské
praci.” V ramci této diplomové prace byla studie elektrochemickych vlastnosti slou¢eniny
1 doplnéna o méteni elektrochemické impedancni spektroskopie.

Reprezentativni kiivky méfeni elektrochemické impedanéni spektroskopie vodného
roztoku slou¢eniny 1 o koncentraci 1,75 x 107° mol-dm™ jsou na obrazku Obr. 11. Mé&feni
bylo provedeno na HMDE pii rozsahu frekvenci 2 Hz az 100 kHz pii potencialech
-1,26 Vaz -1,38 V. Toto potencidlové rozmezi odpovidda vIné¢ pifitomné na AC

voltamogramu slou¢eniny 1 ve vodném prostiedi."
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S o000 %’
= . °
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Obr. 11: EIS vodného roztoku sloueniny 1: Slougenina 1 (¢ = 1,75 x 10° mol-dm™) - 0,IM KCI -
deionisovana voda; Pracovni elektroda HMDE, pomocna elektroda platinova sitka, referentni

argentochloridova elektroda Ag | AgCl | IM LiCl; rozsah frekvenci 2 Hz az 100 kHz, pocatecni frekvence
100 kHz, potencialy -1,26 V; -1,27 V; -1,28 V; -1,31 V; -1,33 V; -1,37 V

Slouceniny 2a ani 2b doposud nebyly elektrochemicky studovany. Pro slouceninu
2a byla provedena fada elektrochemickych méfeni v nevodném a vodném prostiedi za
ucelem srovnani reduk¢nich vlastnosti 2a sjiz diive zkoumanou slouceninou 1, ktera
katalyzuje vyludovani vodiku."> Nevodné prostfedi eliminuje komplikace spojené

s adsorpci latek a vodné prostiedi poskytuje informace o mozném katalytickém déji.

29



Sloucenina 2a byla zkoumana v oxidacni 1 reduk¢ni oblasti potencial. V oxida¢ni
oblasti nebyla za pouziti zlaté elektrody zaznamenana zadna odezva slouceniny 2a, proto
byla dals$i méteni provadéna pouze v oblasti redukce.

Na obrazku Obr. 12 jsou ukdzany DC polarografické kiivky pro nevodny roztok
sloudeniny 2a. DC polarografie byla provedena na SMDE s dobou kapky 1,5 s. Cerna
kiivka odpovida zékladnimu elektrolytu, tedy TBAPF¢ o koncentraci 0,1 mol-dm™.
Redukéni vlna na kiivce zékladniho elektrolytu s pllvlnovym potencidlem
-1,93 Vodpovidd  redukci  draselnych  kationtd  pfitomnych jako  necistota
v pouzitém TBAPFs. Na grafu jsou kiivky pro dvé odlisné koncentrace slou¢eniny 2a
v roztoku. Cervena kiivka (¢ = 2,5 x 10~ mol-dm ™) vykazuje 4 redoxni vlny. Stejny pocet
vin byl zaznamenan i pro koncentraci roztoku 4,9 x 10~ mol-dm ™. U viech &tyt vin bylo
pozorovano zvysSeni signalu se zvySenim koncentrace slouceniny 2a. Narust viny oznacené
v grafu ¢islem IV s koncentraci analytu jasn¢ ukazuje na reduk¢ni déj paralelné probihajici

s vylu€ovanim necistot ze zdkladniho elektrolytu.
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Obr. 12: DC polarografie slou¢eniny 2a v nevodném prostiedi: Slou¢enina 2a (¢ =2.,5 x 10 mol-dm™ -
Cervena kiivka; ¢ = 4,9 x 10° mol-dm™ - zelena ktrivka) - 0,IM TBAPF¢ - DMSO; Pracovni elektroda

SMDE, pomocna elektroda platinova sitka, referentni argentochloridova elektroda Ag | AgCl | 1M LiCl;
doba kapky 1,5 s. Cerna kiivka plati pro zakladni elektrolyt.

V prosttedi 0,1M TBAPFs v DMSO byla provedena elektrolyza roztoku slouc¢eniny
2a o koncentraci 1,22 x 10~ mol-dm™ pfi potencialu -1,22 V. Za téchto podminek systém
piijal 6,05 x 10 C, coz odpovida ptiblizné 1,7 elektronu na molekulu sloueniny 2a a
neuplné elektrolyze slouCeniny 2a zroztoku, coz bylo ovéfeno DC polarograficky (graf

neuveden).
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Zaznam cyklické voltametrie pro nevodné roztoky slouceniny 2a o ruaznych
koncentracich (2,5 x 10 mol-dm™ a 4,9 x 10~ mol-dm™) je na obrazku Obr. 13. Méteni
byla provedena na HMDE pii rychlosti polarizace 0,5 V-s'. Stejné jako DC polarografie
icyklicka voltametrie poskytla viny ukazujici na 4 probihajici procesy v daném

potencialovém rozsahu.
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Obr. 13: Cyklicka voltametrie slou¢eniny 2a v nevodném prostiedi: Sloucenina 2a (¢ = 2,5 x 107
mol-dm™ - &ervena kiivka; ¢ = 4,9 x 10 mol-dm™ - zelena kfivka) - 0,IM TBAPF, - DMSO; Pracovni
elektroda HMDE, pomocna elektroda platinova sitka, referentni argentochloridova elektroda Ag | AgCl | 1M

LiCl; rychlost polarizace 0,5 V-s™'

Pro nevodny roztok sloudeniny 2a o koncentraci 4,9 x 10 mol-dm ™ byly méfeny
cyklické voltamogramy s proménlivou rychlosti polarizace HMDE (Obr. 14) a vSechny
pozorované viny vykazovaly rist signdlu srostouci rychlosti polarizace elektrody

v rozsahu 0,02 V-s ' az2 Vs
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m

Obr. 14: Cyklicka voltametrie sloufeniny 2a v nevodném prostiedi: Sloucenina 2a (¢ = 4,9 x 107
mol-dm™ ) - 0,IM TBAPF4 - DMSO; Pracovni elektroda HMDE, pomocna elektroda platinova sitka,
referentni argentochloridova elektroda Ag | AgCl | 1M LiCl; rychlost polarizace 0,05 V-s™' (zelend kiivka),
0,1 Vs (Gervena kiivka), 0,2 V-s™ (Serna kiivka)
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Elektrochemicka méfeni roztok slouCeniny 2a byla provedena i ve vodném
prostiedi. Na obrazku Obr. 15 jsou uvedeny vybrané cyklické voltamogramy roztoku
slougeniny 2a o koncentraci 1,4 x 10~ mol-dm™ v 0,1M vodném roztoku KCI. Pro dany
roztok byly méteny cyklické voltamogramy pfi riznych rychlostech polarizace HMDE
v rozmezi 0,015 V-s ' az 2 V-s™'. U vin na obrazku ozna¢enych jako I a Il byl pozorovan
obvykly trend, tedy zvySovani signalu s rostouci hodnotou rychlosti polarizace. Chovani

slouceniny 2a pii negativnéjsich potencialech (viny lll a IV) tento trend jiz nevykazuje.
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Obr. 15: Cyklicka voltametrie slou¢eniny 2a ve vodném prostiedi: Sloucenina 2a (¢ = 14 x 107
mol-dm™) - 0,1M KCl - deionisovana voda; pracovni elektroda HMDE, pomocné elektroda platinova sitka,
referentni argentochloridova elektroda Ag | AgCl | IM LiCl; rychlost polarizace 0,125 V-s™' (Gervena kiivka),
0,063 V-s™' (modra k¥ivka) a 0,031 V-s™' (zelena kiivka)

DC méfeni byla doplnéna AC voltametrii a elektrochemickou impedancni
spektroskopii (graf neuveden). AC voltamogram sloueniny 2a o koncentraci 1,4 x 107
mol-dm ve vodném prostiedi je zobrazen na Obr. 16. Mé&feni bylo provedeno na HMDE

v 0,1M KCI (¢erné kiivky) pfi frekvenci 160 Hz.
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Obr. 16: AC voltametrie sloufeniny 2a: Sloucenina 2a (¢ = 1,4 x 107 mol-dm™) - 0,IM KCI —
deionisovana voda; pracovni elektroda HMDE, pomocna elektroda platinova sitka, referentni
argentochloridové elektroda Ag | AgCl | IM LiCl; 160 Hz, rychlost polarizace 2,5 x 10~ V-s™'. Imaginarni
slozka admitance Y’ (Cervena kiivka), realna slozka admitance Y~ (zelena kfivka), cerné kiivky plati pro Y’
a Y’ zakladniho elektrolytu
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Vlastnosti slouceniny 3 nebyly dosud studovany elektrochemicky. Zasadni
komplikaci studia elektrochemickych vlastnosti slou€eniny 3 je jeji nerozpustnost ve vod¢.
Z tohoto diivodu byla sloucenina 3 studovana uvedenymi metodami (DC polarografie,
cyklicka voltametrie, elektrolyza, AC voltametrie, elektrochemickd impedanc¢ni
spektroskopie) pouze v nevodném prostiedi, a to v DMSO za pouziti TBAPFs jako
zakladniho elektrolytu.

Na obrazku Obr. 17 jsou uvedeny DC polarografické kiivky pro slouceninu 3
v nevodném prostfedi o &tyfech riznych koncentracich (1,5 - 9,2 x 10 mol-dm ™). DC
polarograficka méfeni byla provadéna na SMDE s dobou kapky 1,5 s. Cerna kiivka
zékladniho elektrolytu (0,1M TBAPFs v DMSO) signalizuje pii -1,9 V redukci draselnych
kationtd pfitomnych v zdkladnim roztoku jako necistota. Sloucenina 3 vykazuje
v méfeném potencidlovém rozsahu 5 redukénich vin. NarGst c¢tvrté viny s rostouci
koncentraci ukazuje na elektrochemicky proces probihajici pfi potencidlu shodném

s redukci necistot pritomnych v zakladnim elektrolytu.
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Obr. 17: DC polarografie slou¢eniny 3 v nevodném prostiedi: Sloucenina 3 (¢ = 1,5 x 10~ mol-dm™ -
Cervend kiivka; ¢ = 4,0 x 10 mol-dm™ - zelena k¥ivka; ¢ = 6,5 x 10 mol-dm™ - tmavé modra kiivka; ¢ =
9,2 x 10~ mol-dm™ - svétle modré ktivka) - 0,1M TBAPF4 - DMSO; Pracovni elektroda SMDE, pomocna

elektroda platinova sitka, referentni argentochloridova elektroda Ag | AgCl | IM LiCl; doba kapky 1,5 s.
Cerna kiivka plati pro zakladni elektrolyt

Po méfeni DC polarografie byl roztok slouc¢eniny 3 podroben elektrolyze. K tplné
redukei roztoku o koncentraci 9,2 x 10~ mol-dm™ bylo pii potencialu -1,1 V zapotiebi
8,6 x 107 C néaboje. Tato hodnota odpovida pijmu 1,93 elektronu na molekulu
slou¢eniny 3. Uplnost elektrolyzy sloudeniny 3 byla ovéfena DC polarograficky (graf

neuveden).
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Obrazek Obr. 18 zachycuje cyklické voltamogramy nevodného roztoku slouceniny
3 o riizné koncentraci pfi rychlosti polarizace HMDE 0,5 V-s ', Signaly viech zobrazenych
vin rostly se zvySujici se koncentraci slouCeniny 3. Vyraznd vlna na cyklickém
voltamogramu zakladniho elektrolytu (Cerna kiivka) ukazuje na vylucovani necistot
obsazenych v TBAPFs. Signdl nebylo mozné zvysit v disledku nizké rozpustnosti

slouceniny 3 v bézné dostupnych rozpoustédlech vhodnych pro elektrochemicka méfenti.
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Obr. 18: Cyklicka voltametrie slouceniny 3 v nevodném prostiedi — zavislost na koncentraci:
Slou¢enina 3 (¢ = 1,5 x 10°° mol-dm *- &ervena kiivka; ¢ = 4,0 x 10° mol-dm > - zelena k¥ivka; ¢ = 6,5 x 107
mol-dm™ - tmavé modra kiivka; ¢ = 9,2 x 10 mol-dm* - svétle modra kiivka) - 0,1M TBAPF, - DMSO;
Pracovni elektroda HMDE, pomocna elektroda platinova sitka, referentni argentochloridova elektroda Ag |
AgCl | IM LiCl; rychlost polarizace 0,5 V-s™

Na obrazku Obr. 19 na strané 35 jsou uvedeny cyklické voltamogramy nevodného
roztoku slou¢eniny 3 o koncentraci 9,2 x 10° mol-dm~ mé&fené pii rtizné rychlosti
polarizace HMDE. Stejné jako u roztokt slou¢eniny 3 o jinych koncentracich (1,5 x 107
mol-dm™, 4,0 x 10° moldm™ a 6,5 x 10~ mol-dm ) byly m&feny voltamogramy pfi
rychlostech polarizace v rozmezi 0,03 V's' az 2 V-s''. Roztoky o viech studovanych
koncentracich vykazovaly pokles signdlu vSech voltametrickych vin s klesajici rychlosti

polarizace.
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Obr. 19: Cyklicka voltametrie slouceniny 3 v nevodném prostiedi — zavislost na rychlosti polarizace:
Slougenina 3 (¢ = 9,2 x 107 mol-dm’3) - 0,IM TBAPF4 - DMSO; Pracovni elektroda HMDE, pomocna
elektroda platinova sit’ka, referentni argentochloridova elektroda Ag | AgCl | 1M LiCl; rychlost polarizace
0,5 V-s™' - zelena kivka, 0,25 V-s™' - modra k¥ivka, 0,125 V-s™' - Gervena kiivka

AC voltamogramy nevodného roztoku sloudeniny 3 o koncentraci 9,2 x 107
mol-dm byly méfeny pfi frekvencich v rozmezi 6,4 Hz az 1,6 kHz. Na obrazku Obr. 20 je
uveden AC voltamogram slouceniny 3 pii frekvenci 160 Hz na SMDE v prostiedi 0,1M
TBAPFs v DMSO.
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Obr. 20: AC voltametrie slou¢eniny 3: Sloudenina 3 (¢ = 9,2 x 10~ mol'dm_3) - 0,IM TBAPF¢; — DMSO;
pracovni elektroda SMDE, pomocna elektroda platinova sitka, referentni argentochloridova elektroda Ag |
AgCl | 1M LiCl; 160 Hz, rychlost polarizace 3,3 x 10~ V-s™'. Imaginarni slozka admitance ¥’ (Eervena
ktivka), realna slozka admitance Y’ (zelena kiivka)
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4.2. Elektrochemie Cistého a modifikovaného papainu

Elektrochemické vlastnosti ¢istého papainu a papainu modifikované¢ho slouceninou
1 byly &asteéné studovany uZ v bakalaiské praci.”> Skala pouzitych elektrochemickych
metod byla rozsifena o elektrochemickou impedancéni spektroskopii (podobné, jako tomu
bylo v ptfipad¢ sloueniny 1), ale navic byla pfidana i metoda chronopotenciometrie.
Katalytické vylucovani vodiku bylo dale studovano rozsifenim experimentalnich podminek
AC voltametrie.

Zavislost vysky signalu na koncentraci papainu v roztoku byla sledovédna za pouziti
cyklické voltametrie. Na cyklickych voltamogramech roztoku papainu o koncentracich
1az 3 x 10° mol-dm™ je pii rychlosti polarizace HMDE 0,5 V-s™' patrny pouze jeden
vyrazny signal. Z grafu je jasn¢ patrny narast signalu s rostouci koncentraci papainu (Obr.
21).
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Obr. 21: Cyklicka voltametrie vodného roztoku papainu: Papain (¢ = 1 x 10 mol-dm™ - &erven4 kiivka,
¢ =2 %10 mol-dm™ - modr4 kiivka, ¢ =3 x 10° mol-dm™ - zelena ktivka) - 0,1M KCIl - deionisovana voda;
pracovni elektroda HMDE, pomocna elektroda platinova sitka, referentni argentochloridova elektroda Ag |
AgCl | IM LiCl; rychlost polarizace 0,5 V-s™; ¢erna kiivka pro zakladni elektrolyt

Koncentracni zdvislost byla méfena i metodou AC voltametrie. Na HMDE pfi
frekvenci 3,2 Hz byl méfen signal papainu v koncentraénim rozmezi 1 x 1077 mol-dm > az
4,0 x 10" mol-dm™. Vybrané reprezentativni kiivky jsou uvedeny v grafu na obrazku Obr.
22 na stran¢ 37. Se zvySujici se koncentraci papainu v méfeném roztoku se imaginarni
slozka admitance v oblasti -1,67 V zvy3uje, ale pfi koncentraci vy3si nez 3 x 10~ mol-dm™

neni dal$i narlst vyrazny.
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Obr. 22: AC voltametrie papainu - koncentra¢ni zavislost: Papain - 0,IM KCl - deionisovana voda;
pracovni elektroda HMDE, pomocna elektroda platinova sitka, referentni argentochloridova elektroda Ag |
AgCl | IM LiCl; frekvence 3,2 Hz, rychlost polarizace 2,5 x 10~ V-s™, koncentrace papainu 1 x 107
mol-dm™ (Gervena kiivka), 3 x 107 mol-dm™ (zelena k¥ivka), 2,0 x 10 mol-dm™ (tmavé modra kiivka),
4,0 x 107° mol-dm™ (svétle modra kfivka)

AC metoda byla pouzita i pro méieni odezvy papainu po rtizné¢ dlouhém case
akumulace papainu na povrch pracovni HMDE elektrody (Obr. 23). Pro toto méfeni bylo
zvoleno prostfedi Soérensenova pufru o hodnoté pH 7,0 (¢erné kiivky). Roztok papainu o

koncentraci 5 x 10~ mol-dm™

byl méten pii frekvenci 3,2 Hz (Cervené kiivky). Zelené
kiivky ptislusi AC voltamogramiim méienym v potencidlovém rozpéti -1,0 Vaz  -1,8 V.
Pii potencidlu -1,0 V probihala akumulace po danou dobu (0 saz 840 s). NaniZe
uvedenych grafech jsou Cerné zobrazeny kiivky pro zékladni elektrolyt a Cervené kiivky
pro roztok papainu méfeny v potencidlovém rozsahu -0,2 V az -1,80 V. Zelen¢ znazornéné

jsou kiivky méfené po akumulaci pii potencidlu -1,0 V po dobu 30 s (uprostied) a 120 s

(vpravo). Zelené kiivky na grafu vlevo odpovidaji méfeni bez akumulace.
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Obr. 23: AC voltametrie roztoku papainu - vliv akumula¢ni doby: Papain (¢ = 5 x 10~ mol-dm™) -
Sérensentiv pufr - deionisovand voda; pracovni elektroda HMDE, pomocna elektroda platinovy dratek,
referentni elektroda stiibrny dratek pokryty AgCl, posun proti argentochloridové elektrodé 0,150 V;
frekvence 3,2 Hz; rychlost polarizace 1 x 107 V-s™; Y""a Y’ pro zékladni elektrolyt (¢erné kiivky) a pro
papain (Cervené kiivky); Y a Y’ po akumulaci papainu pfi -1,0 V (zelené kiivky) po dobu 0 s (vlevo), 30 s
(uprostied) a 120 s (vpravo)
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Na obrazku Obr. 24 jsou uvedeny AC voltamogramy roztoku papainu o koncentraci
5% 10" mol-dm™ v Sérensonové pufru o pH 7.0 pii frekvenci 3,2 Hz. Cernd jsou
zobrazeny realna a imaginarni slozka admitance zakladniho roztoku. Cervenou barvou jsou
uvedeny kiivky meéfené s pocatecni hodnotou potencidlu -0,2 V. Zelené jsou uvedeny

ktivky métené pfi rizné volbé pocateniho potencialu v rozsahu -0,4 V az -1,4 V.
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Obr. 24: AC voltametrie roztoku papainu - vliv volby potencilového rozsahu: Papain (¢ = 0,5 x 10~

mol-dm™) - Sorensentiv pufr - deionisovand voda; pracovni elektroda HMDE, pomocna elektroda platinovy
dratek, referentni elektroda stiibrny dratek pokryty AgCl, posun proti argentochloridové elektrodé 0,150 V;
3,2 Hz, rychlost polarizace 1 x107 V-s™; Y"" a Y’ pro zakladni elektrolyt (¢erné kiivky) a pro papain bez

akumulace s pocatecnim potencidlem -0,2 V (Cervené kiivky); zelené kiivky bez akumulace s pocatecnim
potencialem v rozmezi od -0,4 V do -1,4 V. Pocate¢ni potencial je indikovan v grafu.

Na obrazku Obr. 25 na strané 39 jsou uvedeny vysledné kiivky EIS vodného
roztoku papainu o koncentraci 1,1 x 10°°mol-dm>. Méfeni bylo

provedeno
v potencidlovém rozsahu -1,20 V az -1,55 V pfi frekvencich 2 Hz az 100 kHz.
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Obr. 25: EIS vodného roztoku papainu: Papain (¢ = 1,1 x 10 mol-dm™) - 0,1M KCI - deionisovana voda;
Pracovni elektroda HMDE, pomocna elektroda platinova sitka, referentni argentochloridova elektroda Ag |
AgCl | IM LiCl; rozsah frekvenci 2 Hz az 100 kHz, pocatecni frekvence 100 kHz, potencialy -1,20 V;
-1,41V;-1,47V;-1,50 V; -1,52 V; -1,53 V; -1,55 V

Roztok  papainu o  koncentraci 5% 10 mol-dm> byl  studovan
také chronopotenciometricky. Na obrazku Obr. 26 jsou zobrazeny kiivky pii deposi¢ni
dob¢ 100 s pied za¢atkem méfeni pii potencialu -0,2 V s proménnou hodnotou vkladaného
proudu v rozmezi -3 x 10° A az -10 x 10° A. Pro piehlednost je ve vyfezu zvétiena
potencialovéa oblast, kde byly zaznamenany vlny. Kiivka méfend pii proudu -3 x 10°° A
neni ve vyfezu uvedena. Vyska vin klesa s rostouci hodnotou vkladaného proudu pti vSech

méfenich.
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Obr. 26: Chronopotenciometrie roztoku papainu - zavislost na vkladaném proudu: Papain (c =5 x 107
mol-dm™) - 0,1M KCI - deionisovana voda; pracovni elektroda HMDE, pomocné elektroda platinovy dratek,
referentni elektroda stiibrny dratek pokryty AgCl, posun proti argentochloridové elektrodé 0,079 V; deposice
100 s pfi potencialu -0,2 V; ve vyiezu detail kfivek v potencialové oblasti -1,74 V az-1,90 V

Chronopotenciometricky byla méfena i zavislost signalu papainu o koncentraci

5x 107" mol-dm ° na dobé& deposice (v rozmezi 30 s az 360 s) pred zatatkem méfeni pii
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potencialu -0,2 V (obrazek Obr. 27). VSechny uvedené kiivky byly méfeny na HMDE pii
vkladaném proudu -7 x 10° A. Ve vyiezu je uveden zvétieny graf pro vybranou

potencialovou oblast. S delsi dobou deposice ziskany signal rostl.
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Obr. 27: Chronopotenciometrie roztoku papainu - zavislost na dobé deposice: Papain (¢ = 5 x 107
mol-dm™) - 0,1M KCI - deionisovana voda; pracovni elektroda HMDE, pomocna elektroda platinovy drétek,
referentni elektroda stiibrny dratek pokryty AgCl, posun proti argentochloridové elektrodé 0,079 V; deposice
pfi potencidlu -0,2 V, vkladany proud -7 x 107 A; ve vyfezu detail kiivek v potencialové oblasti -1,75 V az
-1,90 vV

Na obrazku Obr. 28 je zobrazen vysledny graf chronopotenciometrickych méteni
papainu-1 v zavislosti na hodnot& vkladaného proudu v rozmezi -3 x 10° A az -10 x 10°°
A. Vsechny kiivky byly méfeny na HMDE po deposici dlouhé 100 s pti potencialu -0,2 V.

Ve vytezu je patrny pokles a posun signalu s rostouci hodnotou vkladaného proudu.
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Obr. 28: Chronopotenciometrie roztoku papainu-1 - zavislost na vkladaném proudu: Papain-1 (¢ =
5% 107 mol-dm™) - 0,IM KCI - deionisovanad voda; pracovni elektroda HMDE, pomocné elektroda
platinovy dratek, referentni elektroda stfibrny dratek pokryty AgCl, posun proti argentochloridové elektrodé
0,079 V; deposice 100 s pfi potencialu -0,2 V; ve vyfezu detail kiivek v potencialové oblasti -1,72 V az
-1,86 V
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Na obrazku Obr. 29 jsou uvedeny chronopotenciometrické kiivky roztoku papainu-
1 méfené na HMDE s vkladanym proudem -7 x 10°® A v zavislosti na dob& deposice pti
potencidlu -0,2 V. Z vyiezu, kde jsou ukdzany zvétSené kiivky, je patrny trend rostouciho
signalu pii delsi dobé deposice.
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Obr. 29: Chronopotenciometrie roztoku papainu-1 - zavislost na dob¢ deposice: Papain-1 (¢ =5 x 10~
mol-dm™) - 0,IM KCl - deionisovana voda; pracovni elektroda HMDE, pomocné elektroda platinovy drétek,
referentni elektroda stiibrny dratek pokryty AgCl, posun proti argentochloridové elektrodé 0,079 V; deposice
pii potencialu -0,2 V, vkladany proud -7 x 10™° A; ve vyfezu detail kiivek v potencialové oblasti - 1,74 V az
-1,88V

Na obrazku Obr. 30 jsou uvedeny vybrané kiivky EIS méfeni vodného roztoku
papainu-1 o koncentraci 1 x 10 °mol-dm™>. Mgfeni bylo provedeno v potencidlovém

rozsahu -1,39 V az -1,55 V pfi frekvencich 2 Hz az 100 kHz.
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Obr. 30: EIS vodného roztoku papainu-1: Papain-1 (¢ = 1 x 10° mol-dm™) - 0,1M KCI - deionisovana
voda; Pracovni elektroda HMDE, pomocna elektroda platinova sit'ka, referentni argentochloridova elektroda
Ag | AgCl | 1M LiClI; rozsah frekvenci 2 Hz az 100 kHz, pocatecni frekvence 100 kHz, potencialy -1,41 V;
-1,47V;-148V;-1,51V;-1,54 V

AC voltamogram vodného roztoku papainu-2b je na obrazku Obr. 31 na strané 42.

Graf byl méifen na HMDE pii frekvenci 16 Hz. Realna slozka admitance (zelena kiivka)
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vykazuje jediny vyrazny signal, a to pii potencialu -1,62 V. Pokles kiivky pro imaginarni
slozku admitance (Cervend kiivka) oproti kiivce pro zakladni elektrolyt v oblasti

pozitivngjSich potencialii ukazuje na adsorpci papainu-2b na povrch pracovni elektrody.
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Obr. 31: AC voltametrie papainu-2b: Papain-2b (c = 1 x 10 mol-dm™, barevné ktivky) - 0,1M KCI -
deionisovana voda; pracovni elektroda HMDE, pomocna elektroda platinova sitka, referentni

argentochloridova elektroda Ag | AgCl | 1M LiCl; 16 Hz, rychlost polarizace 2,5 x 107 V-s™, erné kiivky
pro zakladni elektrolyt

Na obrazku Obr. 32 jsou uvedeny vysledné chronopotenciometrické kiivky pro
vodny roztok papainu-2b o koncentraci 5x 10 mol-dm™. V tomto piipadé byla
sledovana zavislost vySky signdlu na hodnoté¢ proudu vkladaného na HMDE
pii konstantnich akumula¢nich podminkach (deposice po dobu 100 spii potencialu
-0,2 V). Z grafu je patrné, ze se hodnota signalu zvysuje s klesajici hodnotou vkladaného
proudu. Zaroven se s klesajicim vkladanym proudem posouvd maximum vlny smérem

ke kladné€j$im hodnotam potencidlu.
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Obr. 32: Chronopotenciometrie roztoku papainu-2b - zavislost na vkladaném proudu: Papain-2b (¢ =

5% 107 mol~dm‘3) - 0,IM KCI - deionisovana voda; pracovni elektroda HMDE, pomocné elektroda

platinovy dratek, referentni elektroda stiibrny dratek pokryty AgCl, posun proti argentochloridové elektrodé

0,074 V; deposice 100 s pfi potencialu -0,2 V; ve vyfezu detail kiivek v potencialové oblasti -1,76 V az

-1,98 V
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Chronopotenciometrickd zavislost vySky signadlu na dobé deposice papainu-2b
na povrch HMDE je uvedena na obrazku Obr. 33. V tomto ptipadé byly jednotlivé kiivky
meéifeny za konstantnich podminek, jen se zménou doby deposice pred pocatkem méieni.
Vsechny zobrazené kiivky byly méfeny po akumulaci pfi -0,2 V a pii hodnoté vkladaného
potencialu -7 x 10° A. S prodluzujici se akumulaéni dobou se signal vyrazné& zvy3uje a

posouva ke kladnéj$im hodnotam potencialu.
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Obr. 33: Chronopotenciometrie roztoku papainu-2b - zavislost na dobé deposice: Papain-2b (¢ =
5% 10" mol-dm™) - 0,IM KCI - deionisovand voda; pracovni elektroda HMDE, pomocna elektroda
platinovy dratek, referentni elektroda stiibrny dratek pokryty AgCl, posun proti argentochloridové elektrodé
0,074 V; deposice pfi potencialu -0,2 V, vkladany proud -7 x 107 A; ve vyifezu detail kiivek v potencialové
oblasti- 1,78 V az- 1,98 V

Na obrazku Obr. 34 na strané 44 je AC voltamogram vodného roztoku papainu-3
mefeny na HMDE pfi frekvenci 16 Hz. Kiivka imaginarni slozky admitance (Cervena
ktivka) vykazuje jasny pokles oproti cerné kiivce zakladniho elektrolytu (KCI
o koncentraci 0,1 mol-dm™). Tento pokles je pfisuzovan adsorpci analytu na povrch
pracovni elektrody. Redlnd slozka admitance (zelena kfivka) vykazuje pouze jeden

vyrazny signal pii potencidlu -1,65 V.
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Obr. 34: AC voltametrie papainu-3: Papain-3 (¢ = 1 x 10° mol-dm™, barevné kiivky) - 0,IM KCI -
deionisovana voda; pracovni elektroda HMDE, pomocna elektroda platinova sitka, referentni
argentochloridova elektroda Ag | AgCl | IM LiCl; 16 Hz, rychlost polarizace 2,5 x 107 V-s™, erné kiivky
pro zakladni elektrolyt

Vysledky chronopotenciometrickych méfeni vodného roztoku papainu-3
o koncentraci 5 x 10~ mol-dm jsou na obrazcich Obr. 35 a Obr. 36 na stranach 44 a 45.
Na obrazku Obr. 35 je uveden graf zavislosti vysky signalu na hodnoté vkladaného
potencialu. VSechny ostatni parametry byly konstantni, deposice probihala vzdy pfi
-0,2 V po dobu 100 s. Vyska ziskanych vin klesala s rostoucim vkladanym proudem pro
vSechny méfené kiivky. Zarovein dochazelo k posunu maxim vin do zdpornéjSich

potencidlovych oblasti.
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Obr. 35: Chronopotenciometrie roztoku papainu-3 - zavislost na dobé& deposice: Papain-3 (c=5 x 107

mol-dm™) - 0,IM KCI - deionisovana voda; pracovni elektroda HMDE, pomocna elektroda platinovy drétek,

referentni elektroda stiibrny dratek pokryty AgCl, posun proti argentochloridové elektrodé 0,088 V; deposice

pfi potencidlu -0,2 V, vkladany proud -7 x 10° A; ve vyfezu detail kiivek v potencidlové oblasti -1,69 V az

-1,90 vV
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Dal$im trendem sledovanym chronopotenciometricky pro roztok papainu-3 byla
vyska signdlu v zavislosti na dob& deposice analytu na povrch HMDE pii hodnoté
potencidlu -0,2 V (Obr. 36). VSechny zobrazené¢ kiivky byly méfeny pii hodnoté
vkladaného proudu -7 x 10° A. Pro vSechny méfené kiivky plati, 7e s prodluzujici se

dobou deposice se zvySuje signal.
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Obr. 36: Chronopotenciometrie roztoku papainu-3 - zavislost na dobé deposice: Papain-3 (c=
5% 107 mol-dm™) - 0,IM KCI - deionisovanad voda; pracovni elektroda HMDE, pomocné elektroda
platinovy dratek, referentni elektroda stfibrny dratek pokryty AgCl, posun proti argentochloridové elektrodé
0,088 V; deposice pii potencialu -0,2 V, vkladany proud -7 x 10 A; ve vyiezu detail kiivek v potencialové
oblasti- 1,70 V az- 1,98 V

45



4.3. Adsorpce papainu

4.3.1. Vlastnosti  pripravenych  samoorganizovanych

monovrstev

Pro ptipravu samoorganizovanych monovrstev na monokrystalickém zlaté¢ byly
zvoleny Ctyfi razné alkanthioly, jejichz struktura je znazornéna na obrazku Obr. 37. SAM
tvofené kyselinou 11-sulfanylundekanovou (-COOH) a 11-sulfanylundekan-1-olem
(-CH,OH) byly pouzity pro méfeni metodami AFM i QCM. SAM zakoncend methylovou
skupinou byla pro jednotlivé metody ptipravend odlisné. Pro QCM se ukazalo vyhodné;jsi

pouzit dodekan-1-thiol, zatimco pro metodu AFM oktadekan-1-thiol.

e 090900 e e e

a b C d

Obr. 37: Struktura thiold pouZitych pro tvorbu SAM: 11-sulfanylundekan-1-ol (a), kyselina
11-sulfanylundekanova (b), dodekan-1-thiol (c) a oktadekan-1-thiol (d)

Pro orientacni zjisténi po¢tu molekul tvotficich SAM bylo pouzito QCM méfeni
pii teploté 25 °C za pfistupu kysliku. Byla sledovana pouze prvni faze tvorby monovrstvy,
tedy adsorpce alkanthiol na povrch pozlaceného QCM krystalu.

Struktura jednotlivych SAM na Arrandee substratech byla za pouziti metody AFM
vzdy sledovana na nékolika riiznych oblastech povrchu substratu. Na vhodné oblasti byla
aplikovana metoda AFM NS pro zjisténi vySky vrstvy na povrchu substratu.
Reprezentativni  ukidzka postupu je uvedena pro  monovrstvu  tvofenou
11-sulfanylundekan-1-olem (-CH,OH) na obrazku Obr. 38 na stran¢ 47. U vSech ostatnich
SAM byl zvolen stejny postup. Na ziskanych AFM obrézcich je vzdy jasné zietelna oblast
s odstranénou vrstvou molekul. Ty kolem této shrabané oblasti utvofily nepravidelné

bariéry.
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11-sulfanylundekan-1-ol utvofil na povrchu monokrystalického zlata jednolitou
monovrstvu. Za pouziti metody AFM NS byla vybrana oblast zbavena povrchového filmu
silou 6,53 x 10 N aplikovanou na povrch vzorku hrotem. Pod vrstvou thiolu byla jasné
patrné struktura monokrystalického zlata i v neodSkrabané oblasti. Metodou QCM bylo
zjisténo zachyceni molekul 11-sulfanylundekan-1-olu na povrch krystalu pii teploté 25 °C

za piistupu kysliku. Byl zaznamenan pokles hodnoty frekvence o 4,78 Hz.
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Obr. 38: Samoorganizovana monovrstva 11-sulfanylundekan-1-olu na povrchu monokrystalického
zlata: vlevo topografie oblasti 2x2 um” v magneticky fizeném pierufované kontaktnim AFM reZimu po
aplikaci AFM NS; vpravo nahofe horizontalni prifez vrstvou alkanthiolu: cernou kfivkou priiez
neporuSenou vrstvou, cervené prufez vrstvou ve stejné oblasti, ale po aplikace AFM NS; vpravo dole
histogram distribuce vysky vrstvy.

Pro SAM tvotenou 11-sulfanylundekanovou kyselinou byly pouzity stejné postupy
jako v predchozim ptipade. Pro zisk plochy s odstranénym povrchovym filmem, byla
hrotem aplikovéna sila 1,83 x 10 N. Na obrazku Obr. 39 je zachycena distribuce vyiky
alkanthiolové vrstvy na povrchu monokrystalického zlata. Alkanthiol se na pozlaceny
povrch QCM krystalu adsorboval za pfistupu kysliku pii teplote¢ 25 °C za poklesu
frekvence vibrujiciho krystalu o hodnoté 5,01 Hz.

1 2 3 4
z/nm

Obr. 39: Histogram distribuce vySky SAM Kkyseliny 11-sulfanylundekanové na povrchu
monokrystalického zlata

47



SAM zakoncena methylovou skupinou byla pro méfeni metodou AFM tvofena
oktadekan-1-thiolem. Hodnoty pro vytvofeni histogramu distribuce vysky monovrstvy
(Obr. 40) byly ziskéany stejné jako v ptedchozich ptipadech, tedy pouzitim metody AFM
NS. Sila aplikovand hrotem na povrch vzorku pro odstranéni povrchového filmu byla
9,24 x 10°* N. Metodou QCM byla pii teploté 25 °C za piistupu kysliku sledovana tvorba
SAM tvorend molekulami dodekan-1-thiolu. Pokles frekvence vibrujictho QCM krystalu
byl roven hodnoté 4,95 Hz.
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Obr. 40: Histogram distribuce vy§ky SAM oktadekan-1-thiolu na povrchu monokrystalického zlata

4.3.2. Adsorpce papainu na rizné hydrofobni povrchy

Povrchy o rizné hydrofobicit¢ byly pfipraveny pokrytim povrchu
monokrystalického zlata rliznymi alkanthioly. Série substrati modifikovanych SAM
s koncovymi skupinami -CHj;, -COOH a CH,OH byla doplnéna i o Ccisty povrch
monokrystalického zlata a o nemodifikovany povrch HOPG. U vSech vzorki byl pouzit
stejny zpusob naneseni papainu na jejich povrch i zptsob studia pfipravenych vrstev.

M¢éteni metodou QCM probihalo ve dvou sériich. Métfeni bylo provedeno jak
na krystalech modifikovanych pfi teplot¢ 25 °C za ptistupu kysliku, tak na krystalech
pokrytych vrstvou SAM pii teploté 60 °C bez piistupu kysliku. Pokud byly krystaly
modifikovany pfi nizké teplot&, bez odstranéni kysliku a po kratkou dobu, nebyly QCM
zdznamy adsorpce papainu reprodukovatelné.

Jednotny postup byl pouzit pii studiu vrstev papainu metodou AFM. Pro uréeni
vysky vrstev byla pouzita metoda AFM NS aplikovana na nékolika vybranych vhodnych
oblastech povrchu vzorku.

Papain adsorbovany na povrch ¢ist¢ého HOPG (Obr. 41, str. 49) utvofil nejednolitou

vrstvu adsorbovanych molekul. Pro odstranéni molekul z povrchu substratu byla
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aplikovéana sila 2,59 x 10° N. Na obou uvedenych vyobrazenich topografie jsou patrné

oblasti (zejména na pravé strané obrazkil), které nebyly pokryty proteinem.
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Obr. 41: Vrstva papainu na HOPG: vlevo nahofe topografie povrchu oblasti o rozmérech 1x1 pm?
zobrazena v magneticky Fizeném preruSované kontaktnim AFM reZimu; vpravo nahofe oblast 1x1 pm?
zobrazena ve stejném rezimu, ale po aplikaci AFM NS; vlevo dole horizontalni prifez vrstvou papainu
na HOPG: ¢ernou kiivkou prufez neporusenou vrstvou a ¢ervenou kiivkou prifez vrstvou ve stejné oblasti,
ale po aplikaci AFM NS; vpravo dole histogram vysky vrstvy papainu na HOPG

Na obrazku Obr. 42 na strané¢ 50 je zachycena AFM analyza vrstvy papainu
na nemodifikovaném povrchu monokrystalického zlata. Metodou AFM NS byla silou
5,03 x 10°® N odstranéna povrchova vrstva ve vybrané oblasti. Pfemisténé molekuly

utvorily na vSech stranach vy¢isténé plochy jasné patrné bariéry.
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Obr. 42: Vrstva papainu na povrchu monokrystalického zlata Au(111): vlevo nahote topografie povrchu
oblasti o rozmérech 1x1 um’® zobrazena v magneticky fizeném pieruiované kontaktnim AFM rezimu; vpravo
nahote oblast 1x1 um’ zobrazend ve stejném rezimu, ale po aplikaci AFM NS; vlevo dole horizontalni priifez
vrstvou papainu na monokrystalickém zlaté: ¢ernou kiivkou prifez neporuSenou vrstvou a ¢ervenou kiivkou
prifez vrstvou ve stejné oblasti, ale po aplikaci AFM NS; vpravo dole distribuce vysky vrstvy papainu na
monokrystalickém zlaté

QCM zaznam adsorpce papainu na Cisty QCM krystal je uveden na Obr. 43. V Case
oznageném 0 s byl do 6,0 x 10 dm’ roztoku 0,1M KCl o teploté 25 °C piidan zasobni
roztok papainu tak, aby vysledna koncentrace papainu dosahla 1,0 x 10™° mol-dm™. Pokles

frekvence vibrujiciho QCM krystalu mél hodnotu 13,5 Hz.
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Obr. 43: QCM zaznam adsorpce papainu na ¢isty QCM krystal: 0,1M vodny roztok KCI, 25 °C, sbér dat
v intervalu 1 s; nastfik roztoku papainu do 0,1M roztoku KClI o teploté 25 °C v ¢ase oznaceném O s
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Obrazek Obr. 44 ukazuje vysledky AFM studie papainu na monokrystalickém zlaté
pokrytém samoorganizovanou vrstvou oktadekan-1-thiolu. Vrstva byla odstranéna silou
434%x10°N aplikovanou hrotem na povrch vzorku pti pouziti metody AFM NS.
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Obr. 44: Vrstva papainu na zlatu(111) pokrytém alkanthiolem s -CH; koncovou skupinou: vlevo
nahote topografie povrchu oblasti o rozmérech 2,5 x 2,5 um’ zobrazena v magneticky fizeném pieruiovand
kontaktnim AFM rezimu; vpravo nahote oblast 2,5 x 2,5 um® zobrazena ve stejném rezimu, ale po aplikaci
AFM NS; vlevo dole horizontalni priifez vrstvou papainu na monokrystalickém zlaté pokrytém SAM
s methylovou koncovou skupinou: ¢ernou kfivkou priifez neporusenou vrstvou a ¢ervenou kiivkou prirez
vrstvou ve stejné oblasti, ale po aplikaci AFM NS; vpravo dole histogram vysky vrstvy papainu na
monokrystalickém zlaté modifikovaném alkanthiolovou SAM s -CH; koncovou skupinou

QCM zaznam adsorpce papainu na povrch QCM krystalu, ktery byl pokryt SAM
dodekan-1-thiolu, je uveden na obrazku Obr. 45 na stran€ 52. V tomto piipad¢ byla
monovrstva alkanthiolu pfipravena pfi 60 °C bez pftistupu kysliku. Pokles frekvence
vibrujiciho QCM krystalu po ptidavku roztoku papainu o koncentraci v ¢ase na grafu

oznaceném jako 0 s byl 12,1 Hz.
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Obr. 45: QCM zaznam adsorpce papainu na povrch QCM krystalu modifikovany SAM s -CH;
koncovou skupinou: 0,1M vodny roztok KCI, 25 °C, sbér dat v intervalu 1 s; nastiik roztoku papainu
do 0,1M roztoku KCl o teploté 25 °C v ¢ase oznaceném 0 s

Na obrazku Obr. 46 je AFM zobrazeni vrstvy papainu na monokrystalickém zlaté
modifikovaném vrstvou 11-sulfanylundekan-1-olu. Metodou AFM NS vybrané oblasti
byla silou 9,14 x 10° N odstranéna povrchova vrstva proteinu. U svrchni strany

odskrabané oblasti vznikla vysoka bariéra pfesunutych molekul.
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Obr. 46: Vrstva papainu na zlaté Au(111) modifikovaném alkanthiolem s koncovou skupinou -
CH,OH: vlevo nahote topografie povrchu oblasti o rozmérech 1,5 x 1,5 pm’ zobrazena v magneticky
fizeném pierusované kontaktnim AFM reZimu; vpravo nahofe oblast 1,5 x 1,5 um” zobrazena ve stejném
rezimu, ale po aplikaci AFM NS; vlevo dole horizontalni prifez vrstvou papainu na monokrystalickém zlaté
pokrytém alkanthiolovou SAM s -CH,OH koncovou skupinou: ¢ernou kiivkou priifez neporusenou vrstvou a
¢ervenou kiivkou prifez vrstvou ve stejné oblasti, ale po aplikaci AFM NS; vpravo dole histogram vysky
vrstvy papainu na monokrystalickém zlat¢ modifikovaném alkanthiolovou SAM s -CH,OH koncovou
skupinou

QCM méfeni adsorpce papainu na krystal modifikovany samoorganizovanou
vrstvou 11-sulfanylundekan-1-thiolu je na obrazku Obr. 47 na stran¢ 53. V Case na grafu

oznac¢eném 0 s byl do 0,1M roztoku KCl o teploté 25 °C piidan roztok papainu pfipraveny
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tak, aby vyslednd koncentrace papainu v roztoku byla 1,0 x 10°® mol-dm™. Pokles

frekvence vibrujiciho krystalu doséhl hodnoty 22,5 Hz.
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Obr. 47: QCM ziaznam adsorpce papainu na Kkrystal pokryty SAM 11-sulfanylundekan-1-thiolu: 0,1M
vodny roztok KCI, 25 °C, sbér dat v intervalu 1 s; nastfik roztoku papainu do 0,1M roztoku KCl o teploté
25 °C v Case oznaceném 0 s

AFM zobrazeni topografie vzorku monokrystalického zlata pokrytého monovrstvou
11-sulfanylundekanové kyseliny je na obrazku Obr. 48. Cést povrchového filmu byla
odstranéna aplikaci sily 4,89 x 10°®* N na povrch vzorku metodou AFM NS. Piesunuté
molekuly utvofily na hornim okraji o€i$téné oblasti vysokou, nesnadno zobrazitelnou
bariéru.

0.00 pm 0.20 040 0.60 0.80 0.00 pm 0.20 040 0.60 0.80
33.0 nm

0.00

0.20

040

z/nm

T T T 2
o 200 400 600 800 1000 1 2 34 5
z/nm

x/nm

Obr. 48: Vrstva papainu na zlaté Au(111) modifikovaném alkanthiolem s koncovou skupinou -COOH:
vlevo nahofe topografie povrchu oblasti o rozmérech 1 x 1 pm’ zobrazeni v magneticky fizeném
prerusované kontaktnim AFM reZzimu; vpravo nahofe oblast 1 x 1 um® zobrazena ve stejném rezimu, ale po
aplikaci AFM NS; vlevo dole horizontalni prifez vrstvou papainu na monokrystalickém zlaté¢ pokrytém
alkanthiolovou SAM s -COOH koncovou skupinou: ¢ernou kfivkou prufez po aplikaci AFM NS; vpravo dole
histogram vysky vrstvy papainu na monokrystalickém zlaté¢ modifikovaném alkanthiolovou SAM s -COOH
koncovou skupinou
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QCM méteni adsorpce papainu na povrch QCM krystalu pokrytého vrstvou
kyseliny 11-sulfanylundekanové bylo provedeno v roztoku KCl o koncentraci 0,1 mol/l
(Obr. 49 nahote) a v Cisté deionisované vodeé (Obr. 49 dole). Pii adsorpci papainu
v celkové koncentraci 1,0 x 10® mol-dm™ v 0,IM KCI poklesla frekvence vibrujiciho
krystalu o 6,3 Hz. Pokud QCM krystal pokryty SAM kyseliny 11-sulfanylundekanové
vibroval v Cisté deionisované vod¢ a byl pfidan roztok papainu, klesla frekvence vibraci

krystalu o0 23,4 Hz.
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Obr. 49: QCM zaznam adsorpce papainu na krystal pokryty SAM 11-sulfanylundekanové Kyseliny:
nahote: : 0,1M vodny roztok KCl, 25 °C, sbér dat v intervalu 1 s; nasttik roztoku papainu do 0,1M roztoku
KCI o teploté 25 °C v ¢ase ozna¢eném O s; dole: deionisovana voda, 25 °C, sbér dat v intervalu 1 s; nastiik
roztoku papainu do 0,1M roztoku KCl o teploté 25 °C v ¢ase ozna¢eném 0 s
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5. Diskuse

5.1. Elektrochemické vilastnosti organometalickych komplexu,
papainu a jeho derivatu

Papain, stejné jako mnoho dalsich proteini,'®

ma schopnost elektrochemicky
katalyzovat vylucovani vodiku. Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 1.4.1., d&je katalyzované
proteiny jsou siln¢€ ovlivnény adsorpci katalyzatoru na povrch elektrody. Rtutova elektroda
poskytuje moznost studia katalytickych vlastnosti proteini jak pii potlateni adsorpce
pii polarografickém méfeni na kapajici rtutové elektrod¢, tak pii méfeni v adsorbovaném
stavu s riznou dobou akumulace pfi vyuziti visici kapkové elektrody.

Ptislusny signal vylucovani vodiku katalyzovany nemodifikovanym papainem byl
pozorovan a popsan jiz v bakalaiské praci za vyuziti vysledki AC voltametrickych méteni
jeho vodného roztoku.'” Vlna katalytického vyluGovani vodiku za p¥itomnosti papainu je
jasné patrnd i na AC voltamogramech uvedenych v této praci (napf. na obrazku Obr. 22
na strané 37). Vyska této viny je Castecné ovlivnéna mnozstvim papainu v roztoku, ale
pouze pii velice nizkych koncentracich. Pii koncentraci vy$si nez 3 x 107 mol-dm ™ se
signal s dalSimi ptfidavky papainu jiz téméf nezvysSuje (Obr. 22 na strané 37). Naopak pfi
pouziti cyklické voltametrie (Obr. 21 na strané 36) se projevil vliv koncentrace papainu
v roztoku vyrazng i pii koncentracich 1 x 10°° mol-dm ™ az 3 x 10°® mol-dm . Tento jev je
disledkem rozdilnych rychlosti polarizace pouzitych v AC a DC voltametrickych
metodach a potvrzuje, ze signal vyluCovani vodiku nemodifikovanym papainem je spojeny
s adsorpci proteinu na povrch elektrody.

Pribéh kiivky imaginarni slozky admitance v AC voltamogramech papainu
upozornil na probihajici adsorpci papainu na povrch pracovni elektrody. Vliv doby
akumulace papainu na povrch HMDE byl sledovan na Obr. 23 na stran¢ 37. Bez cekani
u potencidlu -1,0 V (graf vlevo) méla imaginarni slozka admitance pribéh podobny kiivce
zékladniho elektrolytu. Pfi akumulaci proteinu po dobu 30 s (graf uprostted) byla hodnota
imaginarni slozky admitance niz§i oproti kiivce bez akumulaéni doby. Vyraznéjsi pokles
byl zaznamenam pro kiivku pti akumulaci 60 s (neuvedena) a 120 s (graf vpravo). Pii
delsim akumula¢nim case (300 s, 420 s, 840 s; kiivky neuvedeny) nebyla zaznamenana
zadnad zména prabéhu oproti kiivce sakumulaénim casem 120 s. Imagindrni slozka

admitance souvisi s hodnotou kapacity elektrické dvojvrstvy a adsorbaty snizuji tuto
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hodnotu oproti hodnotdm namé&fenym pro zakladni elektrolyt.”® Me&feni zkoumajici vliv
pocatecniho potencialu na adsorpci nemodifikovaného papainu je uvedeno na obrazku Obr.
24 na stran¢ 38.

Alternativou k AC voltamogramiim zobrazenym na Obr. 23 na strané¢ 37 je
chronopotenciometrické méteni, jehoz vysledky jsou zobrazeny na Obr. 27 na strané 40.
V tomto ptipad€ jsme se zaméfili na sledovani katalytického vylucovani vodiku, tzv.
viny H pfi potencialu -0,2 V pfi rizné dobé akumulace nemodifikovaného papainu po dobu
30saz 360 s. Vyska viny H s dobou akumulace papainu roste, coz potvrzuje katalyzu
v adsorbovaném stavu.

Chronopotenciometricky byly studovéany 1 roztoky jednotlivych derivati papainu.
Pro vSechny zkoumané derivaty byl pozorovan vznik viny H, tedy signalu ptisluSejicimu
katalytickému vylucovani vodiku. Zékladnim pfedpokladem je, ze katalytické vylu€ovani
vodiku nemodifikovanym papainem je spojeno s pfitomnosti volné -SH skupiny
v aktivnim centru proteinu. Srovndni katalytickych vlastnosti modifikovanych derivati
papainu, které maji v daném aktivnim centru organometalicky fragment poskytuje
informace o uchovéni aktivity, resp. sniZzeni nebo zvySeni aktivity takto vzniklého
syntetického metaloproteinu.

Dodrzeni konstantnich reakénich podminek poskytuje moznost porovnat vysky
pozorovanych vin H jednotlivych proteinli a tim 1 porovnat jejich schopnost katalyzovat
elektrochemické vylu¢ovani vodiku. Na obrazku Obr. 50 na strané 57 je graf porovnévajici
vysky signalii poskytovanych papainem a jeho derivaty v zavislosti na ¢ase akumulace
jednotlivych proteinii na povrchu HMDE. U vSech proteini bylo pozorovano zvySovani
viny H s prodluzujici se dobou akumulace proteinu. Stejny trend byl popsén 1 v literatufe
pro elektrochemické chovani vasopresinu.®” Nejnizsi signaly poskytl papain-2b (Eervené
body) u vSech deposi¢nich ¢ast. Derivaty papain-1 a papain-3 naopak poskytly vyrazné

vys$i signaly nez nemodifikovany papain (zelené body).
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Obr. 50: Zavislost vySky viny H cistého papainu a jeho derivati na ¢ase akumulace: zelen¢: papain
(5 x 10”7 mol-dm™), tmavé modie: papain-1 (5 x 10" mol-dm™), Eervené: papain-2b (5 x 10’ mol-dm ),
svétle modie: papain-3 (5 x 10~ mol-dm™); 0,1M KCI - deionisovana voda; HMDE - Pt dratek - Ag | AgCl
kvazi referentni elektroda; deposice pii -0,2 V, proud -7 x 10°° A

Podobné porovnani je mozné i pro vysky vin H papainu a jeho derivata v zavislosti
na vkladaném proudu (Obr. 51 na strané¢ 57). Ostatni experimentdlni podminky byly
konstantni pro vSechny studované roztoky. U vSech proteinli byl pozorovan trend
snizujiciho se signdlu s rostouci hodnotou vklddaného proudu. Tato zavislost je ve shodé
s vysledky skupiny E. Paleka pro vodny roztok a-synucleinu,”® vasopresinu®’ i hovéziho
sérového albuminu.”’  Stejn& jako v piedchozim piipadé, i pfi tomto porovnani poskytl
nejnizsi métené hodnoty derivat papain-2b. Nejvyssi signal poskytl pro vSechny sledované

hodnoty vkladaného proudu papain-3.
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Obr. 51: Zavislost vysky viny H ¢istého papainu a jeho derivati na vkladaném proudu: zelené: papain
(5 x 10”7 mol-dm?), tmavé modfe: papain-1 (5 x 10~ mol-dm>), &erven&: papain-2b (5 x 107 mol-dm?),
svétle modfe: papain-3 (5 x 10”7 mol-dm™); 0,1M KCI - deionisovana voda; HMDE - Pt dratek - Ag | AgCl
kvazi referentni elektroda; deposice pii -0,2 V po dobu 100 s
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Sloucenina 3, kterd se ukdzala byt nejvhodn€jsim kandidatem pii porovnani
vysledkt chronopotenciometrickych méteni mohla byt studovana elektrochemicky pouze
v nevodném prostiedi (DC polarografie na obrazku Obr. 17 na stran¢ 33 a cyklicka
voltametrie na obrazku Obr. 18 na stran¢ 34), protoze neni rozpustna ve vodé. V DMSO
nebyly pfimo pozorovany katalytické efekty.

Urcity katalyticky efekt byl pozorovan na cyklickém voltamogramu vodného
roztoku slouGeniny 2a (Obr. 15 na stran& 32). Stejné jako u slou¢eniny 3 a slougeniny 1"
nebyl katalyticky proces zaznamendn pfi elektrochemickém méteni nevodného roztoku.

Elektrolyza slouceniny 3 v nevodném prostiedi ukéazala na pfijem 2 elektrond
na molekulu analytu. V ptfipadé¢ slouceniny 2a neprobéhla elektrolyza k uplné pfeméné
reaktantu, ale hodnota 1,7 elektronu s nejvétsi pravdépodobnosti ukazuje na to, Ze by uplna
elektrolyza roztoku vedla taktéz k pfijmu 2 elektronii na molekulu analytu. Jak jiz bylo
uvedeno v bakalarské praci, 2 elektrony pfijimala i sloucenina 1, kterd pravé piijetim 2
elektronii zahajuje katalyticky cyklus vyluovani vodiku."

Elektrochemické chovani slouceniny 1 ve vodném prostifedi ukazovalo na proces
katalytického vyluéovani vodiku i bez piitomnosti papainu.'” AC voltametrické méfeni
vodného roztoku papainu-1 poskytlo oproti AC voltamogramim c¢istého papainu pfii
pouziti frekvence 16 Hz hned 2 signaly katalytického vyluGovani vodiku."” Ve vodnych
roztocich papainu-2b (AC voltamogram na obrazku Obr. 31 na stran€ 42) ani papainu-3
(Obr. 34 na stran¢ 44) nebyl podobny efekt pozorovan.

Pro roztoky slouceniny 1 (Obr. 11, str. 29) a papainu-1 (Obr. 30, str. 41) bylo
provedeno v této praci vyhodnoceni kiivek EIS. Vypoctem podle rovnice (11) byla urc¢ena
pro roztok slouceniny 1 pii potencidlu -1,37 V rychlostni konstanta déje o hodnoté
9,5x 107 cms™'. Hodnota R, byla pii stejném potencialu stanovena na 159,7 x 10° Q.
Stejny vypocet byl proveden i pro EIS data pro roztok papainu-1. V tomto piipade byla pfi
potencialu -1,54 V uréena hodnota R, rovna 626,5 x 10°> Q a hodnota rychlostni konstanty
kr 4,4 10 cms™. Na obrazku Obr. 52 na strané 59 jsou uvedeny grafy zavislosti In krna
hodnoté vkladaného potencidlu pro oba vySe uvedené roztoky. Z vypocitanych hodnot
rychlostni konstanty je patrné, ze sloucenina 1 katalyzuje vylucovani vodiku pomaleji,

pokud je kovalentné vazana v aktivnim centru papainu.
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Obr. 52: Vyhodnoceni EIS - zavislost In &k, na potencidlu: vlevo (zelen¢) Sloucenina 1 (¢ = 1,75 x 10°
mol-dm*), vprave (modie) papain-1 (c= 1 x 10 ° mol-dm°)

5.2. Adsorpce papainu

5.2.1. Adsorpce samoorganizovanych monovrstev

Samoorganizované monovrstvy byly piipravovany dvéma odliSnymi postupy.
Standardni postup pfipravy SAM (16-18 hodin pfi teploté 60 °C bez piistupu kysliku a
s odstranénim fyzisorbovanych molekul) byl pouzit pro modifikaci AFM zlatych substratt
1 QCM krystalt.

Doplitkkovy postup pro zisk QCM zaznamii pokryvani QCM krystalli vrstvou
alkanthiolil pfi niZsi teploté v kratSi dobé¢ a za pfistupu kysliku poskytl orienta¢ni informaci
o mnozstvi molekul tvoficich jednotlivé SAM. Podle QCM zdznamu se za téchto
podminek na povrch QCM krystali zachytilo 2,5 x 10'* molekul-cm™ v p¥ipadé adsorpce
11-sulfanylundekan-1-thiolu a 11-sulfanylundekanové kyseliny a 2.6 x 10" molekul-cm™
v piipadé dodekan-1-thiolu. Podle citace Karpoviche a Blancharda* by jedna molekula
alkanthiolu v SAM méla pokryvat plochu pfiblizng 2,5x 107" ¢cm® na dokonalém
monokrystalickém povrchu zlaté elektrody. Pokryti QCM krystalu je oproti maximalné
dosazitelné hodnoté 4 x 10" molekul-cm™ mensi.

Vyska  alkanthiolovych  samoorganizovanych  monovrstev na  zlatém
monokrystalickém povrchu byla zjiStovana metodou AFM NS. Teoretickd délka
jednotlivych alkanthiolovych molekul byla vypocitina v programu Spartan 2
(Wavefunction Inc., USA). Vysledky vypocti a métfeni vysky jednotlivych SAM jsou

uvedeny v tabulce TAB. 1 na stran¢ 60.

59



TAB. 1: Hodnoty vy§ky SAM ziskané metodou AFM NS a teoreticka délka molekul tvoiicich SAM

Vyska vrstvy Teoretickéd délka molekul
SAM (AFM NS) (Spartan 2)
[nm] [nm]
oktadekan-1-thiol 2,8+0,5 2,4
kyselina 11-sulfanylundekanova 23+04 1,5
11-sulfanylundekan-1-thiol 22+0,4 1,6

Jak je patrné z tabulky TAB. 1, zméfena vyska alkanthiolovych vrstev je vZdy vyssi
nez teoreticky vypocitana délka molekul. Ve vypoctu neni sice zahrnuta délka vazby mezi
atomem siry a zlatym substratem, ale zdroveii je nutné do uvah zahrnout sklon*****
alkanthiolovych  molekul v samoorganizované monovrstveé, ktery se udava
o nezanedbatelné hodnoté 30°. Vrstvy SAM byly odstranény metodou AFM NS hrotem
tla¢icim na povrch vzorku o sile do 1 x 1077 N, pii¢em tyto pfitlaéné sily neposkozuji
povrch zlata. Piesnost AFM NS metody ovliviiuje pfitomnost kontaminacni vrstvy, ktera
se tvofi témét vzdy na povrchu vzorka pii méfeni na vzduchu. Odstranéni jejiho
nepiiznivého vlivu by pfineslo méfeni AFM NS v roztoku.

Problematickou se ukazala volba dodekan-1-thiolu pro tvorbu SAM s methylovou
koncovou skupinou. I pies dasledné dodrzovani postupu piipravy piesahovala vyska
ziskané SAM teoretickou hodnotu délky molekuly vypocétenou v programu Spartan 2
nejméné dvojnasobné. Zlepseni nepiineslo ani pouziti undekan-1-thiolu. Pravdépodobné se
tedy nejednalo o problémy zptsobené zneciSténim latek dodanych firmou Sigma-Aldrich a
pouzitych bez dal§ich uprav. Reprodukovatelné vysledky poskytlo az pouziti

oktadekan-1-thiolu dodané od stejné firmy.

5.2.2. Adsorpce papainu na rtizné hydrofobni povrchy

Pro studii adsorpce papainu na povrchy liSici se hydrofobicitou bylo vybrano
celkem pét substrati. Obdobna AFM studie adsorpce papainu na rtizné substraty byla
uvedena uz v bakalaiské praci'®, byla viak doplnéna a roziifena. Série substratti byla
doplnéna o ¢isty monokrystalicky zlaty povrch. Zasadnim doplnénim je charakterizace
samoorganizovanych vrstev, které byly navic pfipraveny za dusledného dodrzovani

standardniho postupu. Dal$im rozsifenim pak bylo pouziti metody QCM.

60



vvvvvv

TAB. 2: Vysledky méreni adsorpce papainu na jednotlivé substraty metodami AFM a QCM

Vyska vrstvy Mnozstvi adsorbovanych molekul
Substrat (AFM NS) (QCM)
[nm] [molekul-cm 2] x 10"
HOPG 29+0,5 XXX
Au 3,0+04 6,1
Au-CH3 59+1,1 5,5
Au-COOH 5,1+0,9 10,5% /2,9%*
Au-CH,OH 6,1 £1,1 10,2

* hodnota ziskana pti méfeni v Cisté deionisované vod¢; ** hodnota pro 0,1M KCI

Au-CH; = Au-S(CH,),7CHs; Au-COOH = Au-S(CH,),,COOH; Au-CH,OH = Au-S(CH,),,CH,OH

Na povrchu HOPG utvoftil papain nejednolitou vrstvu o vysce 2,9 £ 0,5 nm.
Zejména v pravé Casti zobrazeni topografie povrchu vzorku (Obr. 41 na stran€ 49) je jasné
patrnd oblast, kterd neni pokryta proteinem. Mens$i nepokryta mista jsou rozeseta po celé
zobrazené oblasti. Po aplikaci AFM NS se ukdzalo, ze tyto nepokryté oblasti jsou ve stejné
rovin¢ s oblasti ocisténou hrotem. Ackoliv jsem se v bakalaiské praci ptiklanéla k nazoru,
Ze se vrstva papainu tvotila postupné, tedy Ze se nejprve utvorilo centrum, ke kterému se
nasledné ptipojovaly dalsi molekuly, zdd se nyni pravdépodobnéjsi, ze zde hraje roli
pfitomnost tzv. nanobublin (angl. nanobubbles) béhem adsorpce papainu na povrch
HOPG. Pojmem nanobubliny se oznacuji stabilni plynné nanostruktury vznikajici na
rozhrani hydrofobni pevné a hydrofilni kapalné faze.®® Pravé papain dokéaZe zobrazit
existenci téchto nanostruktur tim, Ze se adsorbuje preferencné na oblasti povrchu HOPG
substratu nepokrytém nanobublinami. V jiné studii jsme prokazali, ze papain piedstavuje
také vhodnou modelovou latku pro studium stability nanobublin na povrchu hydrofobniho
substratu,

Monovrstvu o vysce 3,0 + 0,4 nm, tedy o témét stejné vysce jako na HOPG, tvofil
papain na povrchu cist¢tho monokrystalického zlata Au(111). I na zlatém substratu
pokrytém SAM oktadekan-1-thiolu a kyseliny 11-sulfanylundekanové se papain
adsorboval za vzniku monovrstvy. Oproti zjiSténym vyskam vrstev alkanthiolii na zlaté
(TAB. 1 na stran€ 60) vzrostla vrstva adsorpci papainu o pfiblizné 3 nm. Vrstva papainu

adsorbovand na zlat¢ modifikovaném 11-sulfanylundekan-1-olem zvysila plvodni
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alkanthiolovou vrstvu o témé&f 4 nm. Ze znamych krystalografickych méfeni® rozméru
papainu (6,6 nm x 5,1 nm X 3,2 nm) se d4& usuzovat, ze tyto hodnoty odpovidaji
monomolekularni vrstvé proteinu.

Zaznamy QCM méfeni adsorpce papainu na krystaly modifikované pti teploté
25 °C byly Spatn¢ vyhodnotitelné, proto nebyly v této praci uvedeny. Alkanthiolové
molekuly za téchto podminek neutvofily samoorganizované monovrstvy s dostate¢né
nizkym poctem defekti.

Papain se adsorboval na QCM krystaly ¢isté 1 modifikované vrstvou SAM, které
byly pfipraveny pfi teplot€¢ 60 °C po dobu 12 az 18 hodin bez pfistupu kysliku. Pokryti
krystalu vrstvou alkanthiolii nezabranilo krystalu ve vibracich, a tyto 1 po modifikaci
vibrovaly o frekvenci blizké nominalni hodnot¢ 5 MHz. Pokles frekvence vibrujiciho
krystalu byl po vsttiknuti temperovaného roztoku papainu rychly a jasné znatelny (Obr. 43
na strané 50). Se zménou frekvence byl zaroven sledovan i vyvoj zmény odporu, ktera
nebyla v zadném zde uvedeném piipadé natolik vysoka, aby vyluCovala vyuziti
Sauerbreyovy rovnice (16) pro vypocet mnoZzstvi adsorbovanych molekul.

Jak je z tabulky TAB. 2 na stran€ 61 patrné, papain se na povrchy Cistého krystalu a
krystalu pokrytého SAM dodekan-1-thiolu adsorboval v mensim mnozstvi nez na krystal
modifikovany SAM 11-sulfanylundekan-1-olu. Tato data odpovidaji 1 vysledkim
ziskanym metodou AFM.

Adsorpce papainu na povrch krystalu pokrytého samoorganizovanou monovrstvou
kyseliny 11-sulfanylundekanové byla nejprve studovana za stejnych podminek jako
u ostatnich krystalti. V roztoku 0.1M KCIl doSlo pouze k malému poklesu frekvence
vibrujictho krystalu, a to 1 po zopakovani experimentu. Protoze adsorpce papainu
na substraty pouzivané pro mefeni ex-situ AFM probéhla ve vodé, byl pro lepsi porovnani
proveden i QCM experiment adsorpce papainu na krystal vibrujici v ¢isté deionisované
vod¢ pfi zachovani vSech podminek, pouzivanych pifi méfeni ostatnich experimentt
v QCM sérii. V tomto ptipad€ se na krystal zachytilo az 3,6 krat vy$$i mnoZstvi papainu
nez pii adsorpci v 0,1M roztoku KCl (Obr. 49 na strané 54). Zasadni ulohu zde
pravdépodobné hraje vliv rozdilného pH a iontové sily roztokti na koncové -COOH
skupiny SAM a jeji interakce s molekulou proteinu. Vliv iontové sily a typu ionta
elektrolytu (Hofmeistrova fada) na adsorpci papainu by mohl byt pouzit v pfisti studii
adsorpce  tohoto  proteinu  na  samoorganizované  monovrstvé  kyseliny

11-sulfanylundekanové.
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6. Souhrn

Bylo prokazano, ze papain je schopen katalyzovat vylucovani vodiku, a to i po jeho
modifikaci kovalentné vazanymi organometalickymi komplexy ruthenia na jeho jedinou
volnou -SH skupinu.

Katalytické ucinky jednotlivych derivati papainu byly studovany za vyuziti
chronopotenciometrie. Ukazalo se, ze papain-1 ma vyssi katalytickou aktivitu nez
nemodifikovany papain. NejvySsi katalytickd aktivita vSak byla zaznamenana
pro papain-3. Porovnani katalytickych vlastnosti organometalickych sloucenin 1 a 3 ve
volné formé pomoci cyklické voltametrie v protickém prostedi vSak neni mozné z diivodu
nerozpustnosti slouceniny 3 ve vodé.

Pro slouceninu 1 ve volné form€ i1 po navazani na papain byla provedena EIS
studie. Prokazalo se, ze sloucenina 1 je schopné katalyzovat vylu¢ovani vodiku ve volné
formé s vyssi rychlostni konstantou krneZ po vazbé na papain.

Adsorpce ovliviiuje elektrochemické chovani papainu a jeho derivati a tim hraje
zasadni roli 1 v procesu katalytického vyluCovani vodiku. Proto byla diplomova prace
doplnéna studii adsorpcnich vlastnosti papainu na substratech o rizné hydrofobicité.
Pro ucely studie byly optimalizovany podminky pro tvorbu samoorganizovanych

alkanthiolovych monovrstev.
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