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Konecné zavi, konecéné chemie

Tak je tady zase zdri! Léto se dostava do své posledni
faze, aby v zdri definitivné skoncilo a zacal podzim. Listy
(krome listit Chemickych) zacinaji ménit barvu a slunce,
uz ne tak spalujici, umi zalit krajinu svétlem, Ze vse kolem
nas krdasné zari. Ten pocit je az takovy, Ze pravé diky této
skutecnosti mohlo zari ziskat své jméno, byt tak tomu,
moznd az bohuzel, neni — pivod nazvu mésice spise tkvi ve
staroceském slovni spojenim ,,za ruje”, tedy dnesSnimi
slovy ,,za rFevu” ¢i ,behem Trevu®, jako oznaceni
pro obdobi, kdy pdrici se zver ive. Zdari ale neni jen mési-
cem krajiny zalité sluncem, ale také mésicem vzruSujictho
ocekavani. Prvniho zari totiz zacina skola a spoustu nasta-
vajicich prvidcki uz je na konci srpna nedockavych, az
konecné usednou do skolnich lavic. TéSi se, Ze se tam
dozvi mnoho nového a zajimavého a nauci se cist, psat
a pocitat. A pro nékteré zaky zdakladniho vzdélavani prijde
také jedna novinka. Do jejich rozvrhu jim pribude novy
predmét — chemie. Je zdri, svét je zality sluncem, ovoce
chutna sladce, ale co se tykda chemie jako predmétu, nemo-
hu se ubranit urcité pachuti. Pro¢? Prizndm se, trochu mé
trapi, ze ze vSech prirodnich véd totiz vyuka chemie zacina
nejpozdeji, obvykle az v 8. tride zdkladni skoly (tedy pri-
blizné ve 13 letech véku ditéte). Pokud dité navstévuje
viceleté gymndzium, ma velmi slusnou Sanci, Ze tomu bude
o rok diive'. To ale neméni nic na tom, Ze to bude pozdéji,
nez zacind vyuka fyziky, matematiky nebo biologie.
A z humanitnich predmeétii napr. déjepisu nebo zemépisu.
Snazil jsem se dopatrat v rade diskusi, co by mohlo stat za
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tim, Ze chemie se Vv porovndni
s jinymi predméty zacina vyucovat
tak pozdé. Odpovedi mi vesmés
bylo, zZe chemie je predmét veskrze
abstraktni a prilis ndrocny na po-
chopeni a potiebu, ba dokonce nut-
nost, abstraktniho mysleni. Tento
argument se mi ale nezda byt prilis
relevantni, vidyt v cem je zména
barvy extraktu cerveného zeli po ,
pridani uhlicitanu sodného abstraktnéjsi nez odév pouzi-
vany prvnimi Slovany nebo pozice reky Ob na slepé ma-
pé? Ci pro¢ by vyroba Zeleza méla byt abstraktni, zatimco
pohyb planet po eliptické drdze nikoliv? V tomto pohledu
prece chemie nabizi znacné mnozstvi zcela konkrétnich
podnétii, které by bylo mozné ve vyuce dobre vyuZit.
A plati to i opacne. Dovolim si tvrdit, Ze Fada predmeétii,
které se vyucuji na prvnim stupni zakladni skoly, rovnéz
pracuje s mnoha pojmy natolik abstraktnimi, Ze nezaraze-
ni chemie do nizsich rocnikii z ditvodu jeji abstraktnosti
Jen tézko obstoji. Pricemz se ukazuje, ze bez pojmii a po-
znatkit bezpochyby patiicich do chemie se ostatni predmé-
ty jen tézko obejdou. Prikladem miize byt exkurze do téma-
tu struktury atomu, realizovand prevazné v 6. tride zdklad-
ni skoly v ramci vyuky fyziky, c¢i do tématu skupenskych
stavii a premén latek. V biologii se zase bézné hovori
o fotosyntéze Ci genetice. Vzhledem k tomu se Zaci s che-
mickymi pojmy jako napriklad sloucenina, prvek, atom,
elektron ¢i molekula beztak musi setkat podstatné drive
nez v 8. tridé zdkladni Skoly. A pokud se nesetkaji, ani to
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nebude dobre — tyto pojmy a jejich pochopeni jim bude
chybét v ostatnich predmétech. Z chemie a jejich poznatkii
totiz vychazi a tyto poznatky jsou organicky propojeny, jak
bylo naznaceno, s radou témat v biologii a fyzice, ale také
s dejepisem nebo zemépisem. Vyznamné uddlosti dejin by
se totiz neobesly bez chemickych prvki a sloucenin, jako
Jsou med, cin, Zelezo, olovo, soda, ledky, amoniak a mno-
ho dalsich. A obchodni cesty se zbozim, jako byly hedvabi
¢i koreni, nebo naleziste a prumysl vyznamnych chemic-
kych sloucenin a smési, jako jsou ropa nebo zemni plyn,
Jsou dulezZitou soucasti vyuky zemépisu. A to nemluvim
o potravindrstvi a oblasti Vychova ke zdravi. Bez znalosti
chemie se prece tezko vysveétluje, pro¢ a kdy je treba ve
stravé dostatecného mmnozstvi bilkovin. Zkratka, zacinat
s vukou chemie az v 8. tride zakladni skoly a ve 13 letech
Je proste pozdé a tezko budeme hledat rozumné argumen-
ty, proc by tomu tak mélo byt. A kromé zminénych disled-
kit pedagogickych jsou tu i neblahé diisledky spolecenské.
Jak je dobre zndmo, chemie patii jiz delSi dobu mezi pred-
méty nejméné oblibené’. Jisté, tradicni pojeti jeji vyuky,
kterd zacinda obecnou chemii a ndzvoslovim, chemickymi
vypocty a nékdy i elektronovou strukturou atomu a kvanto-
vymi ¢isly, k oblibenosti predmétu prilis neprispiva. A kdyz
Zakladni Skolu tak zacinaji pozvolna opoustét a prechdzet
na gymnazia nebo odborné Skoly a znamka z chemie je
obvykle to posledni, co Zdky zajimd. Minimdlné posledni
pulrok vyuky tak mnoho Zdkii spise , preziva“ posledni
okamziky na zdkladni Skole a obecné vzdélavani se jen
mdlokdy u nich setkdva s potrebnou odezvou. U ostatnich
predmetii to s ohledem na délku jejich predchozi vyuky
takovy problém neni, ale u chemie uz casu na redlnou
a smysluplnou vyuku nezbyva vskutku mnoho. Ale zminené
moznd neni nakonec ten nejvétsi problém pozdejsi vyuky
chemie. S ohledem na vyvojovou psychologii déti se hlavni
zdjem o konkrétni obor, téma ci oblast zacina formovat
zhruba na konci mladsiho skolniho véku a pocdtku starsi-
ho Skolniho véku (coz zhruba odpovida 2. stupni zdakladni
Skoly). Pravé toto obdobi je tak mnohdy klicové pro to, co
bude dité v budoucnu délat, co bude jeho Zivotnim posla-
nim. Pokud deéti chemii, jako predmét, viibec nemaji, je
samozrejmé obtizné vzbudit v nich zdjem o néco, co nijak
nepoznaji. A ve chvili, kdy krdsu chemie mohou Zdci po-
znat, byva uz prili§ pozdé. Pole zajmu zdka obsadily jiné
obory. A disledky jsou bohuzel celospolecensky neblahé —
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maly zdjem o chemii u zZdkit a ndsledné nedostatek dosta-
tecné kvalifikovanych pracovnikii pro chemii i primysl.
Dilo zkazy pak dokonaji nékteré sdélovaci prostredky,
které podporuji celkovou chemofobii ve spolecnosti’, coz
na dité nezridka prenesou. Dite tak mnohdy ve chvili, kdy
jeste nevi o chemii vitbec nic a viitbec nic nevi o uzZasnych
objevech, jevech a metoddch, které nam vSem chemie pri-
nasi, ziska zkreslenou a negativni predstavu o chemii jako
oboru nebezpecnému zdravi i Zivotu na zemi. I sebelepsi
ucitel pak jen tezko na tomto poli osazeném plevelem ne-
gativnich emoci zaseje seminko zdjmu a radosti z oboru.
A pak jen tézko se chemie ,,prokope* Zebrickem predmétii
alespori o dvé mista vySe, pricemz dle mého na jejim
chvostu je nepravem a diky nepochopeni.

Snad nejsem na zacatku zari, a zacatku Skolniho ro-
ku, prilis negativni. Ale myslim, Ze pro mésic, kdy zacind
Skola, se tato uivaha celkem hodi. Vérim totiz, Ze pro poz-
dejsi zacatek vyuky chemie oproti ostatnim predmétiim
neni Zadny divod a jeho posunuti do rocnikii nizsich by
nepochybné bylo prospésné pro vSechny. Prirozené, neo-
Cekavam, ze by se tak stalo jiz toto zdri, ale tireba tento
uvodnik poslouzi jako odrazovy muistek k diskusi, kterd
povede k tomu, zZe v nékterém z dalsich zarijovych uivodni-
kit budu s nadsenim komentovat zarazeni chemie do vyuky
v 5. rocniku a Chemické listy si bude moci uzit vice nadse-
nych chemikii. A vy si uZijte toto zarijové cislo — vérime, Ze
vds bude bavit a bude se vam libit.

Petr Smejkal
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Elektrochemicka depozicia ohranicena meniskom (MCED) je sl'ubnd metdda na pripravu mikro- a nanostruktir s vy-
sokou presnost'ou a rozligenim. Uspech MCED zavisi od optimalizacie niekolkych parametrov, vratane pracovného cyklu,
napitia, frekvencie, koncentracie elektrolytu, rychlosti pohybu anddy, tvaru anody, cirkulécie elektrolytu a prisad. Pérovi-
tost’, Strukttra, tvrdost, medza klzu a zloZenie su kritickymi faktormi, ktoré urcuju kvalitu ulozenych $truktir. Tento ¢la-
nok sumarizuje G¢inky réznych faktorov na vysledok procesu MCED, ktory zahriia riadené nanasanie ,,voxelov na vytvo-
renie ulozeného objektu. Optimalizacia tychto parametrov moze viest’ k vysokokvalitnym $truktiram s dobrym rozliSenim
a velkostou. Clanok poukazuje na vztah medzi tymito faktormi a vyslednymi vlastnostami deponovaného predmetu, ktoré
mozu byt uzitocné pre buduici vyskum v tejto oblasti. Rovnako poukazuje aj na rézne typy pristupov pripravy tychto Struk-
tar prostrednictvom elektrochemickej aditivnej pripravy (ECAM) a jej podrobny mechanizmus.

Krucové slova: 3D tla¢, mikro- a nanostruktury, elektrodepozicia, aditivna priprava, MCED
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1. Uvod

Aditivna vyroba (AM — Additive Manufacturing),
ktora je tiez bezne znama ako 3D tlag, pripravuje zlozité
3D geometrie postupnym spdjanim materialu vrstva po
vrstve!. Vd’aka flexibilite samotného ,,navrhu®, ktort AM
ponuka, doslo k jej Sirokému vyuzitiu v réznych priemy-
selnych oblastiach, napr. automobilovy priemysel"?, letec-
tvo™, zdravotnictvo®”, Zivotné prostredie® a energetika’ .
Skoré aplikacie AM sa zamerali na pouzitie polymérov
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kvoli ich jednoduchému pouzitiu prostrednictvom tepelné-
ho procesu (modelovanie tavenej depozicie (FDM — Fused
Deposition  Modeling)'*"*  alebo  fotopolymeraciou
(stereolitografia)'*').

Postupne doslo k vécSiemu vyuzitiu AM na baze
kovu, pretoze tato technoldgia prechadza z jej primarneho
pouzivania na pripravu prototypovych nastrojov na pripra-
vu (vyrobu) koneénych produktov'. Medzi hlavné techno-
logie pripravy objektov na baze kovu patri FDM s pouzi-
tim polymérneho vldkna s integrovanymi Casticami ko-
vu”, nanasanim usmernenou energiou18'19, tavenim elek-
trénovym zvizkom?’?' alebo priamym spekanim kovov
laserovym zvizkom? >,

Vo vicsine tychto pripadov sa pouziva iba obmedze-
né mnozstvo jednotlivych typov materidlu, ktory je mozné
aplikacne vyuzit. V stcasnosti vyskumné usilie badatel'ov
smeruje k SirSiemu vyuzitiu ,,kovovej“ 3D tlace, ktoré by
sa vyuzivalo na tvorbu objektov kombinaciou roznych
materialov. ,,Mikro- a nano-3D tla¢* prinasa oproti klasic-
kému pristupu pri mikrovyrobe $truktir, ako je napr. lito-
grafia” *®, moznost’ pripravy §truktir v trojrozmernom
priestore. Okrem tvaru $truktiry je zasadnou vyhodou 3D
tlade to, e nevyzaduje Ziadne zloZité néstroje aj zdihavé
procesné upravy pri priprave Struktir. Na dosiahnutie ¢o
najlepsich vysledkov v ramci 3D mikrovyroby na tejto
arovni zostava najvacSou vyzvou dosiahnutie ¢o najvys-
Sieho rozligenia a velkosti objektov®.

Elektrochemicka aditivna priprava (ECAM - Electro-
chemical Additive Manufacturing) je relativne novy spo-
sob AM, ktory vyuziva lokalizované elektrochemické

https://doi.org/10.54779/ch120230539
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ukladanie kovovych idnov z roztokov elektrolytov na vy-
tvaranie kovovych struktir. Vyhodou tohto procesu je, ze
na pripravu Struktdr nie st potrebné ziadne tepelné proce-
sy, ¢o umoznuje, ze cely postup je lacnejsi a bezpecnejsi.
Momentalne najvacsim problémom zostava prekonat
problémy tykajiice sa pomalosti nanasania materialu®®>*.
V sucasnosti je vd¢sina AM aplikacii zamerand na kon-
krétny typ materidlu. Rastie vyskumny a predovsetkym
aplikaény zaujem o multimateridlov tla¢, ktord moéze
poskytnut’ vyrazne vicsie aplikaéné moznosti.

2. Mechanizmus lokalizovanej elektro-
chemickej aditivnej pripravy mikro-
a nanoStruktir

Mechanizmus procesu ECAM je zaloZzeny na principe
elektrolytického nandSania medzi katédou a anddou pono-
renou do elektrolytu. ECAM kombinuje principy lokalizo-
vanej elektrochemickej depozicie®® a AM a vyuziva vyho-
dy oboch tychto procesov. Na rozdiel od procesov, ktoré
su zamerané na plo$nu elektrodepoziciu (napr. galvanické
pokovovanie alebo galvanoplastika)** ™, je nanasanie za-
merne lokalizované medzi kapilarnym hrotom (anoda)
aplochym substratom (katéda). Aplikované napitové
predpitie sposobuje, ze i6ny v roztoku migruji do substra-
tu, zniZuju naboj a vytvaraju na substrate pevny nanos
(obr. 1). Cely proces prebicha pri izbovej teplote, ¢im sa
predchadza réznym tepelnym defektom, ktoré sa vyskytu-
ju pri klasickych konvenénych procesoch ako napr. pri
taveni prasku’™*'. Pri ,spajani pragkov moéze dojst ku
vzniku mikrodutin, drsného povrchu a taktiez ku kompli-
kicidam s tepelnym namdhanim. U ECAM nedochadza
k takym komplikaciam, pretoze je objekt pripraveny
,»atom po atdme®, coho vysledkom st objekty s vysokou
hustotou a vel'mi ,,dobrou’ povrchovou strukturou. Brant
a spol. vo svojej praci ukdzali, ze zvySkové napétie v ob-
jektoch takto pripravenymi procesmi bolo radovo vicsie

| Anéda:2H,0 - 4H* + 4e+ 0,1 |

{j_ Platinova
elektroda

.@.H @
@v[m_(f®

O, bubliny Roztok

elektrolytu

<— Mosadzny
substrat

| Katéda:Ni*+2e> Niy |

Obr. 1. Princip lokalizovaného elektrochemického deponova-
nia niklu™. (Farebna verzia obrazka je dostupna na webovych
strankach ¢asopisu Chemické listy).
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ako pri objektoch pripravenych ECAM (cit.*?). DalSou
zasadnou vyhodou z hladiska pripravy objektov o rdznej
geometrii u aditivnych technik je riadenie celkového po-
stupu. Proces je riadeny pocitacom, ktory zaisti presné
ovladanie celého postupu. Z hl'adiska nanasanych materia-
lov je ECAM schopny zvladnut’ nanasat’ va¢sinu vodivych
materidlov vratane kovov* , kovovych zliatin44, vodivych
polymérov* a dokonca aj niektorych polovodidov*®*’.

3. Porovnanie elektrochemickej aditivnej
pripravy s klasickou aditivnou pripravou
mikro- a nanoobjektov

Sucasné procesy pripravy kovovych objektov z kovo-
vych praskov vyuzitim laserovych aditivnych technik ma-
ju rozsiahle obmedzenia vznikajice v dosledku velkosti
prasku, ¢o vedie k minimalnej Sirke depozitovanych linif
50 um (cit.**). Tieto vysledky viedli k vyvoju réznych
novych aditivnych technik, ako je elektrohydrodynamicka
tla¢ (tla¢ EHD — Electrohydrodynamic Printing)*"*°,
,priame pisanie* (DIW — Direct Ink Writing)*"*?, lokélna
elektroforeticka depozicia®, laserom indukovany prenos
(LIFT — Laser-Induced Forward Transfer)**** a laserom
indukovana fotoredukcia®®"’, ktoré sa pouzivaju pri pri-
prave objektov s velkost'ou < 10 pm. VSetky tieto procesy
su stale v pociato¢nom $tadiu vyvoja a stretavaju sa s nie-
kolkymi problémami, ako je Skalovatel'nost’, nizka integri-
ta materialu, obmedzenost’ pripravy objektov z réznych
materialov a vysokych vyrobnych nakladov*®.

Na zéklade tychto poznatkov je na mieste urcit’, ze aj
napriek aktudlnym nedostatkom tychto technik bolo preu-
kéazané, Ze su schopné uspesne pripravit’ objekty na mikro-
a nanourovni. V pripade pripravy mikroobjektov pomocou
klasickych metéd AM, ktoré su pohanané vysokoenerge-
tickym lacom, dochadza k velkej tepelnej/mapédtovej de-
formécii tvaru a k vzniku vel’kého poctu réznych defektov
a neziaducich dutin. Je to sposobené tym, ze takto formu-
juce sa objekty musia pri priprave prejst drastickymi te-
pelnymi zmenami a fazovymi prechodmi v kratkom Caso-
vom useku. Z tohoto ddvodu st klasické metody AM ne-
dostatocné a su pozadované nizkoteplotné techniky elek-
trochemickej aditivnej pripravy.

4. Rézne pristupy elektrochemickej aditivnej
vyroby

Doteraz bolo vyvinutych niekol'ko technik ECAM
pre rozne aplikacie. Medzi typické techniky patri najmi
meniskom ohrani¢ena elektrochemicka depozicia (MCED
— Meniscus-Confined Electrodeposition), pradova elektro-
chemicka depozicia (Jet ECD — Electrochemical Deposi-
tion), uz spominand technika EHD a elektrodepozicia mik-
roskopom fluidne;j sily (FluidFM — Fluidic Force Micros-
copy)’”®. Ked7e metéda MCED bola v mnohych 3ta-
diach®® oznagena ako vysoko konkurencie schopna me-
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Mikropipeta

Meniskus

Polohovanie

eujsold ozald Z

NWIPISAS aluepejng

Stojaci kovovy drét

XY Piezo plodina

Obr. 2. Schematicky diagram galvanického pokovovania
v ,obmedzenom* menisku®

tdda na pripravu komplexnych a presnych nanoobjektov.
Z tohoto dovodu sa v nasledujicej podkapitole zameriame
na Specifikovany opis.

4.1. Meniskom ohraniéena elektrochemicka
depozicia (MCED)

Podstata tejto techniky spociva v priblizeni anody
(jemnej kapilary obsahujucej elektrolyt) ,,dostatocne bliz-

Chem. Listy 117, 539-546 (2023)

ko* ku katdde (vodivému substratu) takym sposobom, ze
sa vytvori mikro- alebo nanorozmerny meniskusovity
elektrolyticky mostik vytvoreny v ,.extrémne tzkej“ me-
dzere medzi ultrajemnym anédovym hrotom a katodovym
substratom. V tomto pripade bude substrat slazit’ ako pra-
covna elektréda a bude predopnuty vzhladom ku kvazi
referenc¢nej elektrode (kovovy drdt) umiestnenej v kapilare
s elektrolytom. Pri aplikdcii rozdielu potencialov sa spusti
prenos elektronov na rozhrani meniskus-substrat, ¢o ma za
nasledok elektrodepoziciu ohrani¢ent na oblast’ pokryva-
jucu meniskom (obr. 2). Na riadenie drahy pohybu kapila-
ry sa pouzivaju piezo plosiny, ktoré zabezpecia presnu
kontrolu danej elektrodepozicie. Hnacia sila tohto procesu
je riadena odparovanim vody z elektrolytu v ramci vytvo-
reného elektrolytického mostika v tvare menisku a spotre-
by ionov v dosledku elektrolytickej depozicie. Velkost
takto vzniknutého objektu bude ,,velmi* zavisla od tvaru
a velkosti menisku. Tvorba a nasledné udrziavanie samot-
ného menisku je ovplyvnena niekol'kymi faktormi ako st
velkost’ kapilary, rychlosti ovladania pohybu kapilary
v dar;cg)m smere, rychlosti depozicie, vlastnosti elektrolytu
ainé”.

4.2. Aplikacia techniky MCED

Chen a spol.* navrhli zariadenie pracujtce na princi-
pe MCED (obr. 3), kde bolo vtomto pripade nanasanie
elektrolytu kontrolované umiestnenou $pongiou s otvore-
nymi pormi na spodnej Casti strickacky s elektrolytom. Po

a)

aplikacii pozitivneho potencialu medzi medeny substrat
Referenéna
elektéda

b)
Protielektréda
| ! Uzavrety
- kryt
b Izolovany
drét
Medeny
drot

Roztok siranu
mednatého

Anéda—|

Spongia

Obr. 3. Schematické znazornenie 3D tlaciarne s elektrochemickym procesom. Zahriiuje nastavenie tlaovej hlavy (a), usporiada-
nie elektrod (b), nanasanie medi a umiestnenie $pongie do tlafovej trysky (c) a vytlatené medené Struktiry s pismenami "ICL"*
(d). (Farebna verzia obrazka je dostupna na webovych strankach ¢asopisu Chemické listy).
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a referenénu elektrodu doslo k postupnej redukcii Cu®*
i6nov a k ich depozicii na povrch substratu. Tymto sposo-
bom sa vykonala priprava bodiek a linii pri roznom apli-
kovanom napiti za ucelom analyzy vzniknutej morfologie
pri stipajucom potenciali. Rychlost’ depozicie sa prirodze-
ne zvySuje s vysSim potencidlom. Je potrebné sledovat
morfoldgiu deponovanej $truktiry vzhl'adom na obmedze-
ny prenos hmoty, aby bola pripravena rozmerovo presna
Struktura. Narozdiel od pripravenych bodiek nedoslo pri
depozicii linii k vzniku dendritickych §truktir, o ma za
nasledok moznost relativneho polohovania tlacovej hlavy,
ktora napomaha pri transporte ionov Cu. Analyza mecha-
nickych a elektrickych vlastnosti takto pripravenych struk-
tar ukazuje, Ze tvrdost’ a elektricky odpor su vyssie ako v
pripade spracovania Cu za studena a to vd’aka jemnozrmn-
nej Strukture.

Hengsteler a spol.** zlepsili proces pouzitim zariade-
nia, ktoré umoznilo lep$iu kontrolu na Grovni nanometrov
a vyuzivalo integrovany systém mikro- a nanopolohova-
nia, ktory kombinuje mikromotory zabezpecujuce pohyb
a piezoelektrické ovladace urcené na jemny posun kapila-
ry (obr. 4). Takto vzniknuty objekt sa sklada zo zaklad-
nych stavebnych blokov, ktoré sa nazyvaju ,,voxely“. Naj-
vicsia komplikacia pri priprave objektov na ,,nanourovni‘
je upchatie otvoru pouzitej kapilary s elektrolytom. Preto
bol zavedeny automatizovany mechanizmus spitnej viz-
by, ktory tento problém eliminuje. Na obr. 4b je zobrazeny
postup, kde sa tryska pomaly priblizuje k predpédtému sub-
stratu, zatial’ ¢o elektricky prud je monitorovany zosilfio-
vacom prudu. Po priblizeni sa vytvori tekuty meniskus

4
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azaCne sa elektrolytické nanasanie. Velkost' prudu po-
stupne narasta a po prekroceni definovanej prahovej hod-
noty dojde k pohybu pipety smerom od substratu az kym
neklesne hodnota prudu pod definovanu hodnotu. Tymto
spdsobom sa cely proces opakuje niekolkokrat, kym sa
nevytvori pozadovany objekt.

Dal§im zaujimavym pristupom bola $tidia, kde Lin
a spol. Studovali sekvenénu tla¢ ako s jednou, tak aj viace-
rymi kapildrami®.

5. U&inky roéznych faktorov na vysledok
MCED procesu

Velkost a vlastnosti ,,voxelov* su programovo riade-
né relativnou polohou medzi nastrojom a substratom
a parametrami pouzitého napitia (amplitida, pracovny
cyklus, frekvencia) v procese pripravy objektu. Zo §truk-
turneho hl'adiska st délezitymi vlastnostami pripravenych
blokov jeho materidlové zlozenie, mikro$truktira
(pérovitost), tvrdost’ a medza klzu. Pri optimalizécii tych-
to vlastnosti sa pripravi stabilna Struktara. Dalgimi délezi-
tymi faktormi su: perioda impulzu, koncentracia elektroly-
tu, rychlost’ pohybu anddy, tvar anddy, cirkulacia elektro-
Iytu a prisady v elektrolyte*’.

5.1. Vplyv faktorov na poérovitost’

Lin a spol.”® vo svojej $tadii uvadzaju pouzitie pul-
znej energie pre lokalizovanu elektrochemicku depoziciu.

priblizenie k

pracovna elektréoda o

a 2h ] mn v v
=
kvazi referenéna L
protielekwréoda
oLl e, ey S
= 3 | | I\
&£|- 11 177
’ ! ’ ’
@
tryska
z ST i
S ===
substrat/ stiahnutie

stiahnutie
pri kontakte

pri zlomeni
menisku

pri zlomeni
menisku

pri kontakte

Obr. 4. Schéma tlace stavebnej jednotky (voxelu) elektrochemickym procesom. Kapilara obsahujica roztok elektrolytu a kvazire-
feren¢ni protielektrédu aplikuje elektrolyt na vodivy substrat, kde sa kationy medi redukuju na med’. Postup sa opakuje kym sa
nedosiahne uréita vyka ,,voxelu® (a-b). Obrazky vytlaéenych $truktar st zobrazené elektrénovym mikroskopom (c-e)**. (Farebna
verzia obrazka je dostupna na webovych strankach ¢asopisu Chemické listy).
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Pracovny cyklus impulzného vykonu ovplyviluje porovi-
tost’ a povrchovll Upravu nanesenej Struktiry. Pracovny
cyklus je definovany ako ,,percento doby*, pocas ktorej je
impulzné napéjanie zapnuté k celkovej dobe trvania im-
pulzu. KratSie pracovné cykly maju za nasledok mensie
pory a hladsi povrch. Tento zaver sa vysvetl'uje na zaklade
hromadného transportu iénov pocas doby ,neaktivity
pulzu, ¢o vedie k doplneniu i6nov®. In4 $tudia uvadza, Ze
existuje optimalny rozsah pracovného cyklu (0,4-0,5 V),
ktory vedie k vysokej hustote depozicie®. Kamaraj a spol.
analyzovali distribticiu velkosti pdrov pomocou obrazkov
SEM a $pecializovaného algoritmu. Zistili, Ze porovitost
predmetov sa pohybovala od 20 do 70 % a vysSie napétie
pocas pracovného cyklu malo za nasledok hustejSie objek-
ty s najmensSou porovitostou (obr. 5). Optimalizaciou na-
pétia a pracovného cyklu mozno vytvarat' objekty s naj-
mengou pérovitostou (najvi¢sia kompaktnost)®’.

5.2. Vplyv faktorov na Strukturalne ovladanie

Bolo zistené, ze pri aplikécii ultravysokofrekvencné-
ho pulzného pridu, moézu byt znandSaného materialu
pripravené objekty s menSou velkost'ou, ako majui nastro-
jové elektrody. Rychlost’ depozicie (tj. vysky pripravenych
Struktdr) sa zvySovala s rasticou frekvenciou impulzov
a napdtim pri pracovnom cykle. Z obr. 6 je zrejmé, ze boli
nanesené Struktury s rozmermi v rozmedzi niekol'ko sto-
viek um, ¢o je az 5x menSie ako rozmer nastrojovej elek-
trody®®. Tato skutoénost’ otvara moznost’ pre vysokolokali-

5V 100% D/C 5V 75% D/C
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zovanu depoziciu aj u vacsich ndstrojoch pri pouziti ultra-
vysokofrekvencnych impulzov.

5.3. Vplyv faktorov na tvrdost a medzu klzu

Uvadza sa, ze objekty nanesené prostrednictvom
aplikovanych impulzov pri lokalizovanej depozicii maji
vysSiu pevnost’ ako tie, ktoré boli pripravené pri aplikacii
jednosmerného prudu. Na zaklade tychto poznatkov mali
nanokrystalické medené objekty medzu klzu viac ako
960 MPa, ¢o je az o 47 % viac ako pri priprave obdobne;j
Struktary pri pouziti jednosmerného pradu. Dévodom bola
mikrostruktira so zrnami, ktoré obsahuju vysokt hustotu
vrstvenych nanokry$talov®. Tvrdost a medza klzu boli
rovnako $tudované pomocou matematického modelu, ako
aj experimentalneho porovnania dvoch réznych substra-
tov, mosadze a hlinika, s rovnakymi parametrami depozi-
cie. Vysledky neukazali ziadny vyznamny rozdiel v tvr-
dosti medzi substratmi, ¢o umoziiuje presné urcenie me-
dze klzu™.

5.4. Vplyv faktorov na zlozenie

Na vysledné zlozenie nanesenych objektov na sub-
strat ma vplyv niekol’ko faktorov, ako su napitie, typ pou-
zitého elektrolytu a frekvencia depozicie”"’. Pri depozicii
zliatiny Ni-Cu sa pouzil roztok citratu, ¢o malo za nasle-
dok vyssie mnozstvo deponovaného Ni ako v pripade
roztoku kyseliny boritej. Vysoké napitie viedlo k vysSie-

200 pm

200 pm

5V 50% D/C 4V 75%D/C

Obr. 5. Bol sledovany rast krystalov niklu a uskuto¢nené boli experimenty pre stidium pérovitosti nanosov. Objekty boli zachyte-
né pomocou SEM za réznych podmienok procesu (napiitie a pracovny cyklus)®’

300 um

300 pm

300 pm

Obr. 6. Nanosy objektov vytvorenych za roznych podmienok privodu pulznej frekvencie s pouzitim rovnakej vel’kosti nastrojovej

elektrédy. (a) frekvencia 10 kHz; (b) 100 kHz; (¢) 1 MHz (cit.®®)
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Obr. 7. Porovnanie povrchovej Struktiry pri pouZziti roztoku:
a) citratu b) kyseliny boritej’””. (Farebna verzia obrazka je do-
stupna na webovych strankach ¢asopisu Chemickeé listy).

mu percentualnemu zastupeniu Ni, zatial’ o ultravysokof-
rekvenéné impulzy viedli k vys$Siemu zastipeniu Cu, naj-
mi v roztoku kyseliny boritej. Struktury pripravené s pou-
zitim kyseliny citronovej mali lep$iu povrchovia homoge-
nitu napriek tomu, ze boli pokryté réznymi hrudkovitymi
tvarmi. Na druhej strane Struktury pripravené kyselinou
boritou mali praskovi formu, ¢o naznacuje nizsiu hustotu
a celkovii kvalitu (obr. 7)".

Priprava $truktur technikou MCED nardza na rézne
prekazky suvisiace s jednotlivymi faktormi ovplyviujuci-
mi proces. Optimalizacia vSetkych dolezitych parametrov
zaistuje vysokokvalitné deponované Struktiry s dobrym
rozlisenim a velkost'ou.

6. Zaver

Technika MCED ponuka vSestrannu metddu pre pres-
né a lokalizované elektrochemické nanasanie materialov.
Vlastnosti nanesenych predmetov mozu byt’ prispdsobené
riadenim r6znych faktorov, ako je napitie, pracovny cyk-
lus, peridda impulzu, koncentracia elektrolytu, rychlost’
pohybu anddy, tvar anddy, cirkulacia elektrolytu a prisady
v elektrolyte. Porovitost, Struktiru, tvrdost, medzu klzu
a zloZenie nanesenych predmetov je mozné kontrolovat
a optimalizovat’ na dosiahnutie pozadovanych vlastnosti.
MCED ukazuje potencial pre aplikacie v réznych oblas-
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tiach, ako je mikrovyroba a mikroelektronika, kde je nevy-
hnutné vysoko lokalizované a presné naniSanie materia-
lov. Na preskiimanie plného potencialu tejto techniky a jej
obmedzeni v praktickych aplikaciach je potrebny d’alsi
vyskum.

Autori dakuji za financnii podporu pre svoju vedeckii
pracu Grantovej agentiire CR v projekte ¢. 23-051978.
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D. Haluska, O. Lyutakov, and V. Svoréik

(Department of Solid State Engineering, University of

Chemistry and Technology, Prague, Czech Republic):

Electrochemical Deposition of Micro- and Nano-
structures of Any Shape
Meniscus-confined  electrochemical  deposition

(MCED) is a promising method for the fabrication of mi-
cro- and nanostructures with high precision and resolution.
The success of MCED depends on the optimization of
several parameters, including duty cycle, voltage, frequen-
cy, electrolyte concentration, anode movement speed,
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anode shape, electrolyte circulation, and additives. Porosi-
ty, structure, hardness, yield strength, and composition are
the critical factors that determine the quality of deposited
structures. This article summarizes the effects of various
factors on the outcome of the MCED process, which in-
volves controlled deposition of voxels to create an object.
Optimizing these parameters can lead to high-quality
structures with good resolution and size. The article points
out the relationship between these factors and the resulting
properties of the deposited object, which may be useful for
future research in this area. It also points to different types
of approaches for the preparation of these structures
through electrochemical additive manufacturing (ECAM)
and its detailed mechanism.

Keywords: 3D printing, micro- and nanostructures, elec-
trodeposition, additive preparation, MCED

Acknowledgements
The authors thank the GA CR for the financial support for
their scientific work in project no. 23-05197S.



Che[@
Listy

O SILE PANDZABSKEHO ASFALTU

www.chemicke-listy.cz

MICHAL JURASEK®, JOSEF CABALKA” a PAVEL DRASAR®

“ Ustav chemie pFirodnich ldtek, Vysoka §kola chemicko-technologickd, Technickd 5, 166 28 Praha 6, ® Nové Kounice 37,

364 71 Bochov, Ceskd republika

michal jurasek@gmail.com, drjc@mybox.cz, drasarp@yvscht.cz

Doslo 25.5.23, piijato 19.6.23.

Mumio (Siladzit), hmota podobna asfaltu ¢i pryskyfici, ktera vytéka ze skal béhem horkych slunnych dni vétSinou
v jeskynich v Himalaji, je znama jako medicinalni substance vychodni mediciny. Pozvolna je pfijimana zapadnim lécitel-
stvim, ale i medicinou. Obsahuje zejména fulvové kyseliny, huminy, humové kyseliny a radu dalsich latek. Clanek shrnuje

zejména recentni informace o této substanci.

Klicova slova: shilajit, mumijo, rasajana, biologicka aktivita, vlastnosti, fulvokyseliny, fulvové kyseliny

Shilajit (Cti Siladzit; psano téz shilajeet, $ilajatu)
v sanskrtu neboli mumijo (mumio, moomiyo,
mumia), latinsky Asphaltum punjabianum, je vétSinou
Cernohnédd hmota podobnd asfaltu ¢i pryskyfici, kterd
vytékd ze skal béhem horkych slunnych dni, vétSinou
v jeskynich v Himal4ji, v nadmotskych vyskach mezi 1000
—5000 m, od Arunacalpradése na vychod¢ po Kasmir na
zapad¢. Nachazi se také v jinych zemich, naptf. v Afga-
nistanu, Antarktidé, Bhuatanu, Cing, Nepalu, Pakistanu,
Severovychodni Africe, Tibetu a dnesni Ruské federaci,
nejvice cenény je dnes Kirgizsky shilajit. Ve vychodni
mediciné se ma za to, ze zpomaluje starnuti a podporuje
omlazeni organismu, ¢imz napliiuje pozadavek ajurvedické
mediciny na zafazeni mezi rasajany (XU, rany 4jurvéd-
sky termin souvisejici s prodluzovanim délky zivota
a posilovanim t&la). Podobn& jako u maraliho kotenu' na
jeho 1éCivé vlastnosti poukazala asijskym loveum zveér,
ktera shilajit vyhledavala a olizovala. Pivod mumia neni
zcela jasny, ale podle dnesniho nézoru to jsou organické
pozustatky fauny a flory, které se vzajemné v prib&hu

Obr. 1. Shilajit (Asphaltum punjabianum)
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tisiciletého prirozeného procesu promisily a spojily s anor-
ganickymi skalnimi mineraly®.

Shilajit, latka opfedend mnoha povérami, uvadéna
napf. i Avicennou, Aristotelem a dalSimi (mj. na 1éCeni
kasle, anginy, migrén, epilepsie, zlomenin, dislokace,
poliomyelitidy, ochrnuti obliceje, otrav, tuberkulozy, vie-
di a zanétlivych onemocnéni)’, je stale velmi popularni
a ve form¢ dopliiku stravy jej prodavaji u nds i renomova-
né 1ékarny. Nicméné, jako cokoliv, co je na prodej a ¢eho
je malo, je shilajit zhusta poruSovan a dokonce je za n¢j
vydavano témét kde co; na misté je zde pecliva analyza
a kontrola kvality’. Je nutno podotknout, e jeho sloZeni je
proménlivé, zalezi na mistu sbéru, a tudiz ma i proménlivé
biologické vlastnosti, a to od nuly az po ,,zazrak*. Balastni
»sedé” literatury a informaci kolem této latky je velmi
mnoho a nestoji za citovani. Nicmén¢ Chemical Abstracts
Service uvadi o tomto materialu 298 ¢asopiseckych sdéle-
ni, 187 patentl, 33 piehledi a 6 zdznamu klinickych stu-
dii, ponejvice z naseho stoleti.

Pokud se podivame na ony zminéné klinické studie,
je zaznamenano, ze studie z roku 2020 ukazala, Ze oralni
konzumace mumia po operaci zlomeniny holenni kosti by
mohla byt slibnou mozZnosti pro zkriceni doby hojeni’.
Vysledky studie z roku 2019 prokazaly, ze 8 tydnt suple-
mentace mumiem podpotilo zachovani maximalni svalové
sily po unavném cvi¢eni a vyvolalo ptiznivé adaptace
svalové a pojivové tkan&®. Prace z téhoZ roku poskytla
dikazy, které prokazuji, ze peroralni suplementace shilaji-
tem u dospélych zdravych zen indukovala geny relevantni
pro migraci endotelidlnich bunék a rist krevnich cév
a zlepsila mikroperfuzi kize’. Lé¢ba shilajitem, podle
studie zroku 2016, vyznamné zvysila hladiny celkového
testosteronu, volného testosteronu a dehydroepiandroste-
ronu (DHEA) ve srovnani s placebem. Urovng
gonadotropnich hormont (LH a FSH) zlstaly nezméné-

https://doi.org/10.54779/ch120230547
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ny®. Studie z roku 2016 poskytla diikaz, Ze peroralni suple-
mentace shilajitem u obéznich lidskych subjektii s nadva-
hou/ttidy I podporovala adaptaci kosterniho svalstva pro-
stiednictvim upregulace gendl souvisejicich
s extracelularni matrici, které fidi svalové mecha-
notransdukéni vlastnosti, elasticitu, opravy a regeneraci’.
Studie z roku 2009 prokéazala spermatogenni u¢inek shila-
jitu u oligospermickych pacienti tak, jak je popisovano v
ajurvédské medicing'®. Dale se da shrnout, Ze shilajit ma
antiulcerogenni, antidiabetické, anxiolytické, imunomodu-
la¢ni, antialergické, analgetické, neuroprotektivni, antimy-
uvadéna i jeho aktivita podporujici kognitivni a pamétové
funkce''.

Soucasna literatura uvadi pouziti shilajitu jako nutra-
ceutika v prevenci Alzheimerovy choroby' a kognitivnich
poruch”® mj. souvisejicich se staiim'®. Shilajit byl a je
pouzivan samotny, ale i jako komponenta, v orientalni
mediciné pro obecné fyzické posilovani, proti starnuti, pro
stabilizaci cukru v krvi, pro omlazeni mocovych cest, pro
zvy§enou Ucéinnost fungovani mozku, pro omlazeni ledvin,
pro posileni imunitniho systému, na artritidu, hypertenzi
a také pro 16¢bu mnoha dalich chorob'®. Shilajit byl stu-
dovan jako chemoterapeutikum na rakovinu mocového
méchyie'®. Byl pouzit ve formé antimikrobialniho hydro-
gelu k hojeni poranéni'’. Byl ale zaznamenan i piipad
fyzickou ndmahou indukované anafylaxe po poziti shilaji-
tu'® a piipad pseudohyperaldosteronismu po jeho poziti
b&hem téhotenstvi'’.

Bakalatska prace®® uvadi fadu daliich biologickych
aktivit, v€etné ochrany pfed ionizujicim zafenim. Prace je
vSak natolik zmate¢nd, Ze se n¢které uvedené udaje nedaji
ovéfit ani podle citaci.

Chem. Listy 717, 547-550 (2023)

Cesky klub skeptikii Sisyfos uvadi, ze tidaje o 18¢i-
vych vlastnostech shilajitu jsou nevérohodné?, nebot’ nej-
sou podepieny klinickymi studiemi; zfejmé jim lze dopo-
rucit, aby se zajimali o soudobou lékatskou literaturu.
Vyse uvedené vysledky klinickych studii potvrzuji oprav-
nénost zafazeni shilajitu mezi rasajany, mj. jak pro posile-
ni oligospermickych pacientd, tak pro zvySeni koncentrace
testosteronu a hormonu mladi?'.

Jakkoli je shilajit smés fady latek, ma v Chemical
Abstracts Service svoje registracni ¢islo 12040-71-0. Na
trhu s chemikaliemi jej lze zakoupit piiblizné za 1 USD/g,
v Iékarmé pon€kud draze. Mumio, oc¢isténé od piimési
a extrahované, ma podobu tmaveé hnédé zabarvené homo-
genni hmoty, elastické konsistence, s lesklym povrchem,
s osobitym aromatickym pachem a nahotklou chuti. Speci-
fickd hmotnost je 2-2,5 kg dm, teplota tani ca 80 °C, pH
0,5% vodného roztoku 6,7-7,0 se stanim zvySuje na 7,5.
Pti uskladnéni mumio postupné tvrdne v dusledku ztraty
vlhkosti. Je snadno rozpustné ve vodé (1/8), malo rozpust-
né v 95% ethanolu (1/4500) a etheru (1/7000) a témét
nerozpustné v chloroformu?.

Podivejme se blize na slozeni. Primarni slozkou shi-
lajitu jsou biologicky aktivni fulvové kyseliny (pouzivame
progresivni nazvoslovi® misto vyrazu fulvokyseliny)
o molekulové hmot¢ 700-2000 Da tvoiici min. 60 % shi-
lajitu a oxidované dibenzo-a-pyrony, tvorici ca 0,3 %
(cit.**). Mezi dali slozky mizeme uvést huminy, humové
kyseliny, fytofenoly, aromatické karboxylové kyseliny
(benzoova, hippurova, ellagova), organické kyseliny, ami-
nokyseliny, peptidy (mono-, di-, tripeptidy), proteiny mezi
nimi albuminy, lipidy, fosfolipidy, mastné kyseliny, triter-
peny, mineralni latky a vodu®. Pfed potravinatskym
a medicindlnim pouZzitim je nutno pfirodni material precis-

|
o O O/\/YNH%OH
HO o

OH

Obr. 2. Riizné piedstavy o struktuie fulvovych kyselin dle cit.**
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(o)

Obr. 3. Dibenzo-a-pyron (6 H-dibenzo[b,d|pyran-6-on)

@)

tit, na coZ je popsana fada postupti®®. International Humic
Substance Society (IHSS) na svych strankach?’ piinasi
komplexni analytickd data a vzorky pro huminové latky,
které by bylo mozno k charakterizaci a identifikaci vyuzit.

Fulvové kyseliny (od lat. fulvus, zluty, angl. fulvic
acids (substances) CAS RN 308066-67-3) jsou zlutohné-
dou frakci huminovych latek (slozitych vysokomolekular-
nich polycyklickych sloucenin jako nepiili§ usporadana sit’
aromatickych organickych polymerti s mnoha karboxylo-
vymi skupinami (COOH). Tyto kyseliny snadno disociuji
a vazou kovové ionty). Maji relativni molekulovou hmot-
nost v rozmezi nékolika stovek az desitek tisic Daltonti
(cit.”®). Pochazeji ziejmé z ligninu a jsou rozpustné jak
v kyselém, tak v bazickém prostfedi. Humové kyseliny
(nékdy fazené mezi allomelaniny®, angl. humic acids CAS
RN 1415-93-6) mohou byt charakterizovany jako nepftilis
uspofadana sit’ aromatickych polymert s rtiznou kyselosti
a reaktivitou®’, jsou to &ernohn&dé huminové litky o mole-
kulové hmoté pét tisic az sto tisic Daltontl, rozpustné
v alkalickych roztocich, avsak nerozpustné v kyselinach,
ity jsou schopny vazat kovové ionty. Huminy jsou vSech-
ny ostatni nerozpustné hnédocerné huminové latky pritom-
né v pidni organické hmoté, které nemtizeme pievést do
roztoku Zadnou acidobazickou tpravou®='2,

Recentni piehled® piinasi souhrn ukazujici, ze fulvo-
vé kyseliny mohou puisobit jako imunitni modulator,
ovliviiovat redoxni stav a potencidlné ovlivnit zdravi stfev.
Je popsano, ze fulvové kyseliny snizuji prozanétlivé mar-
kery, ale také aktivuji imunitni systém k zabijeni bakterii.
Ukazalo se, ze snizuji oxidacni stres a dokonce vyvolavaji
apoptdzu v liniich rakoviny jater. Dale pak fulvové kyseli-
ny také ovliviiuji mikrobiom a mozna zlepsuji funkci stie-

(0]

t37

Obr. 4. Predstava struktury huminové kyseliny podle ci
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va. Zda se, ze fulvové kyseliny maji, pokud jde o tyto
fyziologické stavy, efekt Yin-Yang. Pfi vysoké davce
a Spatném podavani se v§ak muize projevit i jejich toxicita.

Opét, jako u jinych prostfedku tradi¢ni mediciny Ori-
entu®®**®, musime byt opatrni a neodmitnout vysledky 1é-
katského vyzkumu majici za sebou tisiciletou tradici je-
nom proto, ze nezapadaji do ,,8katulek”, které jsme si pii
modelovani 1ékafskych a pfirodnich jevi vytvofili my,
v nasem tradi¢énim pojeti. Ano, opatrnosti je tieba napfi-
klad u orientalni alchymie, i kdyz i ta poskytla nasi sou-
Casné chemii lecktery zaklad. Na strané druhé, zkuSenosti
s pfirodnimi drogami a jejich medicindlnim vyuzitim jsou,
tieba 1 pro takové ,,zapadni instituce jako National Insti-
tutes of Health, Bethesda, MD, jehoz odbornici sbiraji
rady kofenatek a Samant z celé zemékoule, velmi uziteéné
ve vyzkumu novych Iéki. A k malé osvété by méla po-

slouzit i série nagich &lank®, jako napi.***!.
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M. JuraSek?, J. Cabalka”, and P. Drasar®
(“ Department of Chemistry of Natural Substances,
University of Chemistry and Technology, Prague, " Nové
Kounice, Bochov, Czech Republic): On the Strength
of Punjabi Asphalt

Mumio (shilajit), a substance similar to asphalt or
resin that oozes from rocks during hot sunny days, mostly
in caves in the Himalayas, is known as a medicinal sub-
stance in Eastern medicine. It is slowly being accepted by
Western healing as well as medicine. It mainly contains
fulvic acids, humic acids and a number of other substanc-
es. The article mainly summarizes recent information
about this substance.

Full text English translation is available in the on-line
version.

Keywords: shilajit, mumijo, rasayana, biological activity,
properties, fulvic acids
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ELEKTROANALYZA INSULINU NA NANOKOMPOZITNICH ELEKTRODACH

Tento c¢lanek je soucdsti seridlu Zeny v ceské chemii*
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Ustav chemie, Prirodovédeckd fakulta, Masarykova univerzita, Kamenice 5, 625 00 Brno, Ceskda republika
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Clanek si v&ima poslednich prezentovanych praci s problematikou elektrochemické detekce insulinu a predklada kri-
ticky pohled na vyzkum a vyvoj jeho elektrochemickych neenzymovych senzor. Monitoruje vliv experimentalnich podmi-

nek na insulinovy oxidacni signal a zamysli se nad katalytickymi efekty nanoc¢astic ¢i nanokompoziti deponovanych na
povrsich elektrochemického snimace.

Klicova slova: insulin, tyrosin, elektrochemie, senzor, nanoc¢astice, nanokompozit, modifikované povrchy

Prof. RNDr. Libuse Trnkovd, CSc. (*25. 9. 1947) puisobi na Prirodovédecke fakulte Ma-
sarykovy univerzity (MU) vice jak 50 let. V letech 1965—1970 studovala na MU (tehdy jeste
UJEP) chemii a fyziku se zamérenim na vyuku, a kdyz se v roce 1972 uvolnilo misto asistenta
. na Katedre teoretické a fyzikalni chemie (KTFCH), nevihala a konkurz vyhrdla. Béhem prvnich
 dvou let obhdjila rigorézni praci (RNDr.), za dalsich 11 let kandiddtskou praci (CSc.) a v roce
2000 habilitacni prdci (doc.). Jmenovand profesorkou byla v roce 2017, a to v oboru fyzikalni
chemie. Ndplni jeji védecko-vyzkumné prdce je (a) studium elektrodovych procesii biologicky
J - wwznamnych ldtek (nukleové kyseliny, oligonukleotidy, proteiny a jejich slozky) na rtutovych
a grafitovych elektroddch, (b) rozvoj a aplikace moderni elektrochemické metody — eliminacni
voltametrie (EVLS — Elimination Voltammetry with Linear Scan) a (c) charakterizace i tvorba
 novych modelovych systémii pro popis polarizovaného mezifdzi elektroda/elektrolyt a déji,
které se na tomto rozhrani odehravaji. Je autorkou vice jak 250 publikaci v renomovanych me-
zindrodnich casopisech s h indexem 44. Za celoZivotni piinos k rozvoji elektroanalytické che-
mie ji byla v roce 2018 udélena Cena firmy Metrohm.

Dlouhodobé piisobeni na KTFCH a od roku 2007 na Ustavu chemie v sobé odrdzi bohatou
pedagogickou cinnost Libuse Trnkové, pocinaje laboratornimi cvicenimi a semindri z fyzikalni chemie az po predndsky
z biofyzikalni chemie, elektroanalyzy, elektrodové kinetiky a metod chemického vyzkumu. V Laboratorich biofyzikalni che-
mie a elektrochemie (LABIFEL) probihaji nejen laboratorni cviceni z pokrocilych analytickych metod, ale i vyzkum v ramci
bakalarskych, diplomovych a disertacnich praci.

Z mimouniverzitnich aktivit Libuse Trnkové lze zminit jeji dlouhodobé pusobeni v Brnénském filharmonickém sboru
Beseda brnénska (BFS BB), kde zastava funkci mistopredsedkyné sboru; stara se nejen o propagaci sboru, ale
i 0 organizaci jeho koncertit doma a v zahranici. Kromé hudby a zpévu se zajima o historii a rada cestuje.

* Tento piispévek je soucasti serialu Zeny v Geské chemii, jenz predstavuje ku prileZitosti kazdoroénich vyznamnych celo-
svétovych svatkti — Mezinarodniho dne Zen a divek ve védé (11. Gnor) a Mezinarodniho dne Zen (8. biezen) — uspésné zeny
pasobicich v ¢eské chemii. Clanek vznikl na pozvani redakéniho kruhu a jeho vyjime&né vétsi strankovy rozsah byl na
prani autorek, vzhledem k jedine¢nosti predstaveného tématu a jeho podrobného zpracovani, umoznén.
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RNDr. Mgr. Iveta Tiiskova, Ph.D. (*7. 6. 1986) absolvovala v roce 2010 magisterské
studium v oboru Analyticka biochemie na Prirodovédecké fakulté Masarykovy univerzity
v Brné. Ve své diplomové prdci, kterou vypracovala pod vedenim Dr. Marty Farkové, navdzala
na bakalarskou prdci a vénovala se potenciometrickému studiu protonacné-deprotonancnich
rovnovah purinovych derivatii, zejména benzylaminopurinu. Vysledky diplomové prace ndsled-
né rozsirené o voltametrickou studii byly v roce 2012 publikovany a staly se tak podkladem pro
rigorozni praci, kterd byla v roce 2012 uispésné obhdjena. V roce 2014 ukoncila doktorské stu-
dium v oboru Fyzikdlni chemie na Prirodovédecké fakulte Masarykovy univerzity v Brné. Ve své
disertacni prdci, kterou vypracovala pod vedenim prof. LibuSe Trnkové, se vénovala elektroche-
mickému studiu krdatkych oligonukleotidii nejen na rtutové kapkové elektrode, ale i na pevnych
elektrodach, a to predevsim na polymerni pentelkové elektrode. Ve své prdci vyuzila klasickou

A voltametrickou metodu cyklickou voltametrii nebo voltametrii s linedrni polarizaci elektrody,
doplnénou o ellmmacm voltametrii s linedrnim scanem (EVLS). Zdklady této metody na MU polozila a o jeji dalsi vyvoj se
zaslouzila prave jeji skolitelka prof. Libuse Trnkovd. DosaZené vysledky v ramci jejiho doktorského studia byly v letech
2011 a 2012 ocenény Cenou reditele Ustavu a v roce 2014 obdriela Cenu dékana. V roce 2015 obdriela Cenu Metrohm
za nejlepsi publikaci mladého elektroanalytického chemika do 35 let. Elektrochemickému vyzkumu na pevnych grafito-
vych elektrodach, stejné tak jako dalsimu rozvoji eliminacni voltametrie se veénuje dodnes. V posledni dobé se jeji vyzkum
zameril i na elektrochemickou studii aminokyselin a proteinii, a to zejména insulinu. Je Skolitelkou a konzultantkou bakalar-
skych a diplomovych praci s elektrochemickou tématikou. Je autorkou/spoluautorkou 27 publikaci v mezindarodnich impaktova-
nych odbornych casopisech. Ve svém volném case se vénuje predevsim rodiné.

Obé autorky (IT a LT) se podilely na akreditaci nového studijniho oboru — Biofyzikdlni chemie — a jeji vyuce se jak
v zdkladnich, tak i v pokrocilych kurzech intenzivné vénuji. Autorky také kazdorocné organizuji konferenci (Workshop of
Biophysical Chemists and Electrochemists), které se zucastiuje velky pocet studentii s moznosti soutézit o tri ceny firmy
Metrohm CR v oblasti biofyzikdlni chemie a elektrochemie a také o Cenu Emila Palecka za nejlepsi prdci v oblasti bioelek-
trochemie. Loni se uskutecnil jiz 22. rocnik a od letosniho roku se bude tato akce konat stFidavé v Brné na MU a na Ustavu
fyzikalni chemie J. Heyrovského.

Obsah a v pripadé proteind, pokud se nejednd o metaloproteiny,
je tento protokol zavisly predev$im na redoxni aktivité

1. Uvod jednotlivych aminokyselin. Tuto aktivitu lze pfedpokladat
2. Insulin a diabetes mellitus u péti aminokyselin, z nichz dvé obsahuji atomy siry,
3. Soucasny stav analyzy insulinu L-cystein nebo jeho dimer L-cystin (Cys) a L-metionin
4. Elektrochemicky proces insulinu a tyrosinu (Met), a tii z nich jsou sice bez atomu siry, ale nesou ve
5. Neenzymové elektrochemické senzory pro stanoveni své molekule postranni aromaticky fetézec: L-tyrosin
insulinu (Tyr), L-tryptofan (Trp), L-histidin (His)'. Dalo by se ode-

6. Poznatky naSich experimentii kavat, ze vSechny tyto aminokyseliny jsou v insulinu pii-
6.1. Vliv modifikovanych elektrodovych povrchii tomné, ale neni tomu tak. Insulin pfekvapivé neobsahuje
6.2. Vliv chloridt Met a Trp a zelektrochemickych studii vyplyva, ze za
6.3. Vliv pH, iontové sily a koncentrace insulinu oxidacni odezvy insulinu jsou zodpovédné predevsim Tyr.
6.4. Nativni a denaturovany stav insulinu Protoze molekula insulinu obsahuje celkem Ctyfi tyrosiny,

v elektrochemické detekei otazkou zUstava, které jsou z nich oxidovany. Pfi hledani

6.4.1. Tepelna denaturace insulinu odpovédi na tuto otazku se vSak musime podivat na vyssi

6.4.2. Chemicka denaturace insulinu strukturu insulinu, protoze elektroda se chova jako elek-

7. Zaveér trochemicka ¢ocka a tyrosin by méla vidét. Je také mozné,

ze si elektroda svym nabojem a chemickym slozenim in-

sulin k oxida¢nimu procesu pfipravi, tfeba zménénym
1. Uvod nabojem, denaturaci nebo vazbou na danou latku
v chemicky modifikovaném povrchu elektrody. Proto roz-
Sifeny elektrochemicky protokol mize stavét i na elektro-
chemické aktivité latek, které umozni zprostfedkované
ziskat citlivy a selektivni senzor prostfednictvim vazebné
interakce s protilatkou, aptamerem, specifickym ligandem
(biosenzor) nebo prostiednictvim katalyzatoru, jako je
napf. nanocastice nebo nanokompozit.

Cilem ¢lanku je predstavit zapojeni elektrochemie do
vyzkumu vyznamného proteinu, jako je insulin. Jedna se
o relativné maly hormonalni protein tvofeny jednapadesati
aminokyselinami, ktery ve vyzkumu proteint ¢asto zastu-
puje modelovy systém. Na zakladé jeho struktury se odviji
i jeho elektrochemickd aktivita. Zakladni elektrochemicky
protokol obecné stavi na elektroaktivit¢ zkoumané latky
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2. Insulin a diabetes mellitus

Po mnoho let hraje insulin kli¢ovou roli v rozvoji
chemie peptidi, farmakologie, bunééného signalizovani
a strukturni biologie’. Tento polypeptidicky hormon, pro-
dukovany B-butikami lokalizovanymi v malych kulovitych
strukturach nazyvanych Langerhansovy ostrivky slinivky
bfigni**, reguluje hladinu glukosy v krvi a zajidtuje jeji
hladinu v normélnich mezich (3-8 mmol 1"')’. Normalni
hladina insulinu v krvi nala¢no je nizsi nez 25 mIU I’
(0,86 ng 1" 0,15 nmol 171)5. Dysfunkce produkce insulinu
zpusobuje rizné formy syndromu diabetu (diabetes melli-
tus, DM), celosvétové nejbéznéjsiho a nejnakladnéjsiho
metabolického onemocnéni®. Lékaiské udaje poukazuji na
to, ze v roce 2030 bude na svété diabetem postizeno vice
nez 422 milioni lidi a stane se tak sedmou nejéast&jsi pii-
¢inou umrti. Podle statistik Svétové zdravotnické organizace
nyni trpi cukrovkou v Ceské republice vice nez jeden milion
obyvatel a napt. v USA je diabetickych pacientli na pocet
obyvatel vice jak deset procent. Nedavno, v souvislosti
s pandemii Covid-19, byl DM uznan jako zavazny rizikovy
faktor neptiznivého pribéhu a smrtelnych nasledkd tohoto
virového onemocnéni. Enzymové senzory pro glukosu, ko-
mercné vyuzivané k diagnostice diabetu, vykazuji urcité ne-
vyhody vyplyvajici ze zavislosti enzymové aktivity pouzité-
ho enzymu na teploté, vlhkosti a pH (cit.”). Navic je tieba
poznamenat, ze tak jako hladina insulinu, tak i hladina glu-
kosy v krvi miize kolisat v zavislosti na zivotnim stylu.

3. Soucasny stav analyzy insulinu

Vzhledem k zavaznosti tohoto velice rozsifeného
onemocnéni je stanoveni insulinu v diagnostice diabetu
velmi dalezité®. Zpo&atku navrzené postupy pro sledovani
koncentraci insulinu byly vSak malo citlivé, navic i velmi
naroéné na realizaci’, a proto bylo nezbytné zaméfit se na
vyvoj levného, citlivého a selektivniho insulinového sen-
zoru'’. V soudasné dobé vyuzivané analytické postupy zahr-
nuji metody bioanalyzy, predev$im imunoanalyzy (EIA,
RIA, LIA)"'™. Jejich nevyhodou je viak dlouhotrvajici ana-
lyza a Gasto nedostateéna citlivost'®, kterou Ize viak zvysit
derivatizaci insulinu pomoci izotopti a florigennich znacek’.
Dalsi vyuzivané metody, zaloZzené na chromatografii
(HPLC)™'®, kapilarni elektroforéze (CE)", jsou narotné
nejen na instrumentaci, ale i na dlouhotrvajici predpiipravu'®.
Vposledni dobé je detekce insulinu diskutovéana
vsouvislosti s  pritokovou  injekéni  analyzou"
a s elektrochemickymi metodami®. Elektrochemické metody
jsou povazovany za jedny ze slibnych metod pro stanoveni
insulinu, diky nenaro¢nosti na instrumentaci a Cas, a diky
poskytnutému nizkému limitu detekce. Toto tvrzeni zazniva
v mnoha publikacich, ale velmi Casto je to piani otcem mys-
lenky (Libenter homines id, quod volunt, credunt), protoze
jednim z nejvétsich problému elektro-detekce je interfe-
rence a zneci§téni povrchu senzoru slozkami analyzované-
ho reélného vzorku. Na druhé strané je tfeba poznamenat,
ze elektrochemické metody, které polozily zaklad pro kon-
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strukci biosenzorl, mohou byt hlavnimi ukazateli DM, at’
uz se jednd o enzymové, neenzymové, elektrochemické,
optické, neinvazivni biosenzory anebo biosenzory
s nepfetrzitym monitorovanim’. Jsou vyuzivany pfi stanove-
ni glukosy, kde se vSak detek¢ni limity pohybuji fadove
témét v milionkrat vyssich hodnotach nez v ptipad¢ insulinu.

V poslednich letech byl zaznamenan také pokrok ve
vyvoji nanobiosenzort vyuzivajicich rtizné nanomaterialy
(napt. nanocastice kovii, magnetické nanocastice, nano-
vlakna, nanodratky, nanokompozity, kvantové tecky, uhli-
kové nanotrubicky, grafen)’. Specificita katalytického
nebo afinitniho biosenzoru zavisi na vazebné reakci. Za-
timco pomoci katalytického biosenzoru Ize stanovit zménu
koncentrace analytu, pomoci afinitniho biosenzoru je sledo-
véana jeho vazebna aktivita’. Biosenzor je povazovan za
analytické zatizeni slibujici lepsi komunikaci naseho téla
s prosttedim a reakci na ngj, coz vede ke zlepSeni péce
o pacienty diky v&asné diagnostice a 1é¢b& onemocnéni®.
Biosenzor je definovany jako samostatné integrované zatize-
ni poskytujici presnd kvantitativni nebo semi-kvantitativni
analytickd data s vyuZitim biorekogniéni slozky”. Pro jeho
realizaci je vyvijeno velké mnozstvi technik a spojeni bio-
senzoru s vysoce afinitnimi biomolekulami vede ke stanove-
ni vyznamnych litek, jako je glukosa a insulin’. Navzdory
pokroku a neustalému vyzkumu a vyvoji ve vyrobé bio-
senzord pro glukosu® !, vyvoj biosenzori pro insulin je
viak stale pozadu’ a to plati predeviim v pripadé elektro-
chemickych senzort, kterym je na rozdil od biosenzorl
v tomto ¢lanku vénovana pozornost.

4. Elektrochemicky proces insulinu a tyrosinu

Jak jiz bylo naznaceno, elektrochemicky vyzkum
proteinil se zabyva péti redoxné aktivnimi aminokyselina-
mi  (AMK) (tryptofan, tyrosin, histidin, methionin
a cystein), které mohou poskytnout kvalitativni a kvantita-
tivni informace o studovaném proteinu s ohledem na jeho
zmény ve struktute, tvorbu a degradaci dimernich a multi-
mernich struktur. Insulin je slozen ze dvou peptidovych
fetézen, fetézce A (21 AMK) a fetézce B (30 AMK), které
jsou spolu spojeny dvéma disulfidovymi vazbami (obr. 1)**.
Jedna disulfidickd vazba je umisténa v fetézci A na pozi-
cich 6-11. Retézec A lze oddélit od fetézce B redukénimi
¢inidly pfi takovych experimentalnich podminkach, aby
doslo k preruSeni disulfidickych vazeb mezi A7-B7
a A20-B19 (denaturace). Biochemicky a l1ékafsky vyzkum
ukazuje, ze tii kratsi oblasti fetézce A (1-3; 12-17; 19)
a jedna delsi oblast s aminokyselinovou sekvenci od pozi-
ce 8 do 25 v fetézci B jsou nezbytné pro spravnou funkci
insulinu. Z hlediska elektroaktivity jsou dulezité nejen
disulfidové vazby, které lze redukovat a insulin se nésled-
né ocitne v denaturované forme, ale také dva histidiny a Ctyfi
tyrosiny. Ne kazda publikace ma spravné uvedenou primarni
strukturu insulinu a v mnoha publikacich na tuto nesrovna-
lost neupozornili ani jejich oponenti. Bohuzel se velmi ¢asto
stava, ze nasledujici autor opiSe nespravnou insulinovou
strukturu a chyba se stale opakuje.
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Obr. 1. Primarni struktura lidského insulinu (tyrosiny jsou vyznaceny cerven¢). (Barevna verze obrazku je dostupna na webovych

strankach ¢asopisu Chem. Listy).

Pfimé a Gc¢inna elektrochemickd oxidace insulinu je
pro vyvoj rychlého a citlivého insulinového elektroche-
mického senzoru velmi dalezitd*>. Je obecné znamo, Ze
nejpouzivangjiim elektrodovym materialem je uhlik®, at
uz se jedna o elektrody ze skelného uhliku (glassy carbon
electrodes, GCE)®, tisténé uhlikové elektrody (screen
printed carbon electrodes, SPCE)*, pentelkové grafitové
elektrody (PeGE)™, nebo uhlikové pastové elektrody®.
Pentelkové grafitové elektrody maji ve srovnani
s ostatnimi uhlikovymi elektrodami fadu vyhod, a to niz-
kou pofizovaci cenu, tedy Sirokou dostupnost, snadnou
moznost modifikace®” a dobie definovanou plochu elektro-
dy". Co se tyka chemickych a elektrochemickych vlast-
nosti, pentelkovy uhlik ma vysokou chemickou a tepelnou
odolnost, piekvapivé nizky kapacitni proud a velmi rychly
pienos naboje’™*’. 1kdyz je uhlik povazovén za jeden
z nejvhodnéjsich materidll, studie ukazaly, ze pfima oxi-
dace insulinu na nemodifikovanych elektrodach je limito-
vana predev§im dvéma nedostatky: pomala kinetika jeho
oxidac¢niho procesu a povrchové znecisténi elektrody, coz
zpusobuje niZsi citlivost, hor$i reprodukovatelnost a stabi-
litu senzoru v linearnim rozsahu insulinovych koncentra-
c¢i***!. Z tohoto ditvodu byly vitany povrchové modifikace
elektrod, a to pfedevsim prostfednictvim nanocastic a na-
nokompozitli, umoziuyjicich stanoveni insulinu ve stopo-
vych iv ultrastopovych koncentracich®***'™*7 Navrh
insulinového neenzymového senzoru Casto ¢erpa z vyhod
zesilenych elektrostatickych interakei (kladné nabity poly-
mer nebo membrana vici zaporné nabitému insulinu),
zvétseného povrchu senzoru (nanocastice nebo uhlikové
nanotrubice, CNT) a efektivni katalyzy (nanocastice kovi
nebo kovovych oxidid, Me,Oy).

Prvni prizkumy redoxniho chovéani insulinu byly
realizovany na povrchové upravenych elektrodach ze skel-
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ného uhliku pokrytych chitosanovym filmem (CHIT)
a mnohosténnymi uhlikovymi nanotrubickami (MWCNT),
jez oproti nemodifikovanym elektrodam poskytovaly sta-
bilni insulinové signaly. GCE/CHIT/MWCNT elektrody
tak byly pouzity pro zkoumani elektrooxidacnich procest
insulinu a také k amperometrickému stanoveni insulinu.
Pro charakterizaci anodického procesu byly provedeny pH
studie elektrochemické oxidace insulinu na MWCNT
elektrodach a ukézalo se, Ze zvySujici se pH roztoku oxi-
daci insulinu usnadiuje. Zavislost potencialu oxidace in-
sulinu na pH vykazovala smérnici rovnou —61 mV, coz
nepiimo vyjadiovalo elektrodovy proces s pomérem poctu
H' iontd k poétu elektrontt rovnym 1. Toto chovani lze
vysvétlit predpokladem, ze oxidaéni proces zahrnuje re-
doxné aktivni tyrosinové zbytky piitomné v molekule
insulinu. Pokud se podivame na elektro-oxidaci volné
aminokyseliny tyrosinu, pak zjistime, Ze zména nastava na
hydroxylu dle rovnice -C-OH — —-C=0 + H" + ¢ . Vy-
sledky voltametrické studie insulinu a volného tyrosinu na
GCE/CHIT/MWCNT ukézaly na podobnost polohy ano-
dického signalu insulinu a volného tyrosinu na potencialo-
vé ose (kolem 0,7 V)*®, coZ podpofilo tvrzeni, Ze oxidaéni
proces insulinu na GCE/CHIT/MWCNT zahrnuje tyrosi-
nové zbytky pfitomné ve struktufe insulinu. Produkt elek-
trolyzy insulinu byl také testovan, a to pomoci hmotnostni
spektrometrie, elektronové paramagnetické rezonance
a separacnich metod (gelova elektroforéza, HPLC). Bylo
navrzeno, ze ztrata ¢ty hmotnostnich jednotek po oxidaci
insulinu na GCE/CHIT/MWCNT by mohla byt zpisobena
tvorbou dvou intramolekularnich dityrosinovych must-
ki*>*!. Pro blizsi pochopeni oxida¢niho procesu insulinu
je nutné seznamit se s oxidaénim mechanismem volného
tyrosinu, ktery do dnesni doby neni uplné vyjasnén. Pred
zhruba 30 lety bylo navrzeno schéma oxidace tyrosinu
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Obr. 2. Schéma elektro-oxidace tyrosinu

a v literatute je stale uvadén zjednoduseny oxida¢ni me-
chanismus Tyr (obr. 2)"*.

Na zakladé llteramlch podkladti Dourado a spol.™
navrhuje podrobnéj§i oxidacni mechanismus L-Tyr
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(obr. 3). Mnoho autorti se shodlo na tom, ze bez ohledu na
elektrodovy materidl dochazi nejdiive k oxidaci fenolické
skupiny v molekule L-Tyr (cit.’'™%), aviak piesny mecha-
nismus oxidace a kone¢ny produkt ménici se v zavislosti
na experimentalnich podminkach je sporny. Nekteré pu-
blikace vyuzivajici spektroskopické techniky jako napf.
FTIR na kovovych elektrodach®®’ se piiklangji k varian-
té, ze nejdiive dochazi k dekarboxylaci molekuly a nésled-
né k oxidaci aminoskupiny. Jini autofi predpokladaji, ze
procesy oxidace aminoskupiny a dekarboxylace molekuly
prob&hnou zaroveii’’ (reakce 2.6). Vétsina praci, ktera
predpoklada prvotni oxidaci fenolické skupiny, navrhuje
jeji oxidaci na keton v jediném kroku™ > (reakce 2.1, 2.2
a 2.4), n€ktefi vSak povazuji za konkurenéni krok polyme-
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Obr. 3. MoZn4a schematicka reprezentace tyrosinové oxidace (upraveno podle®®)
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rizaci’® (reakce 2.3). Na zékladé jistych experiment se téZ
predpokladd, ze oxidace fenolické skupiny bude probihat
ve dvou le krocich s aromatickym radikalovym mezipro-
duktem. Tato ¢astice muze byt diky hybridizaci oxidovana
na jiném uhliku za vzniku molekuly se dvéma ketoskupi-
nami’' (reakce 2.1). Publikace vyuzivajici spektroskopické
techniky ukazaly, ze velmi dilezitym faktorem pro proces
oxidace je adsorpce, a to bez ohledu na kyselé (reakce 2.6)°’
&i alkalické prostiedi (reakce 2.5)°. V kyselych prostie-
dich byla dulezita role adsorpce pozorovana diky rozdil-
nym voltamogramiim zaznamenanym na polykrystalické
a monokrystalické platinové elektrod¢. Intenzita proudu
v oblasti vylucovani vodiku se méni, coz naznacuje, Ze mista
pro adsorpci jsou obsazena jinymi ¢asticemi, a dochazi tak
k posunu v oblasti tvorby oxidu Pt (cit.”’). ,,Geometrie* této
adsorpce muze také objasnit, pro¢ by mohla byt usnadnéna
oxidace karboxylové skupiny; mozna diky tomu, ze by mo-
lekula méla byt orientovana —COOH skupinou k povrchu
elektrody, stejné tak jako cely fenolicky kruh. Po téchto oxi-
dacnich krocich, se v§ak mezi autory objevuji opét neshody.
Ogura a spol. piedpokladali, ze koneénym produktem bude
fenol®, zatimco Zinola a spol. navrhuji vice komplexni ces-
tu, kde C, je oxidovan na keton a jeho pozdé&jsi oxidace ge-
neruje chinon, ktery se ndsledné re-oxiduje na para-derivat.
Podle naSich zkuSenosti se proces oxidace tyrosinu muZze
znacné liSit v zavislosti na elektrodovém materialu. Je vSak
dilezité mit na paméti, ze v kazdém pripad¢ m4 tento proces
mnoho podobnosti*>. Rozdil mezi elektrodami by mél byt
vztazen ke zvyseni ¢i snizeni pravdépodobnosti dekarboxy-
lace aminokyseliny™".

Variabilita v tyrosinové oxidaci je tedy bohata a jisté
bude zaviset nejen na povrchové chemii a morfologii elek-
trody, ale i na pH, iontové sile, rozpoustédle a na slozeni
z4kladniho elektrolytu. Navic je tfeba si uvédomit, Ze zde
prozatim hovofime o volném tyrosinu a ne tyrosinu vaza-
ném v molekule proteinu. Nejvhodnéjsi chemie a morfolo-
gie povrchu elektrod pro citlivou a selektivni detekci insu-
linu se stale hledd a pro mnoho praci se stala zakladem
elektroda ze skelného wuhliku pokrytd chitosanem
(elektrostaticka interakce) s uhlikovymi nanotrubi¢kami
(zvétseni povrchu a podle nas i mozné hydrofobni interak-
ce). GCE/CHIT/MWCNT elektrody vykazuji pfi potencialu
0,7 V a fyziologickém pH detekéni limit kolem 30 nmol 17,
relativné vysokou citlivost (135 mA M 'cm?), linearni
dynamicky rozsah v rozmezi od 100 nmol 1" do 3 pmol I”!
a vysokou provozni a dlouhodobou stabilitu. I kdyZ se tyto
upravené elektrody staly prvnimi slibnymi elektrochemic-
kymi senzory pro insulin®, tak vyzkum oxidaéniho chova-
ni insulinu na rizné modifikovanych uhlikovych elektro-
dach se neustale vyviji.

5. Neenzymové elektrochemické senzory
pro stanoveni insulinu

vvvvv

stanovitelnych analyt (pomald elektro-oxidace) a vyzadu-
je katalyzu, Casto realizovanou pomoci nanocéstic kovili
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nebo kovovych oxidil. Arvinte A. a spol. vroce 2010
pfedstavili elektrochemicky senzor pro detekci insulinu
vyuzivajici CNT-NiOCoO/Nafion modifikované uhlikové
tisténé elektrody (SPGE), umoznujici oxidativni detekei
insulinu ve vodnych roztocich s fyziologickym pH
s dobrou citlivosti (22,57 pA mg 'ml ). Tento nano-
kompozit byl pfipraven spojenim komeréné dostupného
nanoprasku (oznaceného NiCoO,) v roztoku Nafionu
(jako kotevni pojivo) s CNT (zvySeni povrchu) velikosti
v ruznych hmotnostnich pomérech. Jelikoz materialy zalo-
zené na oxidu kovu, vyuzivané jako heterogenni katalyza-
tory, vykazuji chemickou stabilitu a elektrokatalytickou
aktivitu pouze v alkalickém prostedi, byla pro zvySeni
odezvy zminéného senzoru ve fyziologickém prostiedi
nezbytna predpiiprava (pretreatment) takto modifikované
SPGE v alkalickém prostiedi (cyklovani v prostiedi 1 M
NaOH v rozmezi potencialt od —0,2 V do +1,1 V). Elekt-
rokatalyticky efekt nanocastic byl popsan rovnicemi (/)
a(2), které poukazuji na oxidaci dvojmocnych kovi na
kovy trojmocné:

NiO + OH — NiOOH + ¢~ (1)

CoO+OH — CoOOH +e (2)

V zajmu zhodnoceni mozné interference nékterych
béznych analyti vyskytujicich se v té€lnich tekutinach
(napt. askorbova a mocova kyselina) autofi sledovali am-
perometrické odezvy senzoru s piidavnou vrstvou Nafionu
bez katalyzatoru s predpokladem repulzniho efektu zapor-
né nabitého Nafionu vici aniontovym substancim, ktery
zabranuje vstupu interferujici molekuly do nanokompozi-
tu’’. Je viak tieba poznamenat, Ze repulzni efekt nafiono-
vé membrany neni stoprocentné ucinny, zejména
v ptipad¢ askorbové kyseliny. O vlivu dalsich interferentli
proti zne€isténi (antifouling) senzoru prace nepodava zad-
né informace.

Zajimava je prace autort skupiny Salimiho, ktera pro
elektrodovou modifikaci elektrody ze skelného uhliku popr-
vé pouzila nanocastice karbidu kiemiku (SiC) s vysledkem
nizkého detekéniho limitu insulinu (3,3 pmol 1) diky am-
perometrické pritokové injekéni analyze. Nejvétsi pozor-
nost zasluhuje rychla ptiprava senzoru bez pouziti media-
torti prenosu elektronu ¢i specifickych ¢inidel a také anti-
adsorp&ni vlastnosti jeho povrchu®. I kdyz zmifiovany
senzor ma téméf excelentni vlastnosti, tak zde neni zmin-
ka o jeho aplikaci pfi stanoveni insulinu v redlnych vzor-
cich; byl feSen jen efekt interference ptfidavnou vrstvou
Nafionu, podobné¢ jako to ucinil Arvinte. Je tfeba pozna-
menat, Ze autofi neteSi problém elektrostatické interakce
insulinu s Nafionem z hlediska jejich naboju, nebot’ se da
predpokladat, ze pii fyziologickém pH ma insulin zaporny
naboj™. Podle naseho nézoru je také mozné, e elektrosta-
tickd repulzni interakce zéporné nabitych malych mole-
kul se zaporné nabitymi membranovymi péry Nafionu
bude mnohem vétsi nez v piipadé velkych molekul, jako
je insulin.

Ke slovu se dostala i uhlikova pastova elektroda
(CPE), kterou pouzil Jaafariasl M. se svymi spolupracov-
niky vroce 2011 a modifikoval ji silikagelem (Si-CPE).
Adsorpce insulinu na povrchu takto modifikované elektro-
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dy poskytovala vysokou citlivost pomoci adsorptivni roz-
poustéci (stripping) analyzy v diferen¢nim pulznim nebo
hydrodynamickém amperometrickém rezimu. Zejména
hydrodynamicka amperometrie ukazala vétsi citlivost nez
diferen¢ni pulzni analyza. Klicovou vyhodou takto navrzené-
ho elektrochemického senzoru je jeho vysoka selektivita vici
insulinu i v piftomnosti aminokyselin obsahujicich siru
(cystin, cystein a glutathion)'*. Voltametrické experimenty
potvrdily akumulaci insulinu na povrchu Si-CPE a byl navr-
zen oxida¢ni mechanismus, ktery byl popsan rovnicemi bez
podrobnéjsiho rozboru: prekoncentrace (=SiOHcpg) + insu-
linozioky <> =SiOH-insulin(cpg)) a anodické rozpousténi (od
+0,4 V do 1,2 V, ESiOH-insulin(CpE) > ESiOH(CPE) +
insulin-OXozi0k) T D€ ).

Autofi se zabyvaji odpoveédi na otazku, které amino-
kyseliny jsou zodpovédné za oxidaci insulinu. Za timto
ucelem provedli elektrochemickou analyzu volnych ami-
nokyselin, které mohou byt elektrochemicky aktivni
(tyrosin, cystin, histidin a cystein). I kdyZ cystein a cystin
oxida¢ni odezvu neposkytovaly, coz je z naSeho pohledu
zajimavé, oxidacni signal tyrosinu a histidinu byl zazna-
menan, a to pti potencialu 900 mV a 950 mV. Timto expe-
rimentem je dokladovano, ze cystin ani cystein se na oxi-
daci insulinu podilet nebudou a za oxida¢ni odezvu bude
zodpovédny tyrosin nebo histidin. I kdyz navrzeny mecha-
nismus zvySené reaktivity silikagelu vici insulinu neni
zatim Uplné vyjasnén, tak nepfitomnost odezvy cysteinu
a cystinu podminuje jiz zminénou vysokou selektivitu
senzoru vuci insulinu v pfitomnosti aminokyselin obsahu-
jicich siru. Interakce insulinu se silikagelem neni v praci
zcela vyjasnéna. UZite¢nost navrzeného senzoru byla tes-
tovédna i z hlediska jeho vyuziti pro stanoveni insulinu
v injekcich.

Konstrukce senzort s vyuzitim jejich povrchové mo-
difikace pomoci kompozitu kiemiku se stala velmi popu-
larni a také tym Aminiho v roce 2014 této popularity vyu-
zil pro konstrukci elektrochemického insulinového senzo-
ru nanocastice oxidu kiemiku (SiO,NP). Nanokompozit
SiO,NP/Nafion imobilizovali na povrchu elektrody ze
skelného uhliku. Podobné jak uvadi i piedchozi prace*’*®
(Arvinte, Salimi), Nafion zde hraje roli kotevniho pojiva
a zabranuje smyvani vytvotreného filmu z povrchu elektro-
dy v prubéhu elektrochemického procesu. Elektrokataly-
tické chovani takto vyrobeného senzoru bylo sledovano
pomoci cyklické (CV) a diferenéni pulzni voltametrie
(DPV) a vysledky ukazaly, ze nano-SiO, vykazuje vyraz-
nou elektrokatalytickou aktivitu v oxidaci insulinu, a to na
zakladé navrzeného reakéniho mechanismu (upraveno
a opraveno nejen z publikace®, ale i z publikace®"):

[CCF,CR,] (CF,CF),

Nafion (OCFZCF)mO CFZCFZSO3' HY \‘vodikové vazba

CF,
3

i
. + S 4
SI(OC2H5)4+ 2H2O - 4 C2H50H Sio,
TEOS
=Si-OH + insulin(thio-aminokyselina)-SH ‘—[ESi-OHZ]*' + thio-aminokyselina-S-

= Si(CH)
hydrolyza
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Prednosti navrzeného senzoru je skutecnost, ze byl
aplikovéan pro stanoveni insulinu nejen v injek¢énich vzor-
cich, ale i v realnych vzorcich kozniho potu, coz je méné
obvyklé; ostatni prezentované senzory tuto aplikaci viibec
neuvadi. Autofi vénuji pozornost i rusivym ucinkiim inter-
ferujicich latek (glukosa, glycin, fenylalanin, histidin,
cystin a tryptofan) a pouze v piipadé vysoké koncentrace
tryptofanu byla zaznamenana viditelnd interference.
Vzhledem ke stabilit¢ a antipasivaénim vlastnostem je
nové zkonstruovany senzor SiO,NP/Nafion/GCE povazo-
van za vysoce uc¢inny amperometricky insulinovy detektor
v nanomolarnim méfitku®.

Jinou modifikaci uhlikové elektrody, spocivajici
v elektrodepozici nanokompozitu RuOx/CNT na povrch
uhlikové elektrody a umoznujici stabilni a citlivou volta-
metrickou a amperometrickou detekci insulinu piedstavil
v roce 2007 J. Wang se svym tymem. Jeho studie ukazala,
ze pokryti elektrody pomoci nanokompozitu RuOx/CNT
nabizi vyrazné zrychleni oxidace insulinu ve srovnani
s elektrodami pokrytymi bud’ jen RuOx, nebo jen CNT,
coz je pravdépodobné dusledkem synergického zesileni
ucinnosti elektrodového povrchu. Prekvapivy ucinek mo-
difikace pomoci nanokompozitu RuOx/CNT na oxidaci
insulinu vSak neni zatim Upln¢ vyjasnén. I pfes tento moz-
ny nedostatek prace naznacuje velky piislib pro konstrukci
miniaturizovanych senzord a detektorti pro monitorovani
insulinu®.

V roce 2016 byl Yu Y. a spol. vyroben elektroche-
micky insulinovy senzor, vyuzivajici levné a ekologicky
$etrné nanocastice niklu (NiNP)*2. Pro modifikaci povrchu
elektrody vyrobené z cinem dopovaného oxidu inditého —
Indium Tin Oxide — byla vyuzita technika iontové implan-
tace, kterd spoc¢iva v tom, ze povrch materialu se bombar-
duje urgitymi ionty ve vakuové komote (< 10~* mbar, tj.
0,01 Pa) pomoci energie o rozsahu 50 az 200 keV. Ionty
nasilné pronikaji povrchem materialu a pfi Cetnych koli-
zich s atomy se zastavi a ztrati svoji energii. O podmin-
kach tohoto procesu autofi nepisi. ITO elektroda byla vy-
brana jako vhodny elektrodovy substrat diky Sirokému
potencidlovému oknu a stabilnim elektrochemickym vlast-
nostem. Vykonnost senzoru byla testovana pomoci cyklic-
ké voltametrie, elektrochemické impedancni spektroskopie
(EIS) a chronoamperometrie (CA) a takto piipravena NiNP/
ITO elektroda vykazovala v prostiedi 0,1 M NaOH dobré
detekéni limity (viz tab. I). Elektrokatalyticky efekt niklo-
vych nanocastic byl opét podminén alkalickym prostiedim
(cyklovani v 0,1 M NaOH v rozmezi potencialu od —1 V do
+1V; 30 cykld) a popsan rovnicemi, které maji podobnost
s vySe uvedenou rovnici (7):

Ni+20H — Ni(OH),+2¢" (3)

Ni(OH), + OH < NiOOH + H,O + e~ (4)

Katalyticky efekt redoxniho paru Ni"/Ni" na oxida¢-
ni proces insulinu je vyjadien jednoduchou rovnici bez
blizsi specifikace oxida¢niho produktu insulinu:

NiOOH + insulin + H,O — Ni(OH), + OH + produkt  (5)

Autofi vénovali pozornost interferentim vyskytuji-
cich se v télnich tekutindch b&ézné spolec¢né s insulinem
(askorbova kyselina, mocova kyselina, glukosa).
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V piipad¢, Ze byla studie moznych interferenti provedena
na urovni  pikomoldrni  koncentrace, v souladu
s pozadavkem na analyzu pikomolarnich koncentraci insu-
linu v lidské krvi, nebyly interference na NiNP/ITO elek-
trod¢ pozorovany. Jina situace vSak nastala, pokud byla
koncentrace interferentti oproti koncentraci insulinu 50x —
100x zvysena; pak byla na elektrodé pozorovana silna
odezva interferujicich substanci. Jedna se o Casty problém
senzord zalozenych na elektrokatalytickém stanoveni in-
sulinu a vyviji se studie vedouci ke zmirnéni moznych
interferenci. Autofi jako jednu z moznosti navrhuji vyuziti
pritokového systému®.

Je tfeba poznamenat, ze elektrokatalyticky efekt na-
nocastic oxidu niklu pro oxidacni signal insulinu poprvé
zkoumal Rafiee B., ktery v roce 2013 vyvinul senzor vyu-
zivajici nanokompozit NiONP/Nafion-MWCNT (multi
walled carbon nanotubes)™. NiONP byly deponovany na
povrch tisténé uhlikové elektrody (SPE) dekorované uhli-
kovymi nanotrubickami (MWCNT), kdy karboxylové
skupiny na povrchu MWCNT mohou stimulovat depozici
NiONP. Elektrochemické chovani kompozitu NiONP/
Nafion-MWCNT ve vodnych alkalickych roztocich insuli-
nu bylo zkoumano pomoci CV, CA a EIS. Rafiee vysvét-
luje elektrokatalyticky efekt nanocastic oxidu niklu, spoci-
vajici v konverzi Ni"/Ni"" v alkalickém prostiedi (0,1 M
NaOH) dle rovnice Ni(OH), <> NiOOH + ¢ + H".
V pfitomnosti  insulinu  NiONP/Nafion-MWCNT/SPE
senzor reflektuje oxidaéni procesy probihajici ve dvou
potencialovych oblastech. V prvni oblasti anodickych
potenciali se nejdiive za&inaji produkovat Ni'™ nanogasti-
ce, coz je vyjadiené rovnici: Ni(OH), <> NiOOH + ¢ +
H. Nasledné, pii vyssich potencialech, dochazi
k elektrokatalytické oxidaci insulinu, dle schématu: NiOOH
+ insulin — Ni(OH), + produkt (kolem +0,7 V) a soucasn¢
k redukei Ni™" na Ni'.. Podle autorii je posledn& jmenova-
ny proces dokladovan snizenim katodického signalu re-
dukce Ni™ na Ni" pii zpétné polarizaci senzoru. Tato sku-
te¢nost by méla jasné dokazovat, ze pouzity modifikator
v podob& NiONP se ptimo ucastni elektrokatalytické oxi-
dace insulinu, ov§em podle CV zaznamu toto tvrzeni neni
zieteln¢ podlozeno. Predpoklada se adsorpce insulinu na
tvorici se Ni"™" (kolem +0,7 V). Adsorbovany insulin je
oxidovan v chemické reakci s pomalou kinetikou a produ-
kuje &astice Ni', coz se projevi poklesem katodického
signalu; &astice Ni' pak mohou byt zp&tné oxidovany na
Ni™. Voltametrické studie ukézaly, Ze SPE modifikovana
filmem NiONP/Nafion-MWCNT snizuje piepéti insulinu
a usnadiiyje jeho oxidaci ve srovnani s nemodifikovanymi
SPE. Pro zhodnoceni vykonnosti této modifikované elek-
trody byla vyuzita také amperometricka metoda®.

Na tuto praci navézala Sigolakova I. a spol.” v roce
2019 a pro substrat si misto SPE zvolila pentelkovou gra-
fitovou elektrodu (PeGE) modifikovanou nejen kompozi-
tem NiONP/chitosan-MWCNT, ale i kompozitem NiNP/
chitosan-MWCNT. Nanocastice Ni nebo NiO byly depo-
novany na povrch chitosan-MWCNT/PeGE pomoci pulzni
voltametrie a elektrochemické vlastnosti obou pfiprave-
nych senzord byly zkoumdny pomoci CV, CA a EIS
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v prostiedi fosfatového pufru (PBS) o fyziologickém pH
simulujicim prostfedi lidského organismu. Elektroda
NiONP/chitosan-MWCNT/PeGE vykazovala lepsi elek-
troanalytickou charakteristiku ve srovnani s NiNP/
chitosan-MWCNT/PeGE a autofi dosli k zavéru, ze pro
elektroanalyzu insulinu vhodngj$im kandidatem je pentel-
kova tuha modifikovand oxidem kovu nez samotnym ko-
vem’. Nicméné detekéni limity pro insulin nezasahovaly
ani v ptipadé NiONP/chitosan-MWCNT/PeGE do piko-
molérnich koncentraci insulinu. Pfekvapivé ale je, ze oxi-
dacéni signal insulinu je v ptipadé¢ modifikace NiIONP za-
znamenan az kolem 1,45 V, a v ptipad¢ modifikace NiNP
kolem 1,1V, tedy v obou piipadech v daleko pozitivnéj-
Sich potencialech nez 0,7 V, ktery uvadi Rafiee®.

Duilezitost vlivu chitosanové membrany pti elektro-
chemické detekci insulinu na NIONP a MWCNT modifi-
kované tisténé uhlikové elektrodé (SPCE) je pak dale uka-
zana na porovnani dvou elektrochemickych senzor Ni-
ONP/MWCNT/SPCE a NiONP/chitosan-MWCNT/SPCE,
kdy elektrody modifikované chitosanem vykazuji SirSi
linearni rozsah koncentraci (0,25 pmol 1" — 5 pmol1™"),
niz§ limit detekce, 94 nmol 1", vyssi citlivost (0,021
pA 1umol ') ataké lepsi stabilitu oproti elektroddm bez
chitosanové membrany®. Z divodu simulace koncentrace
chloridii v lidské krvi byla detekce insulinu provedena
v prostiedi PBS a nezadouci vliv chloridi na elektro-
chemickou detekci insulinu byl pak eliminovan pomoci chi-
tosanové membrany, kterd ma stabilizujici efekt pro nano-
Castice, ale pravdépodobné i odpuzujici efekt pro ionty CI .

Jak se tedy ukazalo a stale ukazuje, nanocastice pie-
chodnych kovil, zejména jejich oxidul, lze povazovat za
slibny a levny materidl pro katalyzu oxida¢niho procesu
insulinu. Navic kombinace nanocastic pfechodnych kovl
s uhlikovymi nanotrubickami, které zvétSuji aktivni po-
vrch elektrody, mize zlepsit analytické vlastnosti elektro-
dového povrchu. Byly pfipraveny dalsi dva typy elektro-
chemickych senzorti zalozenych na tisténych uhlikovych
elektrodach modifikovanych kombinaci CoNP nebo CuNP
s chitosanem a MWCNT. Vysledky porovnani stability,
analytické charakteristiky a selektivity obou senzort pro-
kazaly lepsi stabilitu a analytické vlastnosti bez vyrazného
vlivu interferenci na stanoveni insulinu v pfipad¢ senzoru
CoNP/chitosan-MWCNT/SPCE  (cit.*®). Podobn& jako
CoNP a CuNP, tak i nanocastice zinku (ZnNP) vykazuji
elektrokatalytickou aktivitu ve stanoveni insulinu. I kdyz
ZnNP/chitosan-MWCNT/SPCE ma o néco lepsi mez de-
tekce (LOD, tab. I) neZ piedchozi uvedené nanokompozit-
ni SPCE, tak ostatni analytické parametry (tab. I) jsou
podobné®. Podle nasich tivah do elektrokatalytického
procesu v alkalickém prostfedi vstupuji nanocastice ne
v podobé cistého kovu, ale v podobé jeho piislusného
oxidu.

V. Singh v roce 2019 navrhnul senzorové pole, zalo-
zené na SPE dekorované uhlikovymi nanotrubicemi
s modifikaci kvantovych tec¢ek (CdSe/ZnS QD), za ticelem
pfimé detekce pikomolarnich koncentraci insulinu v jedné
kapce (obr. 4). Ve fyziologickém prostiedi takto vytvore-
né senzorové pole vykazuje limit detekce 100 pmol 1™
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a linedrni rozsah pro pikomoldrni koncentrace insulinu
(100 pmol 1" — 5000 pmol I H)®".

Z naSeho pohledu synergicky efekt konjugatu multi-
sténnych nanotrubicek a kvantovych tecek typu c/s (core/
shell) usnadriuje u oxidovatelnych tyrosinovych rezidui
prenos elektrond. Vznika otdzka, pro¢ je pro usnadnéni
pfenosu elektronu vyhodné pouzivat kombinace QD
a MWCNT? Dalo by se pfedpokladat, ze oxidace kvanto-
vych te¢ek CdSe/ZnS bude probihat za odejmuti elektrond
z valencniho pasu ZnS (shell) a ty by mohly byt pfijaty
uhlikovymi nanotrubickami, protoze jejich Fermiho hladi-
na lezi mezi HOMO-LUMO energii (gap) kvantovych
teCek. V tom ptipadé by elektrony z MWCNT mohly
usnadnit elektronovy transfer insulinu.

Razmi H. a spol.® vroce 2019 piedstavili levny
a stabilni elektrochemicky senzor zalozeny na pentelkové
grafitové elektrodé modifikované nanokompozitem tvore-
nym oxidem grafenu (GO) a nanoc¢ésticemi oxidu kobaltu
(CoONP). Pti pripravé senzoru byly nejdiive syntetizova-
ny nanovrstvy oxidu grafenu (GO), a to pfimo na povrchu
pentelkové elektrody jako zdroji uhliku za pomoci poten-
ciostatické metody v prostiedi kyseliny sirové, a nasledné
byly na povrch GO modifikované PeGE deponovany na-
nocastice oxidu kobaltu (CoONP) za pomoci voltametrie.

EDC/NHS
—_— .

e

MWCNT-karboxyl

b

MWCNT-NH, QDs - karboxyl

depozice MWCNT- karboxyl
na elektrodé

detekce insulinu

insulinu

MWNT-QDs konjugat
deponovany na senzorovém poli

B '@

MWNT-QDs konjugat

detekce insulinu
na MWNT-QD meodifikovaném senzorovém poli
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Katalytické vlastnosti CoONP/GO/PGE pomohly snizit
detek¢éni limit na subnanomolarni koncentrace (LOD
0,12 nmol 'Y, zvysit jak citlivost (0,687 pA 1nmol '), tak
i linearni koncentraéni rozsah (0,46 nmol I ' — 100 nmol 1 ).
Odezva senzoru nebyla ovlivnéna pritomnosti b&éznych
biologickych interferentl, jako jsou kyseliny askorbova,
mocova, citronova a také glukosa. Byly analyzovany tfi
synteticky pfipravené farmaceutické vzorky insulinu ti{
riznych znacek (Regular, Isophane a Lansolin) a procento
vytéznosti (97,55-101,48 %) naznacuje, ze navrhovany
senzor muze byt pouzit pro rutinni analyzu insulinu ve
farmaceutickych vzorcich®. Diky tomu, Ze CoONP jsou
stabilni a elektroaktivni pouze v alkalickém prostredi, byla
popsana elektrokatalyticka reakce odpovidajici redoxnimu
procesu Co'/Co™ v alkalickém prostiedi:
Co(OH), — CoOOH + H" + ¢ nebo CoO + H,0 —
CoOOH+H'+e¢" (6)
Stejné tak byl navrzen i mechanismus elektrokatalyzy
v pfitomnosti insulinu:
CoO + H,0 — CoOOH +H' + ¢~ (7)
CoOOH + insulin (redukovana forma) — CoO + insulin
(oxidovana forma) (8)
Nedavno autofi® vyvinuli robustni a citlivy elektro-
chemicky insulinovy senzor zaloZeny na elektroaktivnich

MWCNT-insulin

EDC /an\_ a3

vazba insulinu na
MWNT-QD konjugat

MWNT-QDs konjugat
deponovany na elektrodé

detekce insulinu

Obr. 4. Schéma detekce insulinu pouze pomoci MWCNT (a, ¢) a navazani MWCNT na povrch SPE modifikované pomoci QDs (b,
d). Navth MWCNT — QD modifikovaného elektrodového pole pro detekei insulinu v jedné kapce (e), upraveno podle®’. EDC je 1-ethyl-3
-(3-dimethylaminopropyl) karbodiimid; NHS je N-hydroxysukcinimid
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molekuldrné vtiSténych (imprintovanych) polymernich
¢asticich (nanoMIP), které v polymerni matrici zaneché-
vaji dutiny s afinitou pro vybranou ,templatovou* mole-
kulu, v tomto ptipadé insulin. NanoMIP senzor oznaceny
redoxni sondou kombinuje rozpoznavaci a informacéni
schopnosti a v podstaté nahrazuje pary seskupeni enzym-
mediator vyuzivané v klasickych biosenzorech. Lze pted-
pokladat, Ze nanoMIP senzor oproti biosenzoru miize po-
skytovat vyssi stabilitu a lepsi vykon v komplexnich bio-
logickych vzorcich. Zajimavosti v této praci je, Ze nano-
MIP castice byly vypocetné navrzeny pomoci in silico
mapovani insulinového epitopu (antigenni determinant —
konkrétni oblast antigenu, na kterou se vazou protilatky)
a syntetizovany polymeraci na pevné fazi (sklenéné kulic-
ky) (obr.5). Oxida¢ni odezva insulinu byla sledovana
pomoci diferenéni pulzni voltametrie v klinicky relevant-
nim rozsahu koncentraci 50 pmol 1" — 2000 pmol I"". Pod-
le autortt nanoMIP senzor diky velkému poctu rozpozna-
vacich mist a uzplsobené geometrii pro insulin nabizi
fadu vyhod, a to pfedevsim vysokou citlivost a selektivitu
viiéi insulinu s limitem detekce 26 fmol 1" a 81 fmol 1
v pufru a v lidské plazmé, potvrzujici praktickou aplikaci
u ltuzka pacienta (point of care analysis). NanoMIP senzor
vykazuje také velkou stabilitu po 168 dni, coz by potvrzo-
valo robustnost daného senzoru®.

Molekuldrn€¢ imprintovany polymer (MIP), ktery
zanechava dutiny v polymerni matrici s afinitou pro vy-
branou ,,templatovou* molekulu a ktery mimikuje interak-
ci zamku a klice (lock and key) podle nas sice slibuje vy-
sokou citlivost senzoru, ale proces imprintu je ¢asto naroc-

polymerizaéni smés
1. radikalova polymerizace

('_‘) sklenéné kulicky
‘?‘.’S:’! insulin )

40 vysoce afinitni
“.» nanoMIP

0°C

2. eluce nereaktivnich monomeru
a nizkoafinitnich nanoMIP

- S.imobilizace nanoMIP
R ! na SPE
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ny na reprodukovatelnost: 1) tézko kontrolovatelny proces
radikdlové polymerace vede ke znacnym odchylkdm mezi
jednotlivymi Sarzemi senzor, 2) regenerace senzori
s MIP je Casto neuplna (védecké publikace malokdy zara-
zuji méfeni slepych vzorkti a méfi jen kalibrace od niz-
kych koncentraci k vysokym koncentracim a tak se muze
zdat, ze senzor diky jisté hysterezi z pfedchozich méfeni
funguje 1épe, nez by tomu odpovidala realita); 3) selektivi-
ta senzoru a jeho afinita k analytu byva prakticky vyrazné
horsi nez u protilatky, vyhodou mize byt ale aplikace MIP
senzoru na analyty, pro které je produkce protilatek obtiz-
na, napt. nizkomolekuldrni latky.

Nedavno autoii’’ predstavili elektrochemicky senzor
pro kvantifikaci insulinu zaloZeny na modifikaci pentelko-
vé grafitové elektrody nanoc¢asticemi Ni (NiNP) a methyl-
benzoatem a testovany pomoci cyklické a diferenéni pulz-
ni voltametrie (obr. 6). Pro nds byla pfekvapiva mala za-
vislost oxida¢niho signélu insulinu na pH a podle naSich
zkuSenosti je tfeba hodnotit nejen vysku, ale 1 polohu sig-
nalu. Uloha benzoatu neni piesné definovana, stejné jako
elektrokatalyticka aktivita niklovych nanocastic. Krevni
vzorky (lidské sérum) byly pted vlastni insulinovou detek-
ci podrobeny precipitaénimu protokolu s ethanolem, pfi-
¢emz do takto upraveného krevniho séra byl nasledné
insulin o znamé koncentraci pridan. V tomto piipadé nelze
tvrdit, ze NiNP/MB/PeGE je slibnym nastrojem pro detek-
ci insulinu v biologickych vzorcich, poskytujici relevantni
signaly bez vedlejsich interferenci’.

Kamyabi M. a spol. v roce 2021 navrhli citlivy, rych-
ly a neenzymovy elektrochemiluminiscentni (ECL) sen-

3. eluce vysoce
afinitnich nanoMIP

&

&

>
W
&

£ 5

W,

4. purifikace

Obr. 5. Syntéza a eluce molekulirné imprintovanych nanocastic termo-elu¢nim procesem a jejich zavedeni na povrch ti§téné plati-

nové elektrody (upraveno podle®)
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methylbenzoat
NiNPs

PeGE

Obr. 6. Schéma vyroby senzoru NiNPs/(MB)/PeGE (upraveno
podle™)

zor, zalozeny na dekoraci niklové pény ZnO nanocastice-
mi. Pro Gpravu velikosti nanocastic ZnO byl pouzit tem-
plat oxidu kiemicitého. Ptiprava ZnONP/Ni pénové elek-
trody zde byla podrobné popsana a morfologie takto pii-
pravenc¢ho senzoru ZnONP/Ni-péna byla charakterizovana
pomoci FESEM (field emission scanning electron micros-
copy), EDX (energy dispersive X-ray), XRD (X-ray
diffraction) a EIS (electrochemical impedance spectros-
copy). Elektrochemiluminiscence (ECL) senzoru ZnONP/
Ni-péna byla zkoumana v pfirozeném médiu v piitomnosti
H,0, jako u¢inného ko-reaktantu. Se zvysujici se koncen-
traci insulinu bylo pozorovano vyrazné zlepsSeni signalu
ECL, coz prokazalo zesilujici u€inek insulinu na ECL
emisi (obr. 7).

Byl ptedlozen pravdépodobny ECL reakéni mecha-
nismus mezi ZnONP a H,0,:

Ni péna

H202 +e¢ — OH +OH

OH — OH +h"

/n0+e¢ — ZnO™

Chem. Listy /17, 551-572 (2023)

redukce H>O; za vzniku silného
oxidacniho cinidla OH' 9)
OH" vytvdii elektronovou diru
h" (hole) (10)

ZnO je redukovin za vzniku

Depozice SiOz.
templatu 3

 —

anion radikadlu (11)
OH' injektuje do ZnO valencni-
ho padsu elektronovou diru h*
(hole); diry a elektrony ve vodi-
vostnim pdsu ZnO interaguji
s dérami za vzniku excitované-
ho stavu ZnO* (12)
vyzareni energie (13)

ZnO"~ +h" — ZnO*

ZnO* — ZnO + hy

V prostiedi fosfatového pufru tento senzor vykazoval
excelentni vykonnost pfi detekci insulinu v linearnim roz-
sahu koncentraci 3,57-10"° mol 1" az 2,94:10° mol "'
avelmi nizky detekéni limit 1-107'° mol 1. NavrZeny
ECL senzor s vybornou reprodukovatelnosti, teplotni sta-
bilitou a vysokou citlivosti byl vyuZit pro stanoveni insuli-
nu v redlnych vzorcich krevniho séra s velmi pfijatelnymi
vysledky”'. K presvéd&ivé hodnovérnosti senzoru by pii-
spéla srovnavaci studie s jinym proteinem nez s insulinem.

Pro potieby klinické diagnostiky a ucinné 1é¢by
s ohledem na ekonomickou a praktickou potiebnost je
nevhodnéj$im fesenim viceslozkova analyza. Zde se nabi-
zi simultanni analyza insulinu a glukosy. Problém je vsak
nejen v prekryvu oxidacnich signalli obou analytli a ve
vzajemném zapojeni se do reakEnich procesii, ale i ve
velmi rozdilnych koncentra¢nich hladinach. A proto Zhao
Y. a spol. vroce 2021 uvedli studii, v niz jsou piedstaveny
algoritmy umélé inteligence (Al), které pomahaji elektro-
chemickym metodam k pfekonani tohoto problému.
Nejdtive se zméti pomoci cyklické voltametrie proudové

SiOz;/Ni_Pé‘pa

ECL

Insulin
ECL ZnO NPs
A =

H,0,

il

Zn

/ ~

Odstranéni SiOz‘

templatu

i

]

ZnONPs/Ni péna

ZnO/SiO5/Ni péna

Obr. 7. Modifikaéni proces vyroby niklové pénové elektrody se ZnO nanoéasticemi pro ECL detekei insulinu (upraveno podle cit.”")
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kiivky insulinu, glukosy a jejich smési, nasledné je extra-
hovano sedm typickych znaktli voltametrické kiivky jako
charakteristickych hodnot pro detekci koncentraci insulinu
a glukosy. Nakonec, po nauceni s vyuzitim algoritmu
(strojové uceni — machine learning), jsou koncentrace
insulinu a glukosy oddé¢leny (obr. 8). Cely proces tak trva
asi tfi minuty. S vyuzitim tohoto pfistupu lze detekovat
insulin na pikomolarni Grovni a glukosu na milimolarni
urovni, coz spliuje klinické pozadavky. K ovéteni vykon-
nosti a u¢innosti navrzené metody byla tato metoda vyuzi-
ta ke stanoveni insulinu a glukosy ve fetdlnim hovézim
séru a realnych klinickych vzorcich krevniho séra. Vysled-
ky jsou uspokojujici, ukazujici, zZe tato metoda mize spl-
novat zakladni klinické potieby. Tento viceslozkovy testo-
vaci systém poskytuje piijatelny detekéni limit a piesnost;
ma prednosti vnizké cené a vysoké ucinnosti,
s potencialem pro vyuziti v klinické diagnostice’.

V témze roce Wang J. predstavil citlivy elektro-
chemicky senzor pro stanoveni insulinu v predepsanych
Iécich u pacientl s diabetem 2. typu. Senzor vyuziva Au-
Ag nanocastice a kvantové teCky grafenu (Au-Ag NP/
GQD). Pro ptipravu Au-Ag NP/GQD modifikované GCE
elektrody (Au-Ag NP/GQD/GCE) byly syntetizovany
GQD hydrotermalni metodou piimo na povrch GCE
a nasledné byly na tento povrch elektrochemicky depono-
vany Au-AgNP. Stanoveni insulinu pomoci CV a DPV
ukazalo, ze linearni rozsah koncentraci, limit detekce
a citlivost odpovidaly hodnotdm v rozsahu 10 pmol I —
120 pmol 1''; 1,1 nmol 1" 2 0,242 pA 1 pmol . Selektivita
navrzeného insulinového senzoru byla zkoumana ve vzor-
ku lidského séra, a to v pfitomnosti biologickych latek,
jako jsou thiomocovina, glukosa, methionin, cystein,

Chem. Listy /17, 551-572 (2023)

askorbova kyselina, mocova kyselina a glutathion, a vy-
sledky ukdazaly, ze pfitomnost téchto latek stanoveni insu-
linu neovlivituje. Bylo by velmi uzite¢né rozsifit toto zjis-
téni o podrobngjsi studii, pro¢ je nanokompozit nevsimavy
k vySe vyjmenovanym interferentim. Aplikovatelnost
navrzeného senzoru byla studovana v injekcich insulinu
glarginu a vysledky ukazaly pfijatelné hodnoty regenerace
a relativni smérodatné odchylky”.

Krom¢& vSech vySe zminénych -elektrochemickych
senzord se pro detekci insulinu velmi casto pouZzivaji
i komeréné dostupné tisténé elektrody (SPCE) modifiko-
vané nanocasticemi. NaSe prozatimni vysledky ukéazaly, ze
insulin Ize v jednotkdch mikromolarnich az stovkach na-
nomolarnich koncentraci spolehlivé stanovit na SPCE
modifikovanych uhlikovymi nanovlakny (carbon nanofib-
res, CNF) a nanoc¢asticemi oxidu bismutu Bi,O;. O vyuziti
téchto modifikovanych tisténych elektrod bude blize po-
jednano v nasledujici kapitole.

6. Poznatky naSich experimentu
6.1. Vliv modifikovanych elektrodovych povrchu

Na zéklad¢ ziskaného vhledu do elektrochemického
chovani insulinu na riiznych typech chemicky modifikova-
nych senzort, kdy citliva detekce insulinu je vétSinou
podminéna katalytickym efektem nanocastic ¢i nanokom-
pozitl, jsme se na jedné stran¢ dozvédéli mnoho zajima-
vych informaci, ale na druhé stran¢ jsme v ¢lancich nena-
chazeli dostate¢né vysvétleni jevd pii zprostiedkované
elektrochemické detekci insulinu. Problém dostatec¢né

elektrochemicky experiment

7
RE VE ]
AgiAgCl L Cilstins \
)
k% aniontova —
vyménna ) i =
- Mmembrana | hcose ol potenciostat
insulin
glukéza
vystup aktualizace VStUp
konstantni
parametr
koncentrace

insulin @
glukosa @

strojové uceni
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Obr. 8. Elektrochemicka a Al (Artificial Intelligence) experimentalni struktura (upraveno podle
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citlivosti a selektivity elektrochemického senzoru, rtizné
modifikovaného nanomateridlem, lze vidét predevSim
v matrici fyziologickych vzork, ktera obsahuje plno in-
terferujicich, ¢asto povrchové siln¢ kontaminujicich slo-
zek.  Zhlediska aplikace  potencialnich  senzorQ
v klinickém vyzkumu je nezbytné dozveédét se vice o tom,
jak se insulin v roztoku i na povrchu elektrody chova. Za
timto G¢elem jsme si polozili nékolik otazek, na néz jsme
se snazili najit odpoveéd’. Prvni otazka byla, jak je detekce
insulinu podminéna modifikovanym povrchem komeréni
SPCE ve fyziologickém prostfedi. Na Ctyfech tisténych
elektrodach jsme pomoci voltametrie s linedrni polarizaci
elektrody (linear sweep voltammetry — LSV) sledovali
oxida¢ni signal rekombinantniho lidského insulinu
v prostiedi PBS a abychom sofistikované mohli kompara-
ci signald provést, byly proudy (/) pievedeny podle plochy
elektrody S na proudové hustoty (i=1//S). Vysledné LSV
ktivky jsou prezentovany na obr. 9. Voltametrie byla reali-
zovana pomoci pAutolabu firmy Metrohm™®,

Jak je vidét z obrazku, nejnizsi, skoro prehlédnutelny
oxidacni signal insulinu je zaznamenan na tisténé elektro-
dé modifikované polyanilinem (PANI); polymerni anilin
v tomto fyziologickém prostiedi oxidaci insulinu nepod-
poruje. Vzajemné porovnani intenzity oxidacnich signalt
pro insulin o stejné koncentraci ziskanych na nemodifiko-
vané elektrodé SPCE a Bi,O; a CNF modifikovanych
SPCE ukazalo, Ze spravné zvolend povrchova modifikace
muze znékolikanasobit citlivost detekce. I kdyZz na nemo-
difikované elektrodé oxida¢ni signal insulinu je patrny, tak
modifikace SPCE prispéla ke zvySeni citlivosti se stejnou
energetickou synergii (potencialy jsou kolem 600 mV). Na
prvni pohled vyssi oxidac¢ni signaly na uhlikovych nano-
vlaknech (CNF — carbon nanofibers) nez na nanocasticich
Bi,05 jsou ovlivnény vyssi proudovou odezvou zakladni-
ho elektrolytu — PBS pufru. Podobna situace se objevila
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Obr. 9. LSV signaly pro rekombinantni lidsky insulin o kon-
centraci 10 pmol I'' na nemodifikované a riizné modifikované
tisténé elektrodé SPCE (oxid bismutity, uhlikova vlakna,
polyanilin) v prostiedi PBS pufru (pH 7,4). (Barevnd verze
obrazku je dostupna na webovych strankach casopisu Chem.
Listy).
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1 pti pouziti SPCE modifikovanych grafenem (neni uk4za-
no). Pokud by byla aplikovana korekce na zakladni linii
(base line correction), pak by byly oxida¢ni piky insulinu
na obou posledné jmenovanych elektrodach velmi podob-
né. Na nemodifikované SPCE je mechanismus oxidace
insulinu nasledovan dal$imi reakcemi a je mozné, ze CNF na
svém povrchu vlastni dalsi oxidovatelné skupiny nebo ke
zvySenému proudovému pozadi prispivaji ptitomné chloridy.
Je také mozné, ze v ptipadé PANI chloridy interaguji
s povrchem a brani insulinu v procesu prenosu elektront.

6.2. Vliv chlorida

Na zéaklad¢ posledni tivahy o vlivu chloridd jsme
provedli experiment, ktery je zobrazen na obr. 10. Vliv
chloridi se projevuje posunem oxida¢niho potencidlu
insulinu do pozitivnéjsich hodnot oproti prostiedi fosfato-
vému pufru, ktery chloridy neobsahoval.

Vliv iontl CI” podle nasich ivah mtize posunout hod-
notu oxida¢niho potencidlu insulinu prostfednictvim elek-
trostatické interakce, nebot’ insulin v prostiedi pH 7,4 je
zaporn¢ nabity.

6.3. Vliv pH, iontové sily a koncentrace insulinu

Oxidacni chovani insulinu bylo sledovano na obou
typech modifikovanych elektrod (CNF/SPCE, Bi,Os/
SPCE) nejen s ohledem na koncentraci insulinu (1-20
pmol 1Y), ale i v kontextu podminek okolniho prostiedi,
jako je pH (1,8-11,0), iontova sila a slozeni pufru (PBS —
phosphate buffer saline, FA — fosfat-acetat, fosfat). Vadci
myslenkou provedené koncentra¢ni zavislosti byla prace’’
(Pocker méfil v rozsahu pH 1,1-11,2 a efekt pH zkoumal
pii koncentraci insulinu 100 pmol 1''), zabyvajici se struk-
turnimi pfechody monomer/dimer, pficemz se predpokla-

1,6
14 | ——0,01M Nacl
2z | 0,05M NaCl
i —0,14M NaCl
— pufr
08 r
<
=4
= 06 |
04
02
o L
0 200 400 600 800 1000

E, mV

Obr. 10. LSV oxidaéni signaly insulinu (¢ = 10 pmol I'') ve
fosfatovém pufru (pH 7,4) s pfidavkem rizné koncentrace
chloridovych iontu (Sipka naznacuje posun potencialu se
zvySujici se koncentraci chloridii). (Barevna verze obrazku je
dostupna na webovych strankach ¢asopisu Chem. Listy).
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dalo, Ze monomerni insulin existuje pfi velmi nizkych
koncentracich (maximalng do 2 pmol I'); pti vysdich
koncentracich se tvori predevsim dimer. Jelikoz tato prace
hodnoti strukturni zménu nativniho insulinu v zavislosti
na koncentraci z hlediska zmény ve spektru cirkularniho
dichroismu (CD), chtély jsme se podivat, zda i elektroche-
mie bude schopnd reflektovat strukturni prechod
z monomeru na dimer v podob¢ viditelné zmény v charak-
teru oxidacnich signali insulinu v disledku ménici se
koncentrace. Predpokladand strukturni zména monomer/
dimer vSak nebyla zatim elektrochemicky prokézand, coz
muze byt zplsobeno fyziologickou hodnotou pH piedpo-
kladajici pfechod na monomerni strukturu bez ohledu na
koncentraci insulinu’’. Na zakladé provedené koncentra¢-
ni zavislosti insulinu byla stanovena i hodnota LOD
pro pouzité elektrodové modifikace (CNF/SPCE
a BiOs/ SPCE) ve vSech pufrovanych prostredich
a ukazalo se, ze nejniz§i hodnotu LOD poskytuje
CNF/SPCE (1,20-1,76 umol 17"), oproti Bi,03/SPCE
(1,67-1,86 pmol 171)7*76,

Vliv koncentrace na chovani insulinu byl monitoro-
van i z hlediska charakteru CD spekter, kdy s rostouci
koncentraci insulinu dochazi ke zvySeni intenzity v CD
spektru, a to ve vSech pufrovanych prosttedich (obr. 11A).
Sekundarni struktura pak byla posouzena pomoci algorit-
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mu BeStSel, coz je webovy server poskytujici pro analyzu
CD spekter metodu vybéru beta struktury (Beta Structure
Selection). Na server 1ze jednoduse piimo nahrat namére-
na CD data (elipticita vs. vinova délka). Originalita BeSt-
Sel spociva v tom, ze provadi podrobnou analyzu sekun-
darni struktury, poskytujici informace o osmi komponen-
tach sekundarni struktury, véetné€ paralelni B-struktury
a antiparalelnich B-listd se tfemi riznymi skupinami stoce-
ni v prostoru™”. Ztohoto posouzeni je zfejmé, Ze
s rostouci koncentraci dochazi k poklesu zastoupeni neu-
sporadanych struktur, zvySuje se procentudlni zastoupeni
B-listd, coz lze praveé vysvétlit posunem rovnovahy smeé-
rem ke struktufe dimeru (obr. 11B)”.

Oxida¢ni  chovani insulinu  bylo  sledovano
i z hlediska vlivu iontové sily prostfedi na obou typech
modifikovanych elektrod (CNF/SPCE a Bi,Os/SPCE)
v prostiedi FA pufru o iontové sile 7/ = 0,2 moll ' a I =
0,55 mol 1''. Vyssi iontova sila sice zvySuje intenzitu oxi-
dacnich signalt insulinu, avSak naproti tomu samotny
oxidacni proces insulinu znesnadiiuje (posun oxida¢niho
signalu do pozitivngjSich potencialti), a to na obou typech
modifikovanych elektrod’™ 7°.

Jelikoz jiz diive publikované CD spektralni studie
prokazaly strukturni pfechod monomer/dimer nejen vli-
vem koncentrace, ale i vlivem pH (cit.”"), bylo opét nasim
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Obr. 11. A) Vliv koncentrace insulinu (ins) v roztoku FA pufru (pH 7,4) na tvar CD spekter. B) Diagram zastoupeni strukturnich
uspoiadani v molekule insulinu ziskany z programu BeStSel. (Barevna verze obrazku je dostupna na webovych strankach ¢asopisu
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cilem zjistit, zda i elektrochemie bude schopna s ohledem
na meénici se pH prostfedi odrazet pfipadné strukturni
zmény v molekule insulinu. Jinymi slovy, zda bude docha-
zet ke zméné charakteru oxidacnich signali insulinu
a prokaze se tak prechod z dimerni formy na formu mono-
merni ¢i naopak. Bohuzel ani v tomto ptipad¢ existence
rozliSené monomerni a dimerni struktury insulinu elektro-
chemicky prokazana nebyla.

Insulin poskytoval charakteristické oxida¢ni signaly
v celé skale pH (1,8—11,0) pufrovaného prostiedi na obou
typech modifikovanych elektrod. Bi,Os;/SPCE poskytuje
podobny charakter oxidac¢nich signali jako CNF/SPCE.
Zaroven 1 tato provedend pH zavislost potvrdila, ze na
CNF/SPCE probiha méné energeticky naroény oxidacni
proces insulinu ve srovnani s Bi,O;/SPCE a navic modifi-
kace CNF poskytla oxidaéni signaly insulinu s vyssi inten-
zitou. Zajimavosti zlstava, ze na rozdil od tyrosinu, ktery
v zavislosti £, na pH vykazuje zlomy (v souladu pak
s hodnotami jeho pK, = 2,2; pKy, = 9.2; pK,; = 10,46),
u insulinu zadné zlomy pozorovany nebyly a v celkové
§kale pH hodnot smérnice dE,/pH odpovidala hodnoté
—52 mV na jednotku pH. Tyrosin v oblasti fyziologického
pH poskytoval hodnotu —57 mV na jednotku pH (cit.”*%?).

Pokud se pozorné podivame na obrazky pH zavislos-
ti, tak voltametrické piky maji v kyselé a alkalické oblasti
(obr. 12A a 12C) kromé postupného sledu potencialu pika
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(Ep) 1 postupny mirné klesajici a mirn€ stoupajici trend i
ve vySkach pikl (/,). Jinak se chovd insulin v oblasti od
jeho izoelektrického bodu (~ 5,7) az do pH ~ 7,5 (obr.
12B), kde posloupnost v/, je naruSena. I kdyz nebyly
voltamogramy snimany na stejné elektrod¢€, popsany trend
se opakoval a podnécoval myslenku, ze struktura insulinu
muze byt podle jeho naboje ovliviiovana nabojem i morfo-
logii povrchu elektrody’.

6.4. Nativni a denaturovany stav insulinu
v elektrochemické detekci

Je obecné znadmo, ze za stabilitu nativni struktury
proteind jsou zodpovédné nejen hydrofobni interakce, ale
i disulfidické mistky. Vlivem faktori prostfedi, jako je
pH, teplota, ale i vlivem chemickych ¢inidel je mozné tyto
disulfidické mustky rozrusit, a pak hovofime o denaturaci
proteint. Nase experimenty byly vedeny snahou odpové-
dét opét na zajimavé otazky. Jaka bude role disulfidickych
mustkd a s tim souvisejici denaturani zmény ve struktufe
insulinu a zda bude zaznamenan redoxni proces cystein-
cystin? Tepelnd denaturace ¢i chemickd denaturace je
znama z vysledkt studii pomoci CD spekter, avSak nee-
xistuji studie, které by se na denaturacni proces podivaly
pod drobnohledem elektrochemie. Vzhledem k tomu, ze
insulin je mald molekula, tak se mize velmi kratce po
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Obr. 12. LSV oxida¢ni signaly insulinu (¢ = 10 pmol I") v oblasti kyselého (A), neutralniho (B) a alkalického pH (C) fosfatového-
acetatového pufru (FA pufr; pH 1,82-10,99) na CNF/SPCE. (Barevna verze obrazku je dostupna na webovych strankach casopisu
Chem. Listy; pro nebarevnou ti$ténou verzi obrazku je tieba poznamenat, Ze zvySujici se hodnota pH posouva oxida¢ni signaly insulinu

k negativnéj$im potencialim).

567



L. Trnkovd a I. Triskova

denaturaci opét svinout do urcité ndhodné konformace,
kterd vSak nemusi byt totoznd snativni strukturou
(nepublikované vysledky).

6.4.1. Tepelna denaturace insulinu

Vlivem teploty dochazi k rozruseni terciarni a sekun-
darni struktury proteind, tedy i k rozstépeni disulfidickych
vazeb. Presto, ze tepelna denaturace insulinu byla podrob-
né studovana jiz dfive, tak se jednalo pfedevsim o CD
spektralni studie ¢i diferenéni skenovaci kalorimetrické
(DSC) a izotermalni titra¢ni kalorimetrické (ITC) studie,
umoziujici navic i vyhodnoceni teploty tani insulinu
(melting point, 7,,) odpovidajici hodnoté 68 °C (cit.*").
Naproti tomu nejsou znamy literarni zdroje, které by te-
pelnou denaturaci insulinu posuzovaly z hlediska elektro-
chemie. Nase experimenty prokazaly, Ze i elektrochemic-
ké metody jsou schopny detekovat rozdil mezi nativni
a denaturovanou formou insulinu, a to na zakladé rozdilné
intenzity oxidac¢niho signalu insulinu. Pfedpokladali jsme,
ze intenzita (tedy vyska) oxidacnich signald insulinu nam
mize zodpoveédét otazku, kolik molekul tyrosinu se bude
na oxida¢nim procesu podilet a zda v pribéhu denaturace
doslo k Gplnému rozvinuti struktury insulinu se vSemi
Ctyfmi molekulami tyrosinu pfistupnymi elektrodé. Dile-
zitym predpokladem pro uplné rozvinuti fetézce do linear-
ni podoby je existence nativniho insulinu v monomerni
formé. Pravé v tomto piipad¢ je zde zajistén jasny prechod
nativni (N) / denaturovana forma (D), jak naznacuje i si-
mulovany YASARA (Yet Another Scientific Artificial
Reality Application; dostupné z http://www.yasara.org/)
model (obr. 13). Studie provedené pomoci molekulové
dynamiky ukézaly, Ze v nativni struktufe insulinu jsou dvé
molekuly tyrosinu lokalizovany uvnitf struktury a dvé jsou
exponované na povrchu, a tudiz se mohou vyznamné po-
dilet na oxida¢nim signalu insulinu. V pfipadé denaturace
insulinu a rozpleteni fetézce do linearni formy Ize oceka-
vat dvojnasobny nartst oxida¢niho signalu, z divodu zpfii-
stupnéni vSech ¢ty molekul tyrosinu.

N

D

Obr. 13. YASARA model pro nativni a denaturovanou formu
insulinu. Tyrosiny jsou v barvé fialové, cystein-cystin v barvé
modré a histidin v barvé ¢ervené. (Barevna verze obrazku je
dostupna na webovych strankach ¢asopisu Chem. Listy).
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Tepelny denaturacni proces byl posuzovan z nékolika
hledisek, a to zhlediska a) vlivu struktury insulinu, b)
Casu denaturace a c) vlivu prostfedi, v némz denaturaéni
proces probiha. Ideou provedenych experimentl byla ne-
jen zvédavost, jak se budou lisit oxida¢ni signaly denatu-
rovan¢ho insulinu, jehoz ptivodni nativni struktura byla
monomerni (¢ = 1 umol 1) a jehoZ piivodni nativni struk-
tura byla dimerni (¢ = 10 pmol 1'"). Jinymi slovy, zda
charakter ziskanych oxida¢nich signalti potvrdi, Ze denatu-
race monomerni struktury povede piimo k Gplnému rozvi-
nuti struktury do podoby D (obr. 13), coz se mtize projevit
dvojnasobnou intenzitou oxidacnich signali nebo denatu-
racni proces z dimerni struktury bude vice komplexné&jsi
a prob&hne tak ve vice po sob¢ jdoucich krocich. Ukazalo
se, ze k uplnému rozvinuti nativni monomerni struktury
doslo jiz po 30 minutach, kdy bylo zaznamenano témét
dvojnasobné zvyseni oxidaénich signald, avSak tplna de-

dépodobné se jednalo o dvoukrokovou denaturaci. Svou
roli béhem denaturacniho procesu sehralo i pufrované
prostiedi, v némz denaturace probihala, a potvrdilo se, Ze
nativni struktura insulinu je obecné stabilngjsi v prostiedi
FA pufru oproti PBS pufru a potiebuje tak delsi ¢as pro
uplnou denaturaci’.

Tepelna denaturace byla sledovana i prostfednictvim
CD spekter. V této studii se vychazelo z publikace®' uva-
déjici, Ze dimerni struktura insulinu se rozbaluje pfi teplo-
té ~ 70 °C a dva ziskané monomerni mutanty se rozplétaji
pii vysSich teplotach. CD termalné denaturacni experi-
ment byl realizovan pro insulin o koncentraci 10 pmol 1!
vPBS pufru (pH 7,4) vrozsahu teplot 15-95 °C.
Z provedené teplotni zéavislosti bylo mozné usoudit, ze se
jedna o dvoufazovy proces, coz koreluje i se ziskanymi
elektrochemickymi vysledky pro koncentraci insulinu
10 pmol 1! v prosttedi PBS (cit.”).

6.4.2. Chemicka denaturace insulinu

Pro chemickou denaturaci insulinu sledovanou pomo-
ci elektrochemie byla jako bézné vyuzivana denaturacni
¢inidla vybrana mocovina a guanidin hydrochlorid. Vybér
téchto denaturacnich ¢inidel byl u¢inén z divodu pouhé
ztraty nativniho stavu insulinu (rozvolnéni struktury) aniz
by dochazelo k rozstépeni disulfidickych vazeb. Tudiz
nedochazi k oddéleni insulinovych fetézci A a B jako
v ptipad¢ denaturac¢niho ¢inidla 1,4-dithiothreitolu (DTT).
Navic DTT je elektrochemicky aktivni, proto je nutné po
skonéeni denaturace provést odsoleni (Amicon 3K dialy-
zacni kolonka; ,,cut off™ 3 kDa), coz se pro nas stalo kom-
plikaci (viz dalsi text). Molekulova hmotnost insulinu ¢ini
5,8 kDa, po denaturaci pomoci DTT se odd¢li fetézec A
a B s tim, Ze jeden z fetézcli bude mensi nez 3 kDa, a tudiz
se nezachyti na dialyzacni membrané, ale projde pres
membranu. Denaturaci pomoci DTT proto bylo mozné
zkoumat pouze spektralné.

Vysoka koncentrace mo&oviny (8 mol I'' v prostredi
30 mM MOPS — 3-(N-morfolino)propansulfonova kyseli-
na; pH 7,0) a guanidin hydrochloridu (5 mol I v prostiedi
0,1 M TRIS — tris(hydroxymethyl)aminomethan; pH 7,4)
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Obr. 14. Diferen¢ni pulzni voltamogramy nativniho (NATIV) a denaturovaného (DENAT) insulinu v 30 mM MOPS pufru:
3-(N-morfolino)propansulfonova kyselina, pH 7,0. Chemicka denaturace byla provedena pomoci 8 M mocoviny s naslednym od-

solenim na dialyza¢ni kolonce (A) bez odsoleni (B)

byla vybrana z divodu, ze pouzita takto vysoka koncen-
trace denatura¢niho ¢inidla by méla zajistit uplnou denatu-
raci insulinu v rozpleteni fetézcl. Toto tvrzeni lze podlozit
i faktem z publikace™ uvadgjici, ze pfi pouziti mogoviny
jako denatura¢niho ¢inidla o koncentraci 0-3 mol 1" je
mozno ocekavat pfitomnost i nativniho proteinu, pfi
koncentraci 3-6 mol "' dochazi k ptechodu mezi nativni
a denaturovanou formou a pii koncentraci mocoviny vyssi
nez 6 moll"' bude zajisténa uplnd denaturace proteinu.
Postupy chemické denaturace mocovinou i guanidin hyd-
rochloridem byly provadény dle publikaci®***,

Je zndmo, Ze mocovina jako denatura¢ni ¢inidlo vy-
tvari vodikové vazby s -NH i —CO skupinami exponova-
nych peptidovych vazeb a oslabuje tak hydrofobni efekt,
jez je hlavnim ptispévkem ke stabilité¢ nativni struktury
proteinu. Dusledkem tohoto chovéni je pak rozvolnéni
nativni struktury proteinu. Denatura¢ni proces byl nejdiive
provadén na zaklad¢ literatury tak, ze byl insulin denatu-
rovan v prostfedi 30 mM MOPS pufru obsahujicim 8§ M
mocovinu a po 15 minutdch denaturace byl odsolen na
dialyzac¢ni kolonce. Vysledek vsak nebyl uspokojivy, pro-
toze oxidacni signal denaturovaného insulinu je znacné
niz§1 nez oxidacni signdl nativniho insulinu. Tento jev
mize byt disledkem odsoleni na kolonce, coz doklada
i publikace®, ktera tvrdi, Ze jakmile je mocovina odstrang-
na po denaturaci dialyzou, dochazi pisobenim vzdusného
kysliku k opétovné renaturaci proteinu a spontanné se
vytvaii sekundarni a terciarni struktura. Insulin, vzhledem
ke své velikosti, se ihned po denaturaci sbali, avsak tato
nove vytvorena struktura nemusi odpovidat struktuie na-
tivniho insulinu. Mize se vytvofit jakdkoliv nahodna ener-
geticky malo vyhodna struktura, zptsobujici znacné snize-
ni oxida¢niho signalu denaturovaného insulinu. Proto byl
pro dalsi zkoumani, po pfedchozim ovéteni, Ze mocovina
neni elektroaktivni na elektrodé, vyuzit postup bez odsole-
ni a insulin byl podroben denatura¢nimu procesu pfes noc.
A ukézalo se, Ze oxidacni signal denaturovaného insulinu
byl dle oc¢ekavani cca 2x vysSi ve srovnani s oxida¢nim
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signalem nativniho insulinu, coz by dokazovalo, Ze dojde
k uplnému rozvinuti fetézce do linearni podoby a elektro-
de¢ tak budou pristupné vsechny ctyii molekuly tyrosinu
(obr. 14)™.

Guanidin hydrochlorid jako denatura¢ni ¢inidlo ptiso-
bi podobné jako mocovina, tedy taktéz oslabuje hydrofob-
ni efekt zajistujici stabilitu nativni struktury proteint.
V tomto ptipadé byl vyuzit denaturacni postup dle publi-
kace®® (5M guanidin hydrochlorid v 0,1 M TRIS;
pH 7,4) s naslednym odsolenim denaturacniho Cinidla po
6 hodinach na Amicon kolonce a stejné tak, jako v ptipade
mocoviny, byl zaznamendn stejny charakter oxida¢niho
chovani denaturovaného insulinu. Proto byla i v tomto
pripadé, po ovéfeni elektrochemické neaktivity guanidin
hydrochloridu, provedena nésledna elektrochemicka ana-
lyza denaturovaného insulinu bez pfedchoziho odsoleni.

Chemickd denaturace insulinu byla zkoumdna také
pomoci spekter cirkularniho dichroismu. V tomto ptipadé
byl jako denaturacni ¢inidlo vyuzit 1,4-dithiothreitol.
DTT, znamy jako Clelandovo ¢inidlo, se vyuziva pro re-
dukei disulfidickych mustkd v proteinech. Samotny DTT
je také elektroaktivni, jeho redoxni potencial je —0,33 V pfii
pH 7. Srostoucim pH nad hodnotu 7 je jeho redukéni
schopnost omezena az se Uplné vytraci. Dobie se rozpous-
ti ve vodnych roztocich, ale i v nékterych organickych
rozpoustédlech a ma malou schopnost podléhat oxidaci
vzdusnym kyslikem. Chemicka denaturace insulinu (¢ =
20 pmol I'") v PBS (pH 7,4) probihala pomoci ptidavku
10 mM DTT. Jelikoz DTT sédm o sob¢ absorbuje v oblasti
vlnovych délek 200-208 nm a mize tak ménit tvar CD
spektra insulinu, byl denaturaéni proces sledovan pouze
v rozmezi vlnovych délek 208-250 nm, a tudiz nebylo
mozné vyuzit algoritmu BeStSel pro analyzu sekundarni
struktury. 'V pribéhu chemické denaturace dochazi
k postupnému nasyceni a na zdkladé vypoctu kinetiky
reakce se ukazalo, ze se jedna o kinetiku 1. fadu. Po 30
minutidch denaturace vSak dochdzi ke zlomu a kinetika
procesu se méni’>. Popsané denaturaéni studie jasné indi-
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kuji neustély dialog mezi experimentem, dosavadnim po-
znatkem a vlastni invenci.

7. Zavér

Nejvetsim pranim a piimo touhou analytického elek-
trochemika je ziskat pro dany analyt levny, pfenosny,
lehce obsluzny, citlivy a selektivni senzor. Aby vSechny
tyto atributy byly splnény také v ptipad¢ insulinu, jsou
posledni dva jmenované atributy velkou vyzvou, protoze:
1) detekéni limit pro insulin je velmi nizky a odpovi-
da jednotkam pikomolarnich koncentraci a 2) selektivita
v realném vzorku, kde je mnoho interferujicich latek, véet-
n& konkurujicich proteind, je ohroZena. Casto, a to nejen
v piipadé insulinu, se objevi rozli¢né strategie, jak celit
nizké citlivosti a nizké selektivité¢ senzoru. Duraz je kla-
den na ty parametry, znichz jsou uzite¢né informace
robustniho elektrochemického senzoru zna¢né podpofit.
I kdyz denné vychazi nespocet ¢lankd o novych citlivych
senzorech s pfislibem jejich perspektivni aplikace, jen
maloktery se skuteéné vyuzije. VEtsi mérou se tato skutec-
nost objevuje v oblasti biosenzorii, kde je propast mezi
navrzenymi a skute¢né pouzivanymi senzory jest¢ mar-
kantné&jsi.

Nas ¢lanek si v§ima elektrochemickych senzort, kte-
ré pro stanoveni insulinu vyuzivaji riznych nanokompo-
zitnich povrchovych modifikaci. Na navrhy senzort se
divame vice kriticky, ov§em bez zpochybnovani vysledk,
které mohou vést k dalsi zajimavé studii, k dal$im inova-
cim a k vysvétlenim jevu, jez dosud vysvétleny nebyly. Je
jasné, ze insulin pro svou oxidacni pfeménu potiebuje
podporu, to znamena byt aktivovan k ptenosu elektronti
a protont, snejvetsi pravdépodobnosti prostiednictvim
svého tyrosinu.

Za zamysleni stoji nékolik faktd, které by staly za
objasnéni, tj.: (a) rdzné citlivy oxidacni signal insulinu
v zavislosti na  povrchové modifikaci elektrody
(morfologie, chemismus); (b) oxida¢ni potencial volného
a vazaného tyrosinu nemusi byt zcela identicky; (c) vedle
tyrosinu mohou byt v insulinu oxidovany cysteiny a tfeba
i histidiny; (d) katalyza oxidace insulinu nanocésticemi
a nanokompozity v zavislosti na jejich slozeni a rliznych
pomérech slozek; (e) existence povrchové denaturace in-
sulinu; (f) odlisna konformace insulinu po chemické dena-
turaci v disledku odstranéni denatura¢niho ¢inidla pomoci
dialyzy.

Zavérem lze konstatovat, ze cesta uspéSné aplikace
nové navrzeného insulinového senzoru do klinické praxe
neni snadnd. Kazda analyza redlného vzorku vydava elek-
trodu (senzor) na milost slozkdm matrice a tento klicovy
moment je nutné u kazdého navrzeného senzoru individu-
alng fesit. Z hlediska insulinu, jehoz koncentrace se v real-
ném vzorku pohybuje v fadu pikomolarnich koncentraci,
je toto feSeni obzvlast’ narocné.
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Seznam zkratek a symbolu

BeStSel software (Beta Structure Selection)

CD cirkularni dichroismus

CHIT chitosan

CNT uhlikova nanotrubicka (carbon nanotube)

CNF uhlikové nanovlakno (carbon nanofiber)

DM diabetes mellitus

DSC diferen¢ni skenovaci kalorimetrie (differential
scan calorimetry)

DTT 1,4-dithiothreitol

ECL elektrochemiluminiscence
(electrochemiluminescence)

EDC 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) karbodi-
imid

GCE elektroda ze skelného uhliku (glassy carbon
electrode)

ITC izotermalni titra¢ni kalorimetrie (isothermal
titration calorimetry)

MIP molekularné vtistény polymer (molecular
imprinted polymer)

MOPS 3-(N-morfolino)propansulfonova kyselina

NHS N-hydroxysukcinimid

MWCNT  vicesténna uhlikova nanotrubicka (multi wall-
ed carbon nanotube)

NP nanocastice (nanoparticle)

PBS roztok fosfatového pufru (phosphate buffer
saline)

PeGE pentelkova grafitova elektroda (pencil graphi-
te electrode)

QDs kvantové tecky (quantum dots)

Tyr tyrosin

YASARA molekulové dynamika (Yet Another Scienti-
fic Artificial Reality Application)
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Metalothionein (MT) je nizkomolekularni intracelularni protein, jehoZ primarni funkci je udrzeni homeostazy tézkych
kovl v zivych organismech. Molekuldrni mechanismus exprese MT je velmi malo prostudovan. Nedavné vyzkumy ukazuji
na jeho vyznamny vztah ke karcinogenezi, spontdnni mutagenezi a i¢innosti protinddorovych 1é¢iv. Zvysena hladina MT je
studovana jako potencialni ukazatel zvySené metabolické aktivity u nadorovych onemocnéni. Elektrochemické metody jsou
vhodnym analytickym nastrojem pro detekci MT.

Za vyuziti elektrochemické analyzy (Brdi¢kovy reakce) byly studovany teplotné denaturované vzorky krevnich sér
pacientl s diagnostikovanym nadorovym onemocnénim. Ziskané voltamogramy byly vyhodnoceny jako plocha pod kiiv-
kou (AUC odpoveéd). Pro porovnani normalni a abnormalni hladiny MT bylo pouzito kontrolni sérum zdravych probanda
(n = 38) s pram&rmnym mnozstvim MT 2,2 ug "' a medianem 2,1 ug 1", Ve viech hodnocenych vzorcich krevnich sér paci-
enti s nadorovym onemocnénim (n = 228) bylo primémné mnozstvi MT 22,7 pgl™" a median 18,1 pgl”. Rozdil
(10nasobny) mezi skupinami byl statisticky vysoce vyznamny.

Ziskana data pilotniho experimentu naznacuji, ze hladiny thiolovych sloucenin, jako je MT, mohou mit u pacientil
s nadorovym onemocnénim klinicky potencial.

Klicova slova: metalomika, nadorova onemocnéni, jatra, slinivka, zlu¢nik, diagnostika, prognosticky marker, elektro-
chemicka analyza, Brdickova reakce

Uvod nokyseliny. V primarni sekvenci MT se vyskytuje 20
cysteinti obvykle v téchto repeticich: Cys-X-Cys, Cys-Cys

Molekularni podstata biologické funkce -X-Cys-Cys, Cys-X-Cys-Cys, kde X piredstavuje jinou
metalothioneini aminokyselinu nez cystein. MT se skladaji ze dvou vazeb-
nych domén (o a B). Kovalentni vazby atomt kovid se

Metalothioneiny (MT) patii do skupiny intracelular- ucastni sulthydrylové zbytky cysteint v klastrech (obr. 1).
nich, nizkomolekularnich, na cystein velmi bohatych pro- N-terminalni ¢ast peptidu je oznacena jako B-doména, ma
teint (obsah Cys az 30 % v molekule proteinu) o moleku- tfi vazebna mista pro dvojmocné ionty. C-termindlni
lové hmotnosti 6-10 kDa (cit."). Diky své vysoké afinité a-doména ma schopnost vyvazat Etyfi dvojmocné ionty
k tézkym koviim, napf. k zinku, médi nebo kadmiu, zajis- kovii. V pfipad¢ jednomocnych ionti kovii je MT schopen
tuji homeostatickou kontrolu a detoxikaci tézkych kovi vazat celkem 12 atomii*. MT jsou rozdgleny do tiid MT-I
u vyvojové rozdilnych organismi®. Bylo prokazano, Ze a MT-II s ohledem na jejich primarni strukturu a organis-
vazba kadmia na MT zabranila toxickym tu¢inkdm, ale mus, ze kter¢ho byly izolovénys. I. tfida zahrnuje savci
dochézelo ke zvySeni transportu kadmia do ledvin. Pro metalothioneiny tvofené 61 aZ 68 aminokyselinami
hodnoceni toxicity byl v piipadé ledvin prokdzan vyznam s molekulovou hmotnosti 67 kDa. Ve I tfid€ jsou zafa-

poméru Cd/Zn v MT (cit.%). Objev MT je datovan k roku zeny bakterialni MT, proteiny se vzdalenou podobnosti
1957, kdy Margoshes a Vallee izolovali MT z koiiskych kI tiid¢, kter¢ maji odlisné rozmisténi Cys zb};tkﬁ
ledvin®. V molekule MT nejsou piitomny aromatické ami- v molekule proteinu ve srovnani s I. tfidou MT (obr. 1)".
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Obr. 1. Pravdépodobné schéma struktury metalothioneinti (o a f doména) (A). Zelené kruhy zastupuji SH skupiny (cysteinylové
zbytky) a oranzové ¢tverce oznacuji vazané atomy tézkych kovii (zinek, kadmium, sttibro a dalsi). Ve vlozeném obrazku je obsah jednot-
livych aminokyselin v MT. Pravdépodobny vztah koncentrace MT k bunééné proliferaci (B). Po navazani MT na kov jsou uvolnény
transkripéni faktory, které dale ovliviiuji replikaci a transkripci genové informace MT. Transkripéni faktor naseda na MRE (metal-
responsive element) v promotorové oblasti MT-genu a spousti jeho transkripci. Upraveno podle Kigi, Schiffer 1988 (cit.") a z databaze
Swiss-Prot (ExPASy Molecular Biology Server, zdroj: http://www.expasy.ch).

Hladiny MT s potencidlnim vyuZitim v klinické
praxi

Sledovani zmény hladin MT u rGznych onemocnéni
&loveka se vénuje n&kolik vyzkumnych skupin’®. Sérové
hladiny MT byly u kontrolnich skupin zdravych osob ko-
lem 10 pg I'' (cit."”), u kufakd kolem 20-25 pg 1™ (cit.'®).
V piipadé zandtu byly hladiny zvySené nad 20 pgl”
(cit.'®). Ve slinach se hladina MT pohybovala mezi 50
a 100 ng 1" (cit."). Hladiny MT jsou ovlivnény prostie-
dim a fyzickou aktivitou". U pracovni expozice kadmiu se
hladiny MT v moéi pohybovaly v rozmezi 2-155 ng g’
modi, 2-11 ng g plazmy (cit.”"). Swierzcek a spol. studo-
vali hladiny MT v mo¢i po environmentalni kontaminaci
a zjistili 6-15nasobny néartist po expozici kadmiu®'. Pred-
poklada se, ze kadmium by mohlo souviset s nadorovou
transformaci. V prdci Wolfa a spol. byly analyzovany
vzorky moci pacienti snadory mocového méchyte
s diirazem na MT s vdzanym kadmiem. Ziskané vysledky
ukazaly, ze kadmium je prevazné vazano na sledovanou
MT frakci. Median koncentrace kadmia vazaného na MT
u kontrolni skupiny byl kolem 0,8 pg 1™, zatimco skupina
se zhoubnym nadorem vykazovala statisticky zvySenou
hladinu kolem 1,8 pg I"" (cit.”). U expozice rtuti se sérové
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hladiny MT pohybovaly od 0,5 do 1,5 pg 1™ (cit.*). Hla-
diny MT detegované metodou RIA se u kontrolni skupiny
pohybovaly v rozmezi 1-16 ng g séra/plazmy a 5-400
pg g kreatininu v mo&i**?’. Bylo zji§téno, e hladiny
MT maji souvislost se zménou fyziologické funkce led-
vin®"?. Zmény hladiny MT byly pozorovany také u jaterni
dysfunkce®. Milnerowicz a spol. pozorovali zvyseni ex-
prese MT u pankreatitidy a 1ze pfedpokladat, ze MT bude
hrat roli i v syntéze hormont pankreatu®’.

U pacientll se zhoubnym nadorem lze predpokladat
zvySeni hladiny MT’'*2. O hladinach MT u pacienti
s nddorovym onemocnénim neni pfili§ mnoho dostupnych
informaci®'****. Prehled o této problematice podavaji Si
a Lang'®. Je zndmo, Ze hladiny MT jsou ovlivnény hladi-
nami iontd t&Zkych kovi®. ZvySené mmnozstvi MT
v nadorovych burikach pravdépodobné souvisi s buné¢nou
proliferaci*****’. Studuje se zapojeni MT do procesu kar-
cinogeneze a spontanni mutageneze’® a vztah nadmérné
exprese MT a koncentrace protinadorovych 1é¢iv obsahu-
jicich ve své molekule kov*’. U pacientd s primarnim koz-
nim melanomem byla Weinlichem a spol. statisticky po-
tvrzena spojitost zvySené hladiny MT s progresi onemoc-
néni a Gmrtim pacientd na metastazy*’. Nadmérna exprese
MT je iniciovdna malignimi typy nadorti, coZ bylo zjisté-
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no napf. u karcinomu prsu*', koznich karcinoma*, hepato-
celularniho karcinomu® a karcinomi pankreatu44 .

Stanoveni MT

Prehled zakladnich analytickych metod stanoveni
metalothioneind je popsan v praci Sestakové®. Profesor
Brdicka a profesor Heyrovsky publikovali v ¢asopise
Nature informace o vyuziti polarografie pii diagnostice
nadorového onemocnéni*®™*®. Piedpoklada se, e thiolové
skupiny pfitomné v molekule metalothioneinti jsou odpo-
veédné za katalytické signaly vylucovani vodiku. Elektro-
chemickému stanoveni MT se vénovala fada experimen-
talnich studii®’. Podrobné studie provedla fada autora®*>*.
Thompson a Cosson popisuji elektrochemické signaly
ruznych proteint véetné aplikace metody na realné vzorky
Scylla serrata a Crassostrea gigas™. Ke stanoveni MT je
vyuzivano $iroké spektrum metod chemické analyzy™.
Nejcastéji se vyuzivaji elektromigraéni metody — gelova
akapilarni elektroforéza a chromatografické metody™.
Dale se vyuzivaji elektrochemické metody, mezi néz patii
diferen¢ni pulsni voltametrie (DPV) nebo derivaéni chro-
nopotenciometrie s konstantnim proudem (CPSA)*=7
Pomoci CPSA v kombinaci s technikou adsorptivniho
prenosu (AdTS) Ize stanovovat koncentrace MT na trovni
femtomolll ve velmi malych objemech (jednotky pl) vzor-
ku®®. Imunochemické metody (RIA a ELISA metody) jsou
presné a citlivé®. V klinické praxi se celkova koncentrace
MT deteguje nejcastéji imunohistochemicky s pouzitim
monoklonalni mysi protilatky E9 (cit.”). Pro analyzu MT
a interakci je také moZné vyuzit nanotechnologického
piistupu syntetizovanych zlatych nanoCastic (AuNPs)®'.
AuNPs s pseudoperoxidasovou aktivitou byly vyuzity pro
koncentraéni rozsah MT 10-50 nmol I"! (cit.*?), kdy MT
vytvat kolem nanog&astice proteinovou koronu® a mez
detekce se pohybuje kolem 1,5 nmol 17" (cit.*).

V nas$i praci se dlouhodobé snazime vyuzit elektro-
chemickych pfistupti pro potencidlni experimentalni vyu-
7iti v diagnostice vaznych onemocnéni’’™. Cilem této
prace bylo elektrochemické studium obsahu MT ve vzor-
cich krevniho séra a jejich zmén u pacientii se zhoubnymi
nadory jater, slinivky a zlu¢niku.

7y wr

Experimentalni ¢ast
Pouzité chemikalie

MT byl zakoupen od spolecnosti Sigma-Aldirch
(USA) a ostatni chemikalie pouzité pro analyzu byly za-
koupeny od spolenosti Merck (Darmstadt, Némecko)
v Cistot¢ p.a. Pro chemicko-biochemickou analyzu byly
vyuzity pracovni roztoky od spole¢nosti Siemens (USA).

Biologicky materiédl

Vzorky séra byly ziskany ze zbytkl séra jako smés
anonymnich vzorki pfed jejich likvidaci (FN Motol)

575

Chem. Listy 717, 573-580 (2023)

a jejich pouziti je v souladu s vnitfnimi predpisy. Vsechna
vysetfeni jsou v souladu se zdsadami Helsinské deklarace.
Kontrolni skupina byla vybrana podle dostupnych udaji
(n =38, vék 16 az 18 let). Pocetni zastoupeni biologickych
vzorkl (n = 228) jednotlivych kategorii podle mezinarodni
klasifikace nemoci je uvedeno na obr. 2. Byly sledovany
nasledujici kategorie: C250 (nador slinivky), C23, C241
(nadory zluéniku), C220, C222 (nadory jater). Pocetni
zastoupeni vékovych kategorii bylo sestaveno podle dopo-
ruc¢eni WHO. Nejpocetnéjsi skupinu tvoii pacienti ve vé-
kovém rozmezi 61-75 let, nejméné zastoupena je skupina
ve veku 19-30 let.

Ptiprava roztokl a vzorkd

Sbér vzorkl vendzni krve probihal na jednotlivych
oddélenich FN Motol a bylo ziskano ptiblizné 5 ml krve
do zkumavek Vacuette s akceleratorem hemokoagulace.
Naslednou centrifugaci (Avanti J-15R, Beckman Coulter
(USA) 1500 g, 10 min, 4 °C) bylo oddé¢leno krevni sérum
pro biochemickou analyzu. Individualni vzorky pro stano-
veni MT byly smichany s ultracistou vodou do zkumavky
(objem minimaln¢ 500 pl; v poméru fedéni 10krat). Na-
sledn¢ byl biologicky vzorek denaturovan (termomixer,
99 °C po dobu 20 min, zkumavka Eppendorf), poté byl
centrifugovan (po dobu 30 min pii 14 000 g, 4 °C, zku-
mavka Eppendorf). Pro elektrochemickou analyzu byl
pouZit supernatant.

Ptistrojové vybaveni

Elektrochemicka analyza

Elektrochemickd analyza byla provedena v tiielek-
trodovém zapojeni pomoci VA-Stand 663 (Metrohm,
Herisau, Svycarsko). Byla pouzita pracovni elektroda
HMDE s plochou 0,4 mm?, referenéni Ag/AgCl/3M KCl
a pomocna elektroda z uhliku (obr. 3A). Brdickiv zaklad-
ni elektrolyt obsahoval 1 mmol I Co(NH3)¢Cl; a 1 mol It
amonny pufr (pH 9,6). Teplota métici nadobky byla udr-
zovana na 5 °C. AdTS DPV parametry: po¢atecni potenci-
al —0,35 V, kone¢ny potencial —1,95 V, modulaéni cCas
0,057 s, potencialovy krok 1,05 mV ™!, modulaéni amplituda
250 mV. Postup byl proveden podle SOP a podrobné byla
nami modifikovana metodika popsana v pracich®>>"**. Pro
kalibraci MT byly pouzity koncentrace 100, 50, 25, 12, 6,
3, 1,5 ug ™. Pro vypoéet koncentrace MT z AUC vol-
tamogramut byla pouzita nasledujici rovnice: y (uC) =
12,07x (ug I'") + 70,9 (cit.%).

Chemicka analyza

Ultracista voda byla pfipravena na zafizeni ELGA
(Londyn, Spojené kralovstvi), pH bylo kontrolovano na
pH metru (VWR, USA). Pro chemickou analyzu vzorkl
byl pouzit analyzator Atellica Solutions CH 930 (Siemens,
USA) a Atellica Solutions IM (Siemens, USA), ktery vyu-
ziva mikroobjemovou  technologii  pro  fotometric-
ké analyzy. U vzorkl pacientll byly stanoveny koncentra-
ce Ca, Mg, Fe, P, glukosy, ALP, AST, ALT, GGT, LD,
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Obr. 2. Pocetni zastoupeni biologickych vzorki (n = 228) podle mezinarodni Kklasifikace nemoci C250 (nador slinivky), C23, C241
(nadory Zluéniku), C220, C222 (nadory jater) (A). Primérny vék (roky) u pacienti s danou diagnézou (B). Poletni zastoupeni
vékovych kategorii (podle WHO) pacientii s nadorovym onemocnénim. Nejpocetnéjsi skupinou je vékova skupina 61-75 let, nej-
méné zastoupena je skupina 19-30 let (C). Roziazeni analyzovanych vzorki podle pohlavi (D). Podet analyzovanych vzorku podle

diagnézy a zadosti o rychlost vySetieni (E).

amylasy, lipasy, celkového bilirubinu, mocové kyseliny,
mocoviny, kreatininu, cholesterolu, albuminu, celkové
bilkoviny, C-reaktivniho proteinu. U vybranych skupin
pacientl pak byly stanoveny vybrané nadorové markery: S
-100, PSA, CEA, CA 19-9, CA 72-4, CA 15-3, CA 125,
NSE. Pro detekci iontd Na, K, a CI bylo vyuzito integro-
vané multisenzorové technologie (IMT) na tisténych elek-
trodach.

Statistické a matematické vyhodnoceni

Veskera analyzovana data byla pfevedena do labora-
torni databaze QINSLAB a statisticky vyhodnocena.
Vsechny elektrochemické analyzy byly provedeny mini-
malné v péti opakovanich. Analytické parametry LOD
a LOQ byly vypocitany podle prace Hubaoux a Vos®.

Vysledky a diskuse

Zakladni elektrochemické chovani metalothioneinu

Elektroanalyza thiolovych sloucenin je dlouhodobé

studovéna a popsana v fadé praci mnoha autorg*’#5>%31:67-69,
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MT jsou charakteristické vysokym obsahem thiolovych
skupin, které jsou vhodnym cilem pro elektrochemické
sledovani****. Pro tyto analyzy bylo vyuZivano riznych
analytickych pristupti véetné¢ Brdi¢kovy reakce vyuzivajici
ionty kobaltu, niklu ¢&i platiny®*’®"2. Dlouhodobym cilem
pro rychlou diagnostiku riznych zhoubnych nadora je
intenzivni hledani novych pistupti a molekul*".

Analyza voltametrickych kfivek

V experimentu byla testovana hladina MT ve vzor-
cich sér pomoci Brdickovy reakce. Typické voltametrické
zaznamy jsou ukdzany na obr. 3. Jednim z nasSich cilti bylo
vyhodnoceni ziskanych voltametrickych kiivek (urceni
ploch pod kiivkou, AUC). Pro tento ucel byla
v laboratorni databazi vytvofena matematickd funkce.
U ziskanych voltamogramii byla vyhodnocena AUC ve
Ctyfech nami navrzenych zénach (zéna od —0,6 V do-1,0 V,
druhd od-1,0 Vdo-1,3 V, tieti od -1,3 V do -1,6 V
a ctvrta zéna od —1,6 V do —1,95 V). Ziskané AUC pro
jednotlivé zony ukazaly nejlepsi zavislost na koncentraci
pro zénu 2 a 3. Zaznamenané AUC odezvy jednotlivych
z6n narustaly v zavislosti na mnozstvi aplikovaného vzor-
ku. Stanovené relativni chyby v mezidennim stanoveni
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Obr. 3. Priprava biologického vzorku pro analyzu (A): Odebranych 10 pl zfedime 990 pl ultracisté vody. Vzorek je denaturovan
pti 99 °C po dobu 30 minut. Nasleduje centrifugace pii teploté 4 °C, po dobu 30 minut. Vlastni elektrochemické méfeni (DPV, Brdi¢kova
reakce, pocatecni potencial: —0,35 V, kone¢ny potencial: —1,95 V, modulaé¢ni ¢as 0,057 s, potencialovy krok: 1,05 mV/s, modula¢ni am-
plituda: 250 mV). Typické voltametrické zaiznamy vzorku krevniho séra kontrolni skupiny (A) a pacienti s diagnézou C23, C241,
C250, C222 a C220 (B). Voltamogramy ukazuji tii katalyticka maxima (pik 1, 2 a 3). Data vyhodnocena jako plochy signalti pod kiivkou
(AUC). DP voltamogram biologického vzorku s redoxnim signalem RS2Co a katalytickymi signaly Catl, Cat2 a Cat3. Bylo davkovano

100 pl vzorku do 5 ml zakladniho elektrolytu.

MT se pohybovaly v rozmezi 2040 % (cit.>’*"%). Vyse
uvedeny postup a matematické vyhodnoceni jsme se roz-
hodli aplikovat na elektrochemickou analyzu vzorkd sér
u pacientl. Ziskany vzorek byl pfipravovan podle nami
optimalizovaného postupu (obr. 3A). Pfipraveny vzorek
byl ihned elektrochemicky analyzovan a byl ziskan typic-
ky voltametricky signal s katalytickymi signaly Catl
(pik 1); Cat2 (pik 2); Cat3 (pik 3). Na obr. 3B jsou ukaza-
ny typické voltametrické signaly vzorkll sér pacientil
s diagnostikovanym nadorovym onemocnénim (C23,
C241, C250, C222, C220). Povedli jsme také modifikace
vychozi metody pfipravy vzorku zménou rtiznych faktori
méfeni. Teplota denaturace je klicovym bodem pro piipra-
vu vzorku. Ve vétsin€ praci je k denaturaci vzorku pouzi-
véana teplota kolem bodu varu®>"*. V ziskané zavislosti
AUC signali mizeme pozorovat efekt teploty denaturace
biologického vzorku. Nedenaturovany vzorek poskytuje
elektrochemické signaly vSech elektroaktivnich slozek
obsazenych v biologickém vzorku. U teploty kolem 50 °C
jsme pozorovali pokles signalt, pravdépodobné spojeny
s denaturaci vétsiny bilkovin ve vzorku. U dal$ich denatu-
racnich teplot doslo k postupnému nardstu signalu mezi 70
a 80 °C. Lze ptedpokladat, ze pravdépodobné dochazi ke
zménam struktury protein. V procesu tepelné denaturace
bilkovin je k dispozici vice aminokyselinovych zbytkt
interagujicich s povrchem elektrody. U vyssich denaturac-
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nich teplot byl pozorovan nevyrazny pokles AUC sledova-
nych signalti. Zména potenciali jednotlivych signalt ne-
byla pfili§ vyraznd. Samoziejmé& s piidavkem vzorku
(mnozstvi analytu) jsou zmény jednotlivych signald typic-
ké a dochazi k posunu potencidlu katalytickych signald,
predeviim piku 3. Cas vlastni denaturace nema piilis vy-
razny vliv na zmény voltamogramu.

Spojitost nadmérné exprese MT s nadorovym
onemocnénim

V poslednich letech je studovana nadmérna exprese
MT u ridznych nadori. Jedna se o expresi dvou isoforem
MT (konkrétné MT-1a a MT-2a). Nadmérna exprese téch-
to MT isoforem je pfevazné spojena s malignimi nadory
a je studovéana jako novy prognosticky marker’®”’. Je zna-
mo, ze zhoubné nadory (jater, slinivky a Zlu¢niku) maji
$patnou prognézu dlouhodobého pieZiti.

V nami zkoumaném souboru bylo analyzovano 228
vzorkl pacientt (C220 11 %, C222 19 %, C241 14 %,
C23 5%, C250 51 % (obr.4). Asi 30 % analyzovanych
vzorkll pacientli bylo analyzovdno v rezimu statim. Ze
ziskanych AUC voltamogrami jsme urcili koncentrace
MT ve vzorcich. Bylo provedeno porovnani voltamogra-
mu vzorkl kontrolni skupiny a pacienti. Primérna kon-
centrace MT u kontrolni skupiny (z = 38) byla 2,2 + 0,6
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jsou uvedeny v Casti Material a Metody.

pg 1" s medidanem 2,1 pg I''. Primé&ma hladina MT u sku-
piny pacienti s diagnostikovanym zhoubnym nadorem
(n= 228) byla asi 10krat zvySena (22,7 + 11,7 pg I
s medianem 18,1 pg1™"). Rozdil mezi kontrolni skupinou
a skupinou pacientll byl statisticky vysoce priikazny (P =
0,000001)**7*. ROC kiivka ukazuje velmi dobrou citlivost
a specificitu stanoveni MT na nami analyzovaném soubo-
ru pacient (obr. 4). Na obr. 4B je zobrazen frekvencni
diagram hodnocenych vzorku. Jak je zfejmé, vétSina hod-
nocenych vzorki se pohybovala v oblasti koncentraci me-
zi 10 a 20 pg I™". Na obr. 4C jsou shrnuty ziskané vysled-
ky hladiny MT u pacientd se zhoubnymi nadory
v krabicovych grafech: C23 (n = 25) s primérem 24,3 + 11,2
pg ' (median 11,6 pgl™); C220 (n = 34) s primérem
253 £ 13,8 pgl' (median 18,3 pgl™); C250 (n = 76)
s pramérem 20,3 + 9,3 pg I (median 17,3 pg1™); C241
(n = 49) s primérem 24,9 + 14,3 pg "' (median 17,5 pg1™");
C222 (n = 44) s pramérem 22,3 + 10,2 pgl"' (median
18,8 ug I'"). Jak je na t&chto vysledcich ziejmé, byla vétsi-
na vysledkt stanovené hladiny MT u pacientd s nadory
€220, €250, C241 a C222 pod 20 pg 1. Ve skupiné paci-
enti C241, C222, C220 i C250 byly pozorovany velmi
vysoké hladiny MT nad 50 ug ™. Provedena korelagni
analyza mezi vybranymi analyty krevniho séra (uvedeny
v ¢asti  Material) a MT ukéazala silnou korelaci
s nadorovym markerem CA19-9 (r = —0,979). Byl proka-
zan vztah mezi vybranymi jaternimi enzymy: ALT (r =
0,594); AST (r=0,513) a ALP (r = 0,560) a hladinou MT.
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Zavér

V této praci jsme se snazili poukazat na vyuziti elek-
troanalytického stanoveni metalothioneinti v krevnim séru
pacientli se zhoubnym nadorem. ZvysSena hladina MT
v séru u pacientil by mohla byt novym markerem progrese
u nadorového onemocnéni. U pacientll s nadorovym one-
mocnénim byly hladiny MT zvySeny vice nez desetkrat
v porovnani s kontrolni skupinou. V navazujici experi-
mentalni praci bude sledovana zména hladiny MT
u primozachytd v pribéhu onemocnéni a probihajici
1é¢by. Velmi vysoké hladiny MT (nad 50 ug 1™") by mély
byt dale velmi peclivé studovany s vazbou na pribéh one-
mocnéni. Z vySe uvedeného vyplyva, ze by se MT mohl stat
také vhodnym terapeutickym cilem u fady onemocnéni.

Prace byla reSena jako soucdast projektu Liga proti
rakoviné Praha a EURO-CHOLANGIO-NET: The Euro-
pean Cholangiocarcinoma Network (CA18122). Nase
velké podékovani patii panu RNDr. Josefovi RiiZickovi za
wytvareni laboratorni databdze a algoritmii pro vyhodno-

covani experimentdlnich dat.

Zkratky

MT metalothioneiny

SH sulthydrylova skupina
GIF ristovy inhibi¢ni faktor
MTF-1 metal transkripcni faktor
MRE metal responsive element
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DPV diferen¢ni pulzni voltametrie

AdTS CPSA adsorptivni pfenosova technika kombinova-
na s chronopotenciometrickou rozpoustéci
analyzou za konstantniho proudu

ELISA enzymova imunoanalyza

R.S.D. relativni standardni odchylka

AUC plocha pod kiivkou

ALT alaninaminotransferasa

AST aspartataminotransferasa

ALP alkalicka fosfatasa

CA 19-9 nadorovy marker ze skupiny glycidovych anti-
genti. Neni nadorové ani organove specificky

SOP standardni opera¢ni postup
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L. Melich®?, M. Foftova®, B. Hosnedlova®,
J. Podhajsky”, O. Rychly’, J. Werle’, K. BureSova’,
L. VyslouZilova®, K. Dunovska®, E. Klapkova®,
K. Kotagka®, J. Cepova®, B. Jedlitkova®, O. Stépankova®,
R. Prasa?, and R. Kizek® (“ Department of Medical
Chemistry and Clinical Biochemistry, Second Faculty of
Medicine, Charles University in Prague and Motol Uni-
versity Hospital, Prague, " BIOCEV, First Faculty of Me-
dicine, Charles University, Vestec, ¢ Department of Bio-
medical Engineering and Assistive Technology, Czech
Institute of Informatics, Robotics and Cybernetics, Czech
Technical University, Prague, Czech Republic): Study of
Metallothionein Levels in the Serum of Patients with
Malignant Tumour

Metallothionein (MT) is a low molecular weight in-
tracellular protein, the primary function of which is to
maintain the homeostasis of heavy metals in living organ-
isms. Only a few research has been carried on the topic
molecular mechanism of MT. Recent research points to its
significant relationship to carcinogenesis, spontaneous
mutagenesis, and the effectiveness of antitumor drugs.
Increased level of MT is studied as a potential indicator of
increased metabolic activity in cancer. Electrochemical
methods are a suitable analytical tool for MT detection.
Temperature-denatured blood serum samples of patients
diagnosed with cancer were studied using electrochemical
analysis (Brdi¢ka's reaction). The obtained voltammo-
grams were evaluated as the area under the curve (AUC
response). To compare normal and abnormal MT levels,
control serum of healthy probands (» = 38) with an aver-
age MT amount of 2.2 ug L™, median 2.1 pg L™ was
used. In all evaluated blood serum samples of cancer patients
(n = 228), the average amount of MT was 22.7 pg L', and
the median was 18.1 pg L', The difference (10-fold) be-
tween groups was highly statistically significant. The data
obtained from the pilot experiment suggest that the levels
of thiol compounds such as MT may have clinical poten-
tial in cancer patients.

Keywords: metallomics, cancer of the liver, pancreas, gall
bladder, diagnosis, prognostic marker, electrochemical
analysis, Brdicka's reaction
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Huminové latky (dale jen HS; Humic Substances)'
jsou latky, které jsou znamy a vyuzivany pro svou vyso-
kou chemickou a biochemickou aktivitu, nebot jsou
schopny svou pfitomnosti vyrazné€ ovliviiovat mnohé che-
mické a biochemické procesy. Struktura, chemické a fyzi-
kalni vlastnosti a biologicka aktivita HS jsou stale predme-
tem intenzivniho vyzkumu. Tyto parametry jsou zavislé na
puvodu HS a zpisobu jejich izolace z vychozich
(ptirodnich) surovin. Pro HS existuje ur€ité sjednocujici
hledisko (jednd se o makromolekularni slouceniny, fada
shodnych funkénich skupin, rozpustnost v alkalickém pro-
stiedi a omezena rozpustnost v kyselém prostedi, schop-
nost vazani vicemocnych kationtii atd.), ale existuje téz
fada kvalitativnich parametr (strukturnich, fyzikalnich,
chemickych, biologickych atd.), v nichz se HS lisi, jako
divody jsou bud’ ptivod z rtiznych piirodnich zdroji nebo
uziti riiznych postupi jejich piipravy.

Obecné je mozno fici, ze dosavadni vyzkum vyuziti
HS je zalozen pfevazné na empirické bazi. Diivodem jsou
chybéjici komplexni znalosti o strukturnich parametrech
HS. Tim je pomérné zna¢né omezeno vyvozovani exakt-
nich zavért a prognoz o principech jejich ptisobeni v bio-
chemickych a chemickych procesech.

Vyznamnym zdrojem HS jsou kaustobiolity — raseli-
na, lignit a zejména zoxidovanad mlada hnéda uhli, tzv.
oxyhumolity. V Ceské republice jsou jedny z nejkvalitngj-
Sich oxyhumolitd na svété. Molekulova hmotnost HS se
pohybuje v rozmezi 2 000 az 200 000 g mol™. Zpravidla
byvaji v ptirodnich surovinach hlavni slozkou HS humové
kyseliny (dfive huminové, dale jen HA), vedlejsi slozkou
fulvové kyseliny (diive fulvokyseliny, dale jen FA). FA
jsou ve vodé rozpustné, HA jsou ve vodé jen omezené
rozpustné a jejich rozpustnost stoupa se zvysujicim se pH.

HS jsou tvofeny fadou stavebnich jednotek, pti¢emz
vedle vétsich fragmentt ligninu, polysacharidi, jednodu-
chych cukrti a proteinti maji ve svych molekulach prede-
v§im aromatické polykarboxylové kyseliny, struktury se
skupinami —OH, chinony, heterocykly obsahujici O a N
a ruzné aminokyseliny. Tyto ¢asti molekul jsou propojeny
ruznymi mustky (—O—, -NH-, -N=, -CH,—, -C(=0)—, -S—
a také del$imi uhlovodikovymi fetézci), jejichZz mnozstvi
je ve velmi rozdilném poméru.

Chem. Listy 717, 581-584 (2023)
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Chemicka struktura pfirodnich HA je velmi slozita.
Strukturni vzorce, resp. Casti strukturnich vzorctd, jsou
konstruovéany na zékladé kvantitativniho stanoveni zéklad-
nich stavebnich jednotek a funkénich skupin. Wilson®
publikoval 8 komplexnich fragmentd, které predpoklada
ze studii huminovych latek z jthovychodni Georgie pomo-
ci NMR. Pro HS pochazejici z ptirodnich zdroj v CR
nebyla dosud takova studie provadéna, 1ze vSak predpo-
kladat vysoky stupeti podobnosti.

Obsah karboxylovych a fenolovych hydroxysku-
pin, tzv. aktivniho vodiku, se u HS pohybuje v rozmezi
3 az 10 meq g ' v zavislosti na piivodu uhlikaté suroviny
a zpusobu jejiho zpracovani. Pfitomnost chinoidnich sku-
pin vysvétluje schopnost HS vazat aminokyseliny, napf.
vodikovou vazbou. V chemickych a fyzikalnich procesech
se uplatiiuje schopnost HS vazat velmi ochotné ionty
a plyny s volnymi elektronovymi pary. HS se chovaji diky
svym karboxylovym a kyselym fenolickym funk&nim
skupindm jako slab& kyselé katexy s vysokou vyménnou
kapacitou. Pevnost vazby anorganickych kationtd na HS
se vyrazng lisi a je ovlivnéna mocenstvim a velikosti hyd-
rata¢nich oball kationtt.

Castice obsahujici HS maji velky vnitfni povrch,
jehoz dutiny jsou vzajemné pospojovany kanalky, ve kte-
rych se zachycuji ionty i molekuly. Ty jsou zde vazany
nekovalentnimi interakcemi. Sorp¢ni vlastnosti umoziuji
HS vytvaret velmi stabilni agregaty s jily, napt. bentonity
a zeolity. Humaty alkalickych kovi jsou dobie rozpustné
ve vode.

Vzhledem k jejich komplexni struktufe jsou data
o jejich biologickych tcincich omezena, piesto ale ukazuji
na fadu zajimavych efektt. V roce 2000 schvalil Center
for Food Safety and Applied Nutrition (US Food and Drug
Administration — FDA) humifulvat (produkt ziskavany
alkalickou extrakci raseliny téZzené v oblasti Balatonu)
jako bezpecné dietetikum (Dietary Ingredient) a povolil
prodej t&chto preparati ve Spojenych statech®. Podobné
latky jsou k dispozici jako dietetika také ve vétSiné statd
Evropy. Jedna se obvykle o humat (humifulvat) draselny
nebo jeho chelat s fadou dalSich stopovych prvkd. Evrop-
ska unie povolila pfidavani humové kyseliny a jeji sodné
soli do krmiv pro vSechny druhy zvifat urenych

https://doi.org/10.54779/ch120230581
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k produkci potravin®, piipadné jako hnojiva a padni pi-
pravky>®. HS se uplatiiuji i v medicing a kosmetice’.

Huminové latky (HS) nejsou prozatim, stran nomen-
klatury, kodifikovany na zakladé nazvoslovnych doporu-
¢eni [UPAC. Pokud se obratime na anglictinu, ktera je do
znaCené miry kodifikovana zapisem nazva do registru
CAS, uvidime zde terminy: humic substances (HS), hu-
min, humic acids (HA), fulvic acids (FA), fulvinic acid,
fulvonic acid, fulvic acid a fulvic substances. Ale ani tam
to neni jednoduché a neni to vSak jednoduché ani
v Eeiting®.

Podivejme se nejprve na anglické terminy. Internatio-
nal Humic Substance Society (IHSS) pouziva terminy
Humic a Fulvic Acids’. Pokud se ty&e strukturnich pied-

vvvvvv

predstavu, z jakych komponent se dané latky mohou skla-
dat.

citovana vice nez 25 000x, ale jeji CAS RN 479-66-3 jen
1200x v pracich, které maji vztah k raselin¢ a rozkladnym
produktiim rostlin. Je spojovana s latkou se systematickym
nazvem 4,10-dihydro-3,7,8-trihydroxy-3-methyl-10-oxo0-
-1H,3H-pyrano4,3-b1benzo-pyran-9-karboxylova kyseli-
na. PubChem spojuje termin fulvic acid s vySe popsanou
latkou a ukazuje na 1820 praci a 793 patentd.

4,10-dihydro-3,7,8-trihydroxy-3-methyl-10-oxo-1H,3H-
-pyrano4,3-b1benzo-pyran-9-karboxylova kyselina

Podivejme se i na nizvoslovné piibuzné terminy.
Fulvinic acid (necic acid, 2,4-dideoxy-2,4-dimethyl-3-C-
-methylxylarova kyselina) je registrovana pod CAS RN
41478-07-3.

O _0

OH OH OH
2,4-dideoxy-2,4-dimethyl-3-C-methylxylarova kyselina

Tato latka je v CA uvadéna v 17 pracich, z nichz
znaéna ¢ast ma souvislost s pidou a huminovymi latkami.
Termin fulvinic acid v PubChem vede na strukturu a nazev
fulvic acid.

Fulvonic acid (CAS RN 11029-39-3, bez struktury
a blizsi definice) se vyskytuje v CA v 9 pracich, z nichz
nekteré maji vztah k raseliné a rozkladnym produktim
rostlin. V' PubChem termin fulvonic acid zobrazuji
3 madarské patenty souvisejici s rozkladem rostlinného
materialu.

Termin fulvic acids je registrovan jako CAS RN
308066-67-3, bez blizsi definice a neni k nému pfifazen
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zadny dokument. Fulvic acids vede v PubChem na 758
praci a 45 patentil.

Fulvic substances téz jako CAS RN 308066-67-3,
Oxi-fulvic acid, Soil organic matter, a neni k nému pfira-
zen zadny dokument. V PubChem vede tento nazev na
20 citaci, souvisejicich s rozkladem rostlinného materialu.

V literatufe se vyskytujici termin fulvo acid neni
v CA registrovan, protoze je zkracovan na FA a tyka se
huminovych latek; usuzujeme, Ze je ekvivalentem ¢eského
fulvokyseliny.

CAS RN 1561845-42-8 ma piidélen termin fulvol
acetate s jednou citaci, ptficemz fulvol registrovan neni
a ten, ktery je soucasti fulvol acetate, je norseskviterpen.

Termin humic acids ma CAS RN 1415-93-6 (ulmic
acids, soil organic matter, humic acid, humic substances)
a neni k nému ptifazen zadny dokument. Termin je popi-
sovan jako: The brown polymeric product from the decom-
position of organic matter, particularly dead plants. This
combination of polymers may contain aromatic and hete-
rocyclic structures, carboxy groups, and nitrogen. Termin
je vSak obsazen v 54 registracich CAS jako soucast smési
a vede na 4062 citaci. Humic acid vede v PubChem na
CAS RN 308067-45-0, které v CAS vede na termin humic
acids, nitro-, nitrohumic bez ptitfazenych citaci.

V PubChem je reprezentovan jako 2-nitrobicyklo-
[2.2.1]hept-5-en-2,3-dikarboxylova kyselina s 5630 cita-
cemi a 2426 patenty.

)
_\OH
NS

N

,

HO\
0

2-nitrobicyklo[2.2.1]hept-5-en-2,3-dikarboxylové kyselina

Pod terminem humin(s) najdeme v CA 7363 ¢lankd,
termin ale nema CAS RN a neni definovan.

V cestiné nalezneme pro huminové latky fadu, po-
tazmo, degenerovanych a z letmého piekladu z anglictiny
vzniklych nazvi. Nalezneme nazvy jako fulvokyseliny,
kyselina fulvicka, fulvicova, fulvinova, fulvonova, fulvo-
va aj., podobné nalezneme nazvy jako huminova, humova
kyselina a to v dilech lidovych i akademickych.

Terminologie pldnich latek je samoziejmé staré¢ho
data. Zabyval se ji jiz Amerling v roce 1854 (cit.", obr. 1)
a pokousel se dat ¢eské terminologii urcity fad a souznéni
s nazvoslovim némeckym.

Piejdéme tedy k nazvoslovnému doporuceni, které
vychazi z anglického Humic a Fulvic Acid a z rozdéleni
huminovych latek podle barvy a rozpustnosti'’. Alkalicky
extrakt pidniho vzorku budiz tmavohnéda ,,smés humino-
vych latek™ a nerozpustny podil pak erny ,.humin“ (lat.
humus — pida). V kyselém prostfedi nerozpustna cast
smési huminovych latek jsou pak cernohnédé ,,humové
kyseliny“. Podil v alkoholu rozpustné minoritni slozky
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Jestli Ze jsme pochopili, jek prst povelévd, tedy
snadno nahlidneme, Ze jest to smés rozlitno-stupennich
rozloudenin hmet Zivodogyoh; prel den co den se méni,
vodik uebézi a i uwhlik v zplisobd vody a uhelce.

Dottené rozlifné stupnd sluji jilmovina (1nun),
pretovina (Dumin), jilmovioeo (Wminfiure), prslovinec
(Haminfaure), zemékys (Geinfiure), zidlee (Duellfiure),
ssedlines  (Duclifafdure) , a v tomtéz porhdku Jedna
hmota z drubé se tvoii; 2 posledni kysy rozlekaji ve
vode a jsow dilem phitinoo, Ze voda bahnald a rybni barvu
iluton neb hnddom ma; 3 kysy predehézejici rozitekaji
toliko tenkrate, kdy: k vodd firaviua se phida; ulmin a
humin ani vodeu ani firavinami rozpustiti se nedaji.

 Protoi tim slovem prel mysleme si emés hnddych
dilem rozpusinyeh, dilem nerozpustnych, dilem kyseljch,
dilem obojetnyoh tlejicich hmot, jent ve vzduchu, svélle
a vlhko neustdle dile se rozlotuji a pti tom whiec &
whlicitec a vodu vydavaji,

Obr. 1. Amerlingiiv text o pidnich latkach

humovych kyselin je smés ,,hymatomelanovych kyselin®,
které jsou hnédé se zlutym naddechem. V kyselém prostiedi
rozpustna ¢ast smési huminovych latek jsou pak ,,fulvové
kyseliny*, jez jsou zluté az hnédozluté (lat. fulvus — hné-
dozluty). Doporucujeme termin fulvové kyseliny i tam,
kde je dnes pouzivan termin fulvokyseliny. Doporu¢enim
terminu humové a fulvové se snazime udrzet souvislost
s anglickymi terminy humic a fulvic. Zdiraziiujeme pouzi-

tim mnozného ¢isla i fakt, Ze se jedna o smési latek, je-
jichz chemické slozeni miize byt proménlivé, a to i piesto,
ze maji registracni ¢isla CAS.

Toto nazvoslovné doporuceni vychazi z per ¢lent
nazvoslovné komise pro organickou chemii CSCH (OP
a PD) a celozivotniho specialisty na dotéenou oblast (JK)
a predpoklada, alesponn pro ceStinu, utfidéni nazvoslov-
nych termint.

Huminové latky
{alkalicka extraxce phdniho vzorku)

¥

Humin
{w alkaliich nerozpustry podil)

¥

V alkaliich rozpustny podil je

okyselen

¥

Humowé kyseliny
(nerozpustny podil po akyseleni)

Fulvové kyseliny
[rozpustné v kyszlém prostiedi)

Schéma 1.
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Clanek charakterizuje existujici nevyuzivané primyslové plochy, tzv. brownfieldy, z hlediska jejich aplikovatelnosti
pro vyrobu vodiku, se zaméfenim na elektrolytickou vyrobu vodiku. Clanek také odhaduje budouci plochy brownfieldi pro

zajisténi vyroby vodiku v CR.

Klicova slova: brownfield, vodik, elektrolyza, obnovitelné zdroje energie

Obsah

1. Uvod
2. Charakterizace brownfieldi
2.1. Dopravni konektivita brownfieldi
2.2. Sitova vybavenost a datova konektivita
brownfielda
2.2.1. Distribuéni sit’ elektrické energie
2.2.2. Vytapéni
2.2.3. Chlazeni
2.2.4. Vodovod
2.2.5. Kanalizace
2.2.6. Datova konektivita
2.2.7. Zdroj elektiiny
3. Databaze brownfieldi v CR

4. Potiebna plocha brownfieldd v CR
5. Zavér
1. Uvod

Vyroba nizkoemisniho vodiku a rozvoj vodikovych
technologii jsou kli¢ové pro snizovani emisi sklenikovych
plyni v energetice, primyslu a dopravé. Predkladana pu-
blikace je zaméfena na charakterizaci primyslovych ploch,
tzv. brownfieldli a na navrh kritérii pro vybér vhodné loka-
lity pro vyrobu vodiku, ptedev§im technologii elektrolyzy
vody. Elektrolyticka vyroba vodiku je nenaro¢na z hlediska
pozadavkd na vybavenost lokality. Ve spojeni s nizko-
emisnim zdrojem energie, jako je fotovoltaickd elektrarna
(FVE), produkuje elektrolyza nizkoemisni vodik.

Podle Vodikové strategie Ceské republiky' se odeka-
va budouci zna¢ny vyznam a rozvoj elektrolytické vyroby
vodiku jako zaména za fosilni paliva. Této technologii je
zde vénovana zvySena pozornost pro moznosti vyuZziti
potencialu stavajicich brownfieldu.
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2. Charakterizace brownfieldu

Brownfieldy je mozné definovat jako nemovitosti,
které jsou moraln¢ zastaralé a jiz se nevyuzivaji, jsou za-
nedbané anebo mohou byt (chemicky, biologicky, popf.
radia¢n€) kontaminovany. Nemovitost mize tvofit samot-
ny pozemek, objekt, areal, soubor primyslovych areala ¢i
zemédélska tizemi. Brownfield obvykle vznika jako pozi-
statek pramyslové, zemé&délské, rezidenéni, vojenské ¢i
jiné aktivity a byva v nedostate¢né vyuzivaném stavu nebo
odstaven a zakonzervovan. Potom nelze brownfield vhod-
n¢ a efektivné vyuzivat. K opétovnému pouzivani brown-
fieldu je nutna jeho regenerace ¢i revitalizace, jejimz ci-
lem je odpovédné zachazeni s pidnim fondem, zabranéni
znehodnocovani kvalitni zeméd€lské pudy a naopak
vdechnuti nového zivota starym primyslovym arealim.
Zakladni parametry pro vyuzitelnost brownfieldu pfedsta-
vuji dostupnost a konektivita mista.

2.1. Dopravni konektivita brownfieldi

Brownfieldy jsou obvykle dobfe dostupné pro silni¢ni
dopravu, nékdy maji také formalné nebo pIn¢ funkéni
zelezni¢ni vleCku, poptipad¢ piistav. Prostor brownfieldl
1ze vyuzit bud’ pro vyrobu vodiku jako paliva, pro plnéni
vodiku do vozidel nebo pro oba ptipady soucasné. Do-
pravni konektivita je jednim ze zésadnich aspektl, pokud
nebude vytvaren samostatny ,,0strovni“ vyrobni systém,
ktery predstavuje vyrobu a spotfebu vodiku v jednom
misté. Zaroven je lokaliza¢nim faktorem také blizkost
dalsich vyznamnych piepravnich tras, aby byl zajistén
odbyt vodiku pro dopravu.

Podle Vodikové strategie Ceské republiky' se oceka-
va, ze velmi vyznamna cast vodiku bude spotfebovana
nakladni dopravou. Z tohoto divodu je pro brownfield
klicové umisténi pobliz frekventované silnice, idedlné

https://doi.org/10.54779/chl120230585
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u dalnice nebo silnice 1. tridy, frekventované silnice
IL. tfidy nebo u méstskych aglomeraci. Vyroba vodiku
pfimo v misté brownfieldu vyrazné snizuje vzdalenost pro
prepravu vodiku a s ni spojené finan¢ni naklady, emise
prepravy a uhlikovou stopu.

Pro vyuziti plochy brownfieldu pro transport vodiku
je vhodna existence zelezni¢ni vlecky. Pfi jeji pfitomnosti
existuje moznost vyuziti pro plnéni vodikovych vlakovych
souprav nebo posunovacich lokomotiv, pokud se v bliz-
kosti nachéazi neelektrifikovand trat. Pro import nizko-
emisniho vodiku z oblasti Severniho mote lze v CR teore-
ticky uvazovat o lodni dopravé po splavnych tsecich Labe
a o vyuziti nepouzivanych ploch v pfistavech na této trase.

2.2. Sitova vybavenost a datova konektivita
brownfieldu

2.2.1. Distribucni sit elektrické energie

Piistup ke zdroji elektfiny ma zdsadni vyznam pro
vyuzitelnost brownfieldu. Elektfina milze pochazet
z lokalniho zdroje, napt. FVE nebo z distribu¢ni sité elek-
trické energie.

V piipadé elektrolytické vyroby vodiku z vody se
predpoklada, ze nejvétsi podil spotieby elektrické energie
(. elektfina pro elektrolyzu) nebude pochazet
z distribucni sité, ale zlokalnitho nizkoemisniho zdroje,
jako je napt. FVE, bioplynova stanice, vodni, poptipadé
vétrna elektrarna nebo geotermalni energie. Zaroven se
predpoklada, ze dodavky elektfiny z obnovitelného zdroje
elektfiny (OZE) mohou mit pferusovany provoz, a proto
nedojde k plnému odpojeni brownfieldu od distribucni
elektrické sité pro zachovani stability dodavek pro regu-
lacni a pomocné prvky, které je z mnoha divodt vyhodné
provozovat kontinudln¢ a pro které postacuje zlomkové
mnozstvi elektrické energie oproti elektrolytickému proce-
su. Vyhodou zde nastinéného uspotradani je prakticky upl-
na absence poplatki za distribuci elektrické energie pfi
vyrob¢ vodiku a zaroven kontinualni dodavka nezbytného
mnozstvi elektrické energie pro regulaéni a pomocné prv-
ky. Uplného oddéleni od distribucni sité (ostrovni systém)
lze dosahnout instalaci dostate¢né dimenzované akumula-
ce elektiiny, ktera vSak investicnimi naklady vysoce presa-
huje kombinaci elektiiny z OZE pro elektrolyzu doplné-
nou o elektfinu z distribu¢ni sité pro regulacni prvky.

V piipadé lokalnich OZE je také mozné uvazZovat
o nadvyrob¢ elektrické energie. Prodej prebytku elektrické
energie z OZE do distribu¢ni sité¢ je obvykle usnadnén,
pokud je brownfield vybaven vlastnim transformatorem,
ktery obvykle pracuje na napétové hladiné 22/0,4 kV.
Pfipojeni pomoci vlastniho transformatoru nemd vliv na
vykupni cenu elektrické energie, ale obvykle usnadni pfi-
pojeni do distribuéni sité — na napétové hlading¢ 22 kV
existuje veétsi variabilita pro pfipojna mista nez na hlading
400 V, navic je mozné transformator (22/0,4 kV) na trzni
bazi pronajmout dal$im subjektim a vyuzit tak energetické
synergie. V pfipad¢ velkych prebytka elektrické energie
a blizkosti sit¢ vyssi napétové hladiny (110 kV) je mozné
uvazovat i o vyuziti transformatoru (110/22 kV). To je ale
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jiz znaéné ndkladné zafizeni, pro které je nutné nalézt
odpovidajici vyuziti. Vzdy je nutné zjistit lokalni podmin-
ky a moznost umisténi lokalniho nizkoemisniho zdroje,
ktery vyzaduje mimo jiné soulad s uzemnim planem obce,
souhlas dotéené obce, souhlas distributora elektrické ener-
gie apod.

2.2.2. Vytapeni

Vyroba vodiku elektrolyzou je endotermicky proces.
Pro nizkoteplotni elektrolyzu je vytapéni pomérné nevy-
znamny faktor celkové bilance. Dulezité je, aby voda
v elektrolyzéru nezmrzla, tj. aby byl elektrolyzér uchova-
van v teplotaich nad bodem mrazu. K podobnému neza-
doucimu provoznimu stavu mize dojit v zimnim obdobi,
kdy na FVE napadne vrstva snéhu a elektrarna piestane
dodavat elekttinu. Pak je nutné elektrolyzéry vyhiivat
nebo odstavit. Pro vysokoteplotni elektrolyzu predstavuje
kli¢ovy zdroj tepelné energie vodni para, kterd mize byt
i nizkopotencialové s vyuzitelnou teplotou” od 150 °C.

2.2.3. Chlazeni

Proces nizkoteplotni elektrolyzy vyzaduje chlazeni
aktivnich komponent, které se ohiivaji v disledku ohmic-
kych (rezistence vodict) a faradayovskych ztrat (prepéti).
Spotieba vody v chladicim okruhu pro elektrolyzér o pii-
konu 1 MWe je typicky 200 t/h pro rozdil teplot mezi
chladnou a ohfatou vodou 15 °C, umérné¢ mensi spotieba
chladici vody je pak nutna pfi vétsim rozdilu teplot. Elek-
trolyzéry menSich vykond lze obvykle uchladit volnym
proudénim okolniho vzduchu. U vysokoteplotni elektroly-
zy bez ohledu na velikost jednotky neni nutné chlazeni,
protoze obsahuje dostatecné dimenzované soucasti
s velkou teplosménnou plochou, které se uchladi vysokym
teplotnim gradientem a proudénim okolniho vzduchu.

2.2.4. Vodovod

Pro elektrolyzu je nutny zdroj pitné vody, z které se
dalsi Gpravou (typicky procesem reverzni osmozy) odstra-
ni rozpusténé soli a vyrobi kvalitni odsolena voda. Potieb-
né stechiometrické mnozstvi demineralizované (DEMI)
vody se pohybuje okolo 9 kg/kg H,. Pro vyrobu DEMI
vody reverzni osmozou (tj. membranovou separaci) pitné
vody je pak celkova spotieba pitné vody cca 60 kg/kg Hy,
v z4vislosti na tvrdosti vstupni vody. Technologie neni
energeticky naro¢nd, vyuziva tlak vody z rozvodu. Oceka-
va se, ze v budoucnu bude mérna spotieba pitné vody pro
vyrobu vodiku klesat spolu s tim, jak poroste ucinnost
membranovych separacnich technologii. Néktera brown-
fieldova mista, obvykle vétsi arealy, maji historicky vybu-
dované vlastni vodni studné, piipadné technologii pro
upravu vody. Dostupnost pitné vody z vodovodniho fadu
je viak v CR obvykle dobra. V brownfieldech situovanych
ve velkych arealech 1ze také vyuzit Sedou nebo technolo-
gickou vodu, které mohou snizit ndklady na vyrobu vodi-
ku. Naklady® na ¢&i§téni vody jsou pii elektrolytické vyro-
bé¢ pomérné nizké v porovnani s celkovymi provoznimi
naklady.
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2.2.5. Kanalizace

Z procesu vyroby DEMI vody vystupuji zasolené
odpadni vody v mnozstvi 50 kg/kg H,, kromé¢ vyssiho
zasoleni jde o pomérné Cistou vodu. Pokud neni dostupna
kanalizace, je mozné vodu dale pouzit. Podle naseho nazo-
ru je tuto vodu mozné v urcité mife vyuzit pro vsakovani
do zemédélské pudy nebo pro umélé zavlahy (skleniky,
venkovni zelenina). Vyhodou je, ze vyroba fotovoltaické
elektrarny obvykle koreluje s potfebou zavlazovani. Pri-
myslové brownfieldy byly dale ¢asto napojeny na Cistirnu
odpadnich vod, kterda miZze parametry vypousténé vody
dale upravit.

2.2.6. Datova konektivita

Pro méfeni, regulaci a fizeni ovladacich systémi je
vhodna datova konektivita. Diky Sirokému roz§ifeni se
v soucasné dob& predpoklada velmi dobry pfistup
k telekomunikacim (mobilni telefony) a informa¢nim sitim
(internet, WiFi) na 97 % uzemi CR. Vyjimkou jsou ob-
vykle zastinéna mista, rokle a odlehlé lesni porosty
v horskych oblastech.

2.2.7. Zdroj elektriny

Jako zdroj elektrické energie pro elektrolyzu lze vyu-
zit elektfinu z distribucni sité, ktera z hlediska skladby
zdroju a také emisi sklenikovych plynt odpovida energe-
tickému mixu Ceské republiky. Pfedpokladame, Ze takové
feSeni je doCasné do doby, nez se plné rozvine bezemisni
vyroba vodiku nebo bude vyznamné podpotena vystavba
novych jednotek, vyrabé&jicich bezemisni vodik, ktery né-
kdy byva oznacovan jako zeleny vodik.

Znacnou vyhodou mtiZe byt také umisténi nizkoemis-
niho zdroje (napt. FVE) v bezprostfednim sousedstvi
brownfieldu a pfimé propojeni obou mist, tj. bud’ pfimo
polohou nebo vodic¢em (metalicka konektivita). Vyhoda
takového konceptu je, ze brownfield pak mize byt velmi
maly, vyuzivany pouze pro vyrobu a zpracovani vodiku.
Realizace nové FVE je po legislativni strance jednodussi
nez renovace brownfieldu, ktery zahrnuje ziskani mnoha
riznych povoleni pro vybudovani chemického provozu.
FVE neni povazovana za brownfield a v principu mize
také byt soucasti konceptu agrifotovoltaiky, tj. kombino-
vané produkce elektrické energie a zemédelské produkce,
napiiklad na zemédé¢lské ptdé horsi bonity anebo
v trvalych kulturach (napf. vinice, sady). Tento koncept
bude pravdépodobné v CR podporovan podobné jako
v zemich EU. Oc¢ekava se, ze v budoucnu budou mozné
instalace paneli FVE na zemé&délskou pudu s nizkou boni-
tou nebo ve spojeni s uritym vyuzitim zemédélské pady,
kde jsou panely FVE nikoli zatézi nybrz piinosem.

3. Databaze brownfieldi v CR

V CR existuje piehlednd narodni databéze, kterou
spravuje organizace Czechinvest. Je ur€ena pro investory
a komerc¢ni firmy, které planuji rozSifovani priimyslové
¢innosti. V databazi Czechinvest 1ze vyhledavat podle
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krajt, okrest, typu lokality a konkrétniho mista a dalSich
technickych parametri. Podrobné charakterizuje jednotli-
vé lokality a jejich velikost, vybaveni a mozné ptipojovaci
uzly. Odkaz na ptehlednou databazi brownfieldi 1ze nalézt
na http://www.brownfieldy.eu/ .

Uvedena databaze neobsahuje vSechny brownfieldy
v CR. Existuje fada brownfield&i obvykle v blizkosti vét-
Sich areald, které dosud nejsou zafazeny do seznamu,
avSak svym charakterem spliuji kritéria brownfieldu. Je-
jich majitelé je obvykle nechtéji uvolnit pfevazné ze stra-
tegickych diivodu, naopak pro né hledaji, a to at’ jiz aktiv-
né ¢i pasivné, dalsi vyuziti. Dalsi potencialni plochy pied-
stavuji nevyuzivané ¢asti soucasnych komercné aktivnich
arealti. Plocha potencialnich brownfieldi tak muze byt
vétsi. Podle starsiho odhadu Czechinvestu existuje v CR
cca 38 000 ha brownfielda*.

4. Potiebna plocha brownfieldi v CR

Vodikova strategie Ceské republiky' uvadi, 7e na
zakladé odhadi se ocekava ro¢ni spotieba 1728 tis. tun
nizkoemisniho vodiku vroce 2050. Na vyrobu tohoto
mnozstvi vodiku elektrolyzou vody bude potieba 95 TWh
elektrické energie. Dalsi moZnosti je dovést toto mnozstvi
nizkoemisniho vodiku pomoci plynarenské soustavy ze
zahrani¢i. Lze ocekavat kombinaci obou zpusobi, kdy
&ast bude vyrobena v CR a &ast dovezena. Podle sou¢asné
progndzy scénaiti spotieby vodiku po odvétvich vétSinu
takto produkovaného vodiku spotiebuje nakladni doprava
(49 % roéni spotieby vodiku v CR), kde dominantni bu-
dou nakladni automobily a tahace. Dal§imi obory spotieby
jsou hutnictvi Zeleza (21 %), chemicky primysl (9 %),
prumysl (bez hutnictvi a chemického primyslu) (9 %),
vyroba elektfiny a tepla (9 %) a domacnosti (5 %).

Pro priblizny odhad vyuziti vymér brownfielda pte-
pokladame, ze:
veskery uvedeny vodik bude vyrabén na brown-
fieldech z FVE a elektrolyzou,
veskery uvedeny vodik bude vyroben pomoci elektii-
ny z FVE,

CR bude pravé sob&statna ve vyrob& vodiku (j. vyro-
ba vodiku v CR nebude ani deficitni ani prebytkova),

1 ha FVE znamena instalovany S$pickovy vykon
1 MWe a vyrobu 1,1 GWh/rok.

Z nasich odhadt vychazi, ze pro vyrobu 95 TWh (4j.
95 000 GWh) elektrické energie, tj. pro zajisténi vyroby
vodiku v arealech brownfieldi, bude v roce 2050 nutna
vyméra 86 400 ha. Dalsi plocha (odhadem dalsich 30 %) je
nutna pro zpracovani a transport vodiku. Celkem predpokla-
dame potiebnou plochu brownfieldi cca 120-150 tis. ha, tj.
1200-1500 km®. Tuto hodnotu ploch lze povazovat za
maximalni a zahrnuje také plochy FVE. Jak bylo zminéno
dtive, aktualng je v CR dostupnych cca 38 tis. ha brown-
fieldt. Lze tak predpokladat nutnost, ze vyznamné plochy
FVE budou umistény na jinych plochach (napf. stfechach,
sténach budov, plotech apod.).
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P1i vyuziti technologie nizkoteplotni elektrolyzy pro
hypotetickou vyrobu 95 TWh elektrické energie, kde se
uvazuje plocha® pro technologii véetn& prisluenstvi
60 m*MW. Zde bude nutna celkova plocha 570 ha a pro
vhodné (tj. trojnasobné) predimenzované FVE bude nutna
rozloha 3 x 95 tis. ha.

V EU panuje obecna shoda, ze pro nastartovani vodi-
kovych technologii je vhodné zacit vyrabét jakykoli snad-
no dostupny vodik. A v dal$im obdobi se ocekava zaméere-
ni na nizkoemisni vyrobu. Pti vyuziti technologie parniho
reformingu zemniho plynu pro hypotetickou vyrobu
95 TWh elektrické energie se uvazuje plocha pro techno-
logii v¢etné ptislusenstvi srovnatelnd s technologii nizko-
teplotni elektrolyzy. Zde bude nutna celkova plocha dle
kvalifikovaného odhadu do 1000 ha. Navic proces refor-
mingu zahtaté pary, ve spojeni s ukladanim nebo vyuzitim
vznikajictho oxidu uhli¢itého, mize produkovat nizko-
emisni vodik.

Otazkou ziistava budouci legislativni podpora a poza-
davky na vyrobu nizkoemisniho nebo zeleného vodiku
a s tim spojené pozadavky na prostor vyroby a skladovani.
Dalsi otazkou je vyuziti ploch brownfieldi resp. pocet
elektrolytickych vyrob umisténych na jedné lokalité.

5. Zavér

V CR je piipravovano nékolik projekti na vyrobu,
transport a distribuci (plnici stanice) nizkoemisniho vodi-
ku. Obecné se uvazuje silné rozsiteni technologii do roku
2050. Ale jiz nyni je trend vyhledavat umisténi pro nové
technologie. Brownfieldy predstavuji vyznamny prostor.
Velikou pfednosti bude moznost vyuziti ostatnich ploch
nebo pozemki s nizkou bonitou (napf. vhodné na zatrav-
néni) pro instalaci fotovoltaickych elektraren v blizké
vzdalenosti od elektrolyzéri. U brownfieldi se predpokla-
da naopak velmi dobra dopravni dostupnost pro nakladni
i osobni automobilovou dopravu. Dalsi alternativou jsou
zeleznicni a lodni doprava. V blizké budoucnosti se v EU
ocekava vyznamny rozvoj vodikovych technologii, jako je
elektrolyticka vyroba vodiku z vody a jeho distribuce pro
dopravu a nasledné také pro primysl. Vyroba a vyuZzivani
nizkoemisniho vodiku tak predstavuje vysoky potencial
k rozvoji bezemisnich zdroju energie. V databazi Czechin-
vestu je uveden aktualni piehled nevyuzitych brownfieldu.
Dale vsak existuje fada dalsich ploch nebo malo vyuziva-
nych brownfieldi napf. jako souéasti primyslovych area-
I, u vyrobnich objektd, skladovacich ploch, byvalych
zemé&délskych staveb, stiech, plochy u ¢erpacich benzino-
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vych stanic apod., které majitelé verejné neuvadi a které
maji velky potencidl pro vyrobu vodiku. Brownfieldy je
mozné vyuzit, ale bude nutné je doplnit jesté o dalsi plo-
chy, které jsou nyni soucasti aktivnich vyrobnich areald,
ostatnich ploch apod. Pokud bychom uvazovali, ze ves-
kera nizkoemisni elektrickd energie 95 TWh bude spo-
ttebovana na vyrobu vodiku, pak hypoteticka potfebna
plocha pro elektrolyzu bude 570 az 1000 ha a pro FVE
rozloha 3 x 95 tis. ha. Idealnim feSenim se jevi umisténi
FVE na malo bonitnim poli a elektrolyzy na pfilehlém
mensim brownfieldu.
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