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Nazev
VIliv imobilizace biomimetickych tyrozinazovych katalyzatori na jejich katecholazovou

aktivitu

Anotace

Hlavni néplni této diplomové prace bylo studium vlivu imobilizace komplext imitujicich
tyrozinazu na jejich katecholazovou aktivitu. Vybrany komplex médi(II) byl pomoci polymera
zachycen kovalentni vazbou na povrchu elektrod za tvorby Schiffovych bazi. Pro imobilizaci
byly zvoleny polymery majici primarni aminoskupinu, jako je chitosan, kolagen,
poly-o-fenylendiamin, poly-p-fenylendiamin a 2-(1H-pyrrol-1yl)-ethanamin. Katecholazova
aktivita byla proméfovana na neurotransmiterech (adrenalinu, noradrenalinu a dopaminu).
Diikaz ptitomnosti komplexu médi a kineticka aktivita byly proméfovany elektrochemicky, tak
i skenovaci elektronovou mikroskopii. Tato studie by mohla do budoucna poslouzit pro

komeréni vyvoj biosenzoru.
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Title

Influence of immobilization of biomimetic tyrosinase catalysts on their catecholase aktivity

Annotation

The main task of this thesis was to study the effect of immobilization of selected copper(ll)
complex mimicking the tyrosinase in its catecholase activity. The copper(ll) complex was
covalently bound using polymers on the surface of electrodes by forming Schiff bases. For
immobilization, polymers having the primary amine funtional group were selected, such as
chitosan, collagen, poly-o-phenylendiamine, poly-p-phenylendiamine and 2-(1H-pyrrol-1yl)-
ethanamine. Catecholase activity was measured on neurotransmitters (adrenaline,
noradrenaline and dopamine). The presence of copper(ll) complex and kinetic activity were
measured electrochemically, as well as scanning electron microscopy. This study could be used

for the commercial development of biosensors in the future.
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Seznam pouzitych zkratek

3,5-DTBC  3,5-di-terc-butylkatechol
3,5-DTBQ  3,5-di-terc-butyl-o-benzochinon

AN anilin

AuE zlata diskové elektroda

CPE uhlikova pastova elektroda

Ccv cyklické voltametrie

DPV diferen¢ni pulzni voltametrie
GCE skelna uhlikova elektroda
GTA glutaraldehyd

HPLC vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
ITO vodivé sklo (oxid india a cinu)
Km Michaelisova konstanta
L-DOPA L-3,4-dihydroxyfenylalanin
MeCN acetonitril

MeOH methanol

OPD o-fenylendiamin

PANI polyanilin

PB fosfatovy pufr

PEDOT poly(3,4-ethylendioxythiofen)
PPD p-fenylendiamin

PPY polypyrrol

PtE platinova elektroda

PVA polyvinylalkohol

PYyEA 2-(1H-Pyrrol-1-yl)ethanamin
SCE nasycena kalomelova elektroda
SEM skenovaci elektronovy mikroskop
SPE komeréni sitotiskova elektroda
TYR tyrozinaza

TYR-AuU-CPE pastova uhlikova elektroda s modifikovanym koloidnim zlatem a tyrozinazou
TYR-CPE  pastova uhlikova elektroda modifikovana tyrozinazou
UV-VIS ultrafialovo-viditelna oblast

Vmax, Vo maximalni rychlost, pocate¢ni rychlost
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Uvod

V této diplomové praci byl studovan vliv imobilizace biomimetického tyrozinazového
dvoujaderného komplexu médi majici katecholazovou aktivitu. Doposud byla vyvinuta cela
fada tyrozindzovych biosenzora pro piipadné klinické aplikace, prestoze dostatecné nespliuji
kritéria pro jejich zavedeni do rutinni praxe. Proto cilem této prace bylo zjistit, zda je mozné
tyto umélé katalyzatory pouzit pro vyvoj biomimetickcych biosenzort tyrozinazového typu.

Tato prace je rozdélend na dvé hlavni Casti, teoretickou a experimentalni. Teoreticka
Cast se vénuje popisu samotného enzymu a jeho umélym analogim. Daéle jsou uvedeny
podminky, které jsou dualezité pro spravnou Katalytickou aktivitu, kdy se zohlednuje
molekulova struktura téchto synteticky vyrobenych enzymi. Tato ¢ast rovnéz obsahuje popis
moznosti imobilizace prostfednictvim polymert, které se pouzily pii imobilizaci vV samotném
experimentu. V posledni ¢asti jsou struéné popsany analytické metody, kterymi lze méfit
kinetickou aktivitu téchto umélych enzymt.

Cela experimentalni ¢ast se zamétuje na imobilizaci vybraného komplexu médi(Il)
pomoci kovalentni vazby mezi ligandem komplexu (karbonylové skupiny) a primarni
aminoskupinou vybranych polymert (tvorba Schiffovy baze), které byly pomoci
glutaraldehydu nebo elektropolymeraci zakotveny na povrcch nejriznéjSich elektrodovych
materiald. Chitosan a kolagen se imobilizovaly jednoduchym drop-castingem a zesitovanim
glutaraldehydem. Pii elektropolymeraci se pouzily pfedev§im monomery o-fenylendiamin a
p-fenylendiamin a 2-(1H-pyrrol-1yl)-ethanamin. Takto modifikované pracovni elektrody
pokryté riiznym typem polymeru se ponofily do ethanolové roztoku s komplexem. Uspésnost
navazani komlexu médi byla potvrzena, jak cyklickou voltametrii, tak i skenovaci elektronovou
mikroskopii (SEM). Jako vhodné substraty byly zvoleny katecholaminy (neurotransmitery),
protoZze jejich metabolismus tizce souvisi s riznymi neurodegenerativnimi nemocemi.

Zavérem lze tvrdit, ze samotny zptisob tvorby polymerniho filmu ma veliky vliv na to,
jestli se komplex imitujici aktivitu tyrozinazy zachyti ¢i nikoli. Dale bylo zjisténo, Ze podminky
elektropolymerace maji zasadni vliv na vyslednou molekulovou strukturu, a tedy na mnozstvi
pfitomnych primérnich aminoskupin. Nejvyssi obsah zakotveného komplexu médi byl zjistén
pro chitosanu a kolagen, ziejmé z divodu vyssi tloustky vrstvy v porovnani s polymery
vzniklymi elektropolymeraci. Nicméné Vv této praci nebyla prokazana vyznamnéjsi katalyticka

aktivita zakotveného komplexu médi(II).
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TEORETICKA CAST

1. Um¢l¢ a ptirodni enzymy

Béhem poslednich nékolika desitek let se zvysil rozsah vyzkumu a pole plisobnosti
védct syntézy umélych enzymu, mezi kterymi jsou nejcastéji zkoumany umélé tyrozinazy
(TYR), katecholazy, proteazy a nukleazy. Jejich nejvétsi vyznam spociva vV dlouhodobé
zivotnosti, kdy nachazeji uplatnéni i v oblasti moderni mediciny [1].

Mezi vlastnosti biologickych reakci katalyzovanych enzymy patii vysoka selektivita a
rychlost, zaroven nedochazi ke trvalé zmén¢ struktury enzymu. Vyznamnou skupinou enzymi
jsou metaloenzymy, které maji kovova jadra zabudovana ve svych aktivnich centrech. Diky
svym jedine¢nym vlastnostem jsou piechodné kovy nejcastéji se vyskytujicimi kationty
v metaloenzymech [2].

Pfirodni enzymy jsou slozeny z proteinového obalu s katalytickymi skupinami a pro
katalytickou ¢innost ¢asto potiebuji specifické kofaktory ¢i koenzymy. Mezi zvlastni skupinu
umélych enzymu patii synteticky piipravené komplexy, které maji velmi podobnou chemickou
strukturu jako odpovidajici kofaktory, ale jiz bez pfitomnosti proteint [2,3,4].

Koordina¢ni slouceniny jsou slozeny ze dvou Casti, jadra a ligandu. Nejvice se pro
tvorbu jadra pouzivaji prechodné kovy Fe?*, Co®* [5], Cu®* [6], Pd?*" [7], Zn?*, Ni?* [5]
a lanthanoidové kationty [6]. Dale komplexy mohou obsahovat jedno, dvé, tii nebo az Ctyti
jadra ve své molekulové struktuie. Z téchto iontl se komplexy médi staly piedmétem vétSiny
studii, a to predev§im diky své vyznamné aktivit€¢ ve srovnani s jinymi ionty. Mezi kli¢ové
faktory patii spravnd vzdalenost mezi jadry (vzdalenost Cu-Cu 2,90-2,99 A), vhodné
rozpoustédlo a ligandy se spravnou hydrofobni strukturou a geometrii [1].

Na druhou stranu ligandy jsou tvofeny organickymi molekulami, které koordinuji
kovové jadro a diky jejich velké rozmanitosti poskytuji mnoho moznosti v syntéze komplexi,
tak aby se daly pfesné navrhnout pro konkrétni ucely. Jak je uvedeno vyse, existuje Siroka skala
druhti komplext a kazdy ma jiné vlastnosti. Mimo jiné ligandy mohou ovliviiovat vlastnosti
jako rychlost reakce, selektivitu, stabilitu a aktivitu pti rizném pH prostiedi, teploty a polarity
pouzitého pracovniho média [1].

Zaroven je ale nutné dodrzovat spravnou vzdalenost a uhel jadra, geometrickou
strukturu, tvar, velikost koordina¢niho ¢isla, a i Siroké okoli iontt. Nejvice naro¢na je synteticka
vyroba téchto komplext s vysokou rychlosti, strukturné-funkéni stabilitou a schopnosti tvorit
komplex se substratem. Proto je potieba dobie studovat mechanismy aktivnich mist a strukturni

1 funk¢éni vztahy. Mezi vyhody umélé vyroby komplexi, které napodobuji aktivitu pfirodnich
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enzymu, ur€ité¢ spadd i to, ze jsou piechodné kovy pomérné levné na rozdil od pracného
ziskavani a Cisténi enzymi z piirodnich zdrojt. Dalé také tyto biomimeticky aktivni komplexy
mohou byt vice odolné vici teplu, tlaku a pH [1,8,9].

Na zavér je tieba zminit, ze 1 pfes dobrou katalytickou aktivitu nemaji biosenzory
pfipravené z pfirodnich enzymu (napf. tyrozindza) vétsi vyuziti v praxi, protoze nelze docilit
uspokojivé Zivotnosti. Piipravené biosenzory rychle ztraci svoji stabilitu a jejich citlivost mtize
Klesnout i na méné nez 80% po pouhych par dnech. Na rozdil u synteticky pfipravenych
enzymu, kdy Ize docilit stability vyssi a déle trvajici. Kromé toho umoziiuji sériovou vyrobu

senzord ve formé ¢ip, coz o ptirodnich enzymech tvrdit nelze [2,10,11].

1.1. Tyrozinaza a analogické umélé enzymy

Ze vSech moznych pfirodnich enzymi, byla pravé tyrozinaza (EC 14.18.1) vybrana
V ramci této diplomové prace a nahrazena vybranymi umélymi enzymy majici katecholdzovou
aktivitu. Celd tada védeckych praci dokazuje, Ze biosenzory vyuzivajici TYR jakozto
bioelementu plniciho rekogni¢ni funkci mohou nalézt své Siroké uplatnéni v diagnostice
vaznych onemocnéni, kdy se vyuziva stanoveni hladiny biomarkerti v té€lnich tekutinach.

Bezpocet klinicky vyznamnych fenolickych latek, které maji volny uhlik v ortho poloze
nebo maji katecholovou strukturu lze povazovat za substraty, a tudiz za potencionalni analyty
tyrozinazovych biosenzort. Pomoci elektrochemickych senzorti zaloZzenych na TYR je mozné
stanovit nékteré hormony, jako estrogeny [12] a neurotransmitery [13], mikrobialni patogeny
[14-16] a nekteré proteiny [17,18]. Z tohoto diivodu mizeme tyto biologicky aktivni senzory
aplikovat v riznych odvétvich mediciny, jmenovit¢ pii diagnéoze melanomu [19-21],
Alzheimerovy choroby [22-24], stanoveni aktivity jinych enzymi [25,26] a 1é¢iv [26-30]. Mezi
tyto latky patii L-DOPA (aminokyselina vyuzivana jako 1é¢ivo Parkinsonovi nemoci) [30,31],
epinefrin (neurotransmiter) [32], penicilin (antibiotikum) [27], serotonin (neurotransmiter).
Navic neurotransmiter dopamin lze stanovit, ktery je zkouman v souvislosti s Parkinsonovou
chorobou [33].

Zde je nutné mit na pam¢éti, Ze tyrozindzové biosenzory maji velmi nizkou Zivotnost,
ktera vétSinou neptesahuje 80% po vice jak dvou tydnech [34-37]. Zde uvedu nékolik
konkrétnich ptikladl z publikovanych praci pro lepsi pfedstavu o stabilité tyrozindzovych
biosenzord. V roce 2005, Z. Liu a kol. imobilizovali TYR na magnetickyh nanocasticich za
pouziti uhlikové pastové elektrody. Ve vysledcich uvadéji stabilitu 92% po 10 dnech a jeji

pokles na 85% po 20 dnech. Po 1 mésici klesla ptivodni odezva na 70%, pficemz méfeni bylo
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provadéno kazdé 3 az 4 dny [35]. V roce 2000, B. Wang a kol. imobilizovali enzym pomoci
metody sol-gel a po 3 tydnech byla stabilita 73% pfti pferusovaném pouzivani [36]. Jako
posledni piiklad uvedu publikaci z roku 2003 od S. Liu a kol., kde TYR imobilizovali na
elektrodé z uhlikové pasty s modifikovanym koloidnim zlatem (TYR-Au-CPE) a po 20 dnech
skladovani pii 4°C si senzor uchoval stabilitu 20% své aktualni odezvy a samotna uhlikova
pastova elektroda (CPE) modifikovana TYR (TYR-CPE) za stejnych podminek 72% [37].

Za ptedpokladu, ze by se syntetizoval umély enzym, ktery by dokazal nahradit tento
enzym a mél dostate¢nou katalytickou aktivitu a selektivitu, mohly by vzniklé biomimetické
senzory nalézt své uplatnéni v praxi, kdy by mohly byt béznou soucasti domacnosti pacientii
jako tomu je nyni u gluk6zovych biosenzort, znamych jako glukometry.

TYR lze zchemického hlediska povazovat za médnatou monooxygenazu, ktera
katalyzuje oxidaci fenolti na o-difenoly (kresolasova aktivita) a naslednou dvouelektronovou
oxidaci vzniklych o-difenolt (katechold) na odpovidajici o-chinony (katecholazova aktivita)
[34, 38], tak jak je znazornéno na Obr. 1.
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Obr. 1. Mechanismus oxidace fenolu katalyzované ptitomnosti tyrozinazy [39].
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Nizkomolekularni organické molekuly obsahujici ve své struktufe motiv katecholu,
proto téz oznaCované jako katecholaminy (R-Ar-(OH)2), zastupuji v lidském téle funkci
neurotransmiterti. Tyto katecholaminy se fadi mezi hormony vylu¢ované chromafinnimi
bunikami v dfeni nadledvin a sledovani jejich hladiny v krvi muZze pomoci lékaiim pii
diagnostice nékterych neurodegenerativnich onemocnénich. TYR Kkatalyzuje hydroxylaci
tyrosinu L-3,4-dihydroxyfenylalaninu (L-DOPA) a dale umoznuje pfenos elektronli na
molekularni kyslik za sou¢asné oxidace L-DOPA na dopachinon [40].

Enzym TYR je slozen ze dvou podjednotek H a dvou podjednotek L o rtiznych
molekulovych hmotnostech, podjednotky H o molekulové hmotnosti 43 kDa a podjednotky L
0 14 kDa, celkové enzym odpovida molekulové hmotnosti 120 kDa. Dohromady enzym dava
tetramerni protein a je slozeny z a-helixi, B-listd a smyéek (H2L2) [41,42]. V porovnani
s umélymi komplexy, které se sklad4ji z jadra a ligandu je rozdil ve velikosti molekuly velmi
vyznamny, a to i diky chybé&jicimu proteinovému obalu. Vétsinou se hodnoty relativnich
molekulovych hmotnosti komplexti imitujicich katecholdazovou aktivitu pohybuji mezi
hodnotami 700 az 800 [43].

Aktivni centrum zodpovédné za katalytickou aktivitu TYR se sklad4d ze dvou atomt
meédi (CuA a CuB) spojenych kyslikovymi mustky, kdy kazda z téchto dvoumocnych atomt
meédi je koordinaéné vazana K Sesti histidinovym zbytkim [44]. Zde je nutné poznamenat, Ze
Vv pfipad€ umélych tyrozindzovych biosenzorl se vyuziva pravé tvorby donor elektronového
paru mezi kationty médi a dusiku v ligandech [45]. Obr. 2 nabizi pohled na molekulovou

strukturu aktivniho centra TYR.
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Obr. 2. Krystalova struktura TYR izolované ze Streptomyces Castaneoglobisporus [46].
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Vyse zminéna vazba atomt médi kyslikem hraje dilezitou roli ve funkci TYR, kdy voda
predstavuje koneény produkt katalytické oxidace (redukce vzdus$ného kysliku) [45,47].
Histidinové zbytky vy¢nivaji z proteinového obalu (apoenzym), ktery obsahuje dalsi vyznamné
aminokyselinové zbytky jako asparagin, glutamin, valin a methionin [41].

Pro pripravu katalytickych biosenzori, které se skladaji z biorozpoznavaciho prvku
(samotny enzym, bakterialni bunika obsahujici enzymy, celé tkané bunck obsahujici enzymy,
lyzat buné€k obsahujici stale aktivni enzymy) a pievodniku (transduktoru), se vyuzivaji metody
chemické imobilizace, a to zejména piipojeni enzymu k matrici kovalentnimi vazbami. Diky
jejich jednoduchosti a silné chemické vazbé mezi materidlem a biomolekulou nedochazi
kK uvolnéni molekul enzymti z povrchu nosice [48].

Zde je dilezité zminit, Ze Casto ale dochazi ke ztrat¢ aktivity v diisledku nezadouci
zmény konformace enzymu béhem zesiténi. Kovalentni vazbou lze zakotvit enzym pfimo na
povrch transduktoru nebo na strukturu polymeru, ktery pokryva transduktor. U
elektrochemickych biosenzoru predstavuje transduktor pracovni elektrodu [48].

Aby mohlo dojit ke kovalentnimu zakotveni enzymu nebo katalytick¢ho komplexu,
musi mit enzym nebo ligand na svém povrchu volné funk¢ni skupiny, jako —SH cysteinu,
—NH> lysinu a argininu, —COOH kyselin glutamové a asparagové atd. [49-51], kdy piirodni
TYR ma predevsim —NH> funk¢ni skupiny [41]. Typy reakcei, které se mohou podilet na tvorbé
kovalentni vazby, jsou diazotace [52], alkylace [53], tvorba Schiffovy baze [54], vznik amidové
vazby [55], vyména thioldisulfidu [56] a esterifikace [57]. Obr. 3. ilustruje tfi vybrané moznosti

kovalentni imobilizace enzymu [58].
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Obr. 3. Imobilizace enzymu na (a) karboxylovaném a (b) aminovaném povrchu spojenim
karbodiimidem; (c) Imobilizace enzymu na amino-funkcionalizovanych povrsich spojenim

glutaraldehydem [58].
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1.2. Komplexy médi

Za poslednich par let bylo v literatufe popsano mnoho druhii biosenzorti pro detekci
fenoll, avsak vétsina z nich vyuzivajici enzym TYR. Princip bioelektrokatalytické premény
fenolu na chinon je proto velmi dobfe popsan. Diky difuzi projde fenol skrz citlivou membranu,
kde je nasledn¢ enzymaticky oxidovan na chinon pomoci TYR za souCasné spotieby kysliku.
Elektrochemickou redukci téchto chinoni se substrat regeneruje, a prave tento krok je klicovy
Vv ptipad¢ senzorl na bazi TYR, protoze to vede ke zvySeni produkce chinonti, ¢imz dochazi
k amplifika¢nimu cyklu. Ve chvili redukce chinonu na povrchu elektrody se zvysuje redukéni
proud, ktery je umérny koncentraci fenolového substratu. Stale pretrvava kratka zivotnost
téchto biosenzorl a z problematiky lze vy¢ist, ze je tfeba zlepsit krok elektrochemické redukce
[59,60].

Jednou z moznosti mize byt zlepSeni katalytické ucinnosti v citlivé vrstvé. Tento
zpusob popsal Hedenmo a kol. ve své publikaci, kde u imobilizovaného komplexu osmia
(mediator) a TYR zlepsili katalyticky vykon diky efektivnéjSimu zprostiedkovani
elektroredukce [60]. Jako dalsi zpusob feseni této problematiky se nabizi usnadnéni pifenosu
elektronti mezi aktivnim mistem enzymu a povrchem elektrody, redukci nebo odstranénim
proteinu (ochranného obalu) kolem aktivniho mista. To lze uskutenit pomoci uméle
syntetizovanych aktivnich mist v biomimetickych komplexech [61], které napodobuji
katalytické vlastnosti TYR [43].

Tyto biomimetické komplexy by mohly byt schopny nabidnout vétSi robustnost a
stabilitu. Jednou z moznosti, jak vyvinout biomimeticky TYR senzor je aproximace aktivniho
mista pomoci molekul obsahujicich atomy médi obklopenych dusikem. Timto zpiisobem
dostaneme senzor, ktery napodobuje deoxy formu TYR [38]. Naptiklad M. Sotomaoyor a kol.
pouzili komplex chloridu tris-(2,2-bipyridil) méd’'natého jako biomimeticky katalyzator TYR
pii konstrukci amperometrického senzoru pro stanoveni dopaminu [43].

Jednim z hlavnich diivodli vyzkumu za poslednich par let byla skutecnost, Ze
metaloenzymy katalyzuji v pfirodé spousty dileZzitych reakci. V soucasnosti bylo napodobeno
mnoho typt metaloproteint s riznou Skalou iontd a ligandd. Mezi nejcastéji pouzivané kationty
kovt, které tvoii jadro katecholdzovych biomimetickych enzymt patii Cu(Il), Fe(Il), Co(Il),
Zn(11), Mn(1V) a Ni(ll) [62-65]. Na obr. 4. jsou znazornény chemické struktury nékterych

komplexi s kataecholdzovou aktivitou liSici se kovem v jadrte.
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Obr. 4. Chemické struktury vybranych komplexi s katecholazovou aktivitou [62-65].

Bezpochyby mezi nejcastéji syntetizovanou skupinu patii komplexy s dvojmocnou
meédi [43]. Pii vyzkumu se konstruuji jak mono-, di-, tri-, tak i tetranuklearni komplexy
S riznymi ligandy, a tedy i riznymi vlastnostmi. Dalo by se fici, ze ligand je nosna struktura,
ktera koordinuje aktivni jadro a také zajistuje vhodné prostiedi pro katalytickou aktivitu.
Jednim z dulezitych faktorti je hydrofobicita, protoze miZe usnadnit interakci ligandu se
substratem a tim padem dostaneme lepsi aktivitu komplexu [66]. Jak jiz bylo zminéno, mezi
nejéastéjs$i kovy pro tyto ucely urc€ité¢ spada méd’, pravdépodobné pro svoji vyssi aktivitu na

rozdil od ostatnich kovi [67].

1.2.1. Motivy komplexii médi
Kyslik je nezbytny pro katabolismus, a proto se stale studuje jeho interakce

s biologickymi organismy [68]. V tomto ohledu jsou velmi zajimavé metaloenzymy Zeleza a
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médi, které se G€astni procest trasnsportu a skladovani dioxygenu a riznych oxida¢nich reakci.
Enzym katechol-oxidaza vSudypftitomny v rostlinach, hmyzu a korysech [69] je protein médi
typu Il obsahujici binuklearni aktivni misto, zamé&fujici se na dvou-elektronovou oxidaci
Sirokého spektra o-difenolt (katecholi) na vysoce reaktivni chinony [38,70,71], které
polymeruji za vzniku pigmentu melaninu, ktery ma za funkci chranit poskozené tkan¢ pired
patogeny [72]. Z toho vyplyva, Ze enzym katecholoxidaza hraje dilezitou roli v odolnosti vici
chorobam u vys$ich rostlin. Poznatky o katalytickém cyklu naznacuji, ze intramolekuldrni
ptenos vodiku z —OH skupiny substratu na méd’ vdzanou superoxo skupinou piedstavuje
zasadni krok urcujici rychlost oxidaéniho procesu [73].

Pro porozuméni strukturnich a funk¢nich vlastnosti katecholoxidazy se pouzivaji studie
syntetického modelovéani. Jednoduché dvoujaderné komplexy médi slouzi jako modely pro
studium enzymu, jako jsou TYR, laktaza ¢i hemocyanin a dal$i [74]. V posledni dobé se
dvoujaderné komplexy médi pouzivaji pii vyzkumu novych syntetickych organickych postupt
pro reakce otevirani kruhu fenoltl a 0-difenold, pro ptipravu alkaloidil a pro pfipravu polymert
obsahujicich fenol [75]. T kdyz né€kolik dvoujadernych komplexti médi Gspésné napodobuje
enzym strukturné¢ i funkéné [74], je dulezité mit na paméti, ze také velké mnozstvi
mononuklearnich komplexti médi vykazuje vyznamnou katecholazovou aktivitu [76,77].

Bylo zjisténo, ze vzdalenost mezi atomy médi v binukledrnich komplexech médi musi
byt mensinez 5 A, aby byl Gicinny pienos elektronti béhem katalytického procesu pro projeveni
katecholazové aktivity [78]. Pro aktivitu mononuklearnich komplext je dulezitad nerovinna
geometrie kolem aktivniho centra komplexu. Katalyticka aktivita mononuklearnich komplexa
muze byt pfizplisobena zménou geometrie a stericity kolem aktivniho centra komplexu, diky
¢emuz muzeme studovat vztah struktury a katalytické aktivity komplext [73]. Nize na Obr. 5.
jsou uvedeny pravdépodobné katalytické cesty oxidace 3,5-di-terc-butylkatecholu (3,5-DTBC)
jednojadernymi a dvoujadernymi komplexy médi, kdy se predpoklada, Ze u dvoujadernych
komplexii je katalyticky cyklus totozny s TYR, a tedy ze kone¢nym produktem oxidace je voda

a nikoli peroxid vodiku [79,80].
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1.2.2. Stabilita komplexti médi

Stabilita komplext je dana piedevsim silou koordina¢ni vazby mezi centralnim atomem
(Cu(ID) ¢i Cu(I) forma) a liganem, které maji volné elektronové pary, nejcastéji atomy kysliku,
dusiku a siry. Obecné je znadmo, ze pii kyselém pH dochazi k protonaci téchto atomii a
vylouc¢eni médi z koordinacniho centra komplexi. Z tohoto diivodu se vétSina méteni provadi
vV nevodném prostiedi methanolu ¢i acetonitrilu, nebo pokud jde 0 ve vodé rozpustné komplexy,
tak je zapottebi mit stabilni neutralni prostfedi, tedy pouzit pufry.

Mezi dalsi vyznamné faktory, ktery ovliviiuji stabilitu komplext, lze zatadit
rozpustnost. V piipadé, kdy se katalytickd méteni provadi v koncetrovanych pufrech, Casto
dochazi k jeho precipitaci. Z tohoto divodu, se snaZzi syntetici, aby ligandy obsahovaly fukéni
skupiny, které umozni snadnéjsi rozpustnost ve vodném prostiedi.

V posledni fadé ovliviiuje stabilitu komplext pritomnost organickcych latek bohatych
na volné elektronové pary, kdy mize dochézet k rovnovaze mezi distribuci centralnich atoma
medi uvnitt ligandu a vyvdzanych atomd médi pfitomnou latkou, kterd méa schopnost tvofit

rovnéz stabilni komplexy [43].

1.2.3. Aktivita komplexi médi

Z ptedchozi kapitoly vyplyva, ze katalyticka aktivita komplexd uzce souvisi s jejich
stabilitou. Nejcastéji jsou atomy médi koordinovany atomy dusiku. Lze tedy piedpokladat, ze
¢im bude okoli dusiku bohatsi na elektrony, tim silngjsi bude koordinaéni vazba mezi atomy
médi a dusiku. Déle je zfejmé, Ze ¢im vice atomil dusiku bude obklopovat atom médi, tim
stabilngj$i komplex bude.

Tyto faktory ale negarantuji, Ze komplex bude stale katalyzatorem. Aby se dal komplex
povazovat za Gi¢inny katalyzator, musi byt vzdalenost mezi jadry médi v rozmezi 2,90-2,99 A,
kdy vykazuje nejvyssi katalytickou aktivitu. Velmi dilezita je geometrie aktivniho centra, ktera
usnadiiuje pristupnost k substratu a navazani hydroxy skupin katecholu ke kationtim médi, kdy
okolni struktura ligandu nesmi branit navazani substratu, ale také musi omezovat piistup jinym
latkam (potencionalnim inhibitorim). V posledni fad¢ je nutné zminit polaritu prostredi, kdy
bylo zjisténo, ze napiiklad pifi pouziti acetonitrilu je docileno vyssi aktivity nez u

methanolu [1,67].
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1.2.4. Aktivita biomimetickych senzorii

Na stabilitu a citlivost umélych senzoru vyuzivajicich komplext médi ma predevsim
vliv koncentrace komplexu Cu(ll) v membranovém roztoku, ktery se aplikuje na povrch
transduktoru, pokud se bavime o fyzikalnim zptsobu zakotveni. Podle studie M. Sotomaoyor a
kol., kdy pfipavili senzor s riznymi Kkoncentracemi komplexu médi v roztoku
dimethylformamidu lze ¥ici, Zze pfi pouziti nizsich koncentraci nez 2 mg-ml™ senzor neni
stabilni, z ¢ehoz lze usoudit, ze komplex médi n¢jakym zplisobem napomaha pfi sitovani filmu
na povrchu elektrody. Pfi pouziti koncentrace 2 mg-ml™t ma senzor dobrou stabilitu, ale
vykazuje nizsi citlivost. Z toho vyplyva, Ze s rostouci koncentraci se snizuje citlivost senzoru.
Tato skute¢nost miize byt zapticenéna mnozstvim center medi a difuzi analytu, kdy se zvySujici

Na rozdil od koncentrace komplexu médi tloustka membrany z pouzit¢ho polymeru
nema vyznamny vliv na odezvu senzoru, pokud se pohybujeme v rozmezi od 15 do 46 mm.
Mizeme tedy fici, ze pii pouZiti polymerniho filmu neni ovlivnéna interakce analytu
s komplexem médi. Tato skutecnost je dillezitd pro zachovani stejné odezvy v rozsahu tloustky,
coz zajistuje vysokou reprodukovatelnost. Stile je tfeba mit na paméti moznost klesajici
odezvy pii pouziti silngjsi tloustky membrany, kde by pouzity polymer mohl vytvaret
pfirozenou bariéru mezi komplexem a analytem [43].

V piipadé kovalentniho zakotveni muze byt koordinace centdlnich kovi ovlivnéna
typem chemické vazby ligandu s nosi¢em. Napiiklad u dvojvaznych liganda zavisi koordinace
Cu?" na zpiisobu imobilizace ligandii na nosi¢. Nicméné vétsina studii popisuje katalytickou
aktivitu biomimetickych komplexi pouze voln€ v roztocich, nikoli zmény zpiisobené
immobilizaci, tak jak tomu je pfi vyvoji biosenzort [73].

Cilem této veédecké prace bylo zjistit vliv imoibilizace na katecholazovou aktivitu
vybran¢ho dvoujaderného komplexu médi, kdy nejprve bylo nutné vybrat vhodny zpiisob

kovalentniho zakotveni.

23



1.2.5. Syntéza komplexi médi

Experimentalni znalosti dne$ni doby nam nabizeji mnoho postupt, jak komplex
syntetizovat a jaké nejriznéjsi ligandy lze pouzit. Typ ligandu pravé uréuje celkové vlastnosti
vzniklych komlexu, tedy i jejich ptipadnou katalytickou aktivitu.

Vétsinou se pro syntézu komplext medi pouziva CuClz-2 H20, ktery se napiiklad ponecha
reagovat se Schiffovou bazi za michani bud’ ve vodném anebo nevodném prostiedi, kterym
byva methanol, ethanol nebo acetonitril. Dale je mozné pouzit roztok Cu(ClO4)2 v methanolu a
za stalého michani k nému ptidat roztok ligandu taktéz v methanolu. Vysledna smés se zahieje,
snizenim tlaku se odstrani t€kavé latky a smés se promyje ethanolem. Velmi ¢asto se pfi syntéze
komplexi a ligandii pouziva reflux a vysledny produkt nasledné¢ ziskame ve formé
krystalka [1,43,81]. Dalsi ze zptsobu je pouziti methanolického roztoku triflatu médnatého,
ke kterému se za stdlého michani piida ligand také v methanolu a roztok se v rdmci nékolika
hodin za stalého michani ponecha reagovat a po ptidani napiiklad diethyletheru se vylouci
srazenina, ktera se zfiltruje a vysusi [82]. Na obr. 6. je uvedena jedna z moznosti syntézy CuCl
komplext. Pro pfipravu ligandi lze pouzit pyridin, thiolatové skupiny, benzimidazolyl,
imidazolyl, benzenové skupiny, methylové a ethylové zbytky a amino skupiny. Vysledné
ligandy ve vétsing€ piipadech obsahuji C=N vazby [1,82,83]. Pro syntézu ligandu se pouziva
napiiklad smés 2-formylpyridinu a ethylendiaminu bez rozpoustédla nebo smés 2-formyl-6-

methoxypyridinu, ethylendiaminu a MgSQg v tetrahydrofuranu [84,85].
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Obr. 6. Syntéza fady komplexii CuClz s 2,2-dipyridyldisulfidem (dpds) [82].
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2. Moznosti zakotveni umélych komplex®t pomoci polymeri

Zakotveni umélych i pfirodnich enzymt je velmi dulezité ve vyvoji biosezort, protoze
pomoci ného ziskame kontakt mezi biomateridlem a ptfevodnikem, a také nam napoméaha tento
biomaterial stabilizovat pro opakované pouZiti [86]. Vzdy by mély byt dodrzeny tyto pracovni
podminky: uzky kontakt vybraného enzymu (pfirodniho nebo syntetického plvodu) s
transduktorem, selektivni permeabilita bio-membrany, mechanickd stabilita (zabranéni
nezadouci eluci enzymil) a dostate¢na vodivost biovrstvy.

V piipadé katalytickych biosenzori je vzdy snaha docilit pevného zabudovani
katalyzatoru na povrch elektrody. Odpovidajici techniky délime do dvou hlavnich skupin:
nekovalentni (fyzikalni) imobilizace a imobilizace kovalentni (chemickou) vazbou. VVolba typu
imobilizace mize do jist¢ miry snizit katalytické G¢inky zvoleného katalyzatoru, protoze
zpusob zakotveni ovliviiuje orientaci bio-molekuly na povrchu elektrody, ¢i zablokovani
aktivniho mista [87,88]. Na Obr. 7 je schématicky znazornén rozdil mezi zpisoby imobilizace

emzymu (biologickych katalyzatort).

Entrapment / Encapsulation Cross Linking

Obr. 7. Zptsoby zakotveni enzymu na povrch transduktoru [89].

2.1. Vodivé polymery

Tato diplomova prace se piedevSim zaméfuje na kovalentni imobilizaci umélych
enzymu prostfednictvim polymerd. Z toho divodu jiné eventualni moZnosti zakotveni nejsou
popsany. Vodivé polymery jsou molekuly, které maji z-elektronovy fetézec (konjugovany
systém s podélnym stfidanim jednoduchych a dvojnych vazeb) a ten zodpovida za jejich

vlastnosti, mezi které se fadi elektrickd vodivost, optické piechody s nizkou energii, nizky
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ioniza¢ni potencial a vysoka elektronova afinita [90]. U struktury béznych polymert, které se
ziskavaji z jednoho druhu monomerni jednotky, vétSinou nenalezneme vazné problémy, co se
ty¢e chemického slozeni, snad s vyjimkou G¢inki koncovych skupin. V ptipad¢ kopolymert se
vsak otazka slozeni stava velmi dulezitou, protoZze pomér monomeri se mize ménit. Divodem
je, ze kdyz smés monomert polymerujeme, vytvoifeny kopolymer nemusi nutné¢ mit stejné
slozeni jako smés monomerd, ze kterého kopolymer syntetizujeme. Tedy vysledny kopolymer
bude vykazovat heterogenitu ve slozeni [91].

Imobilizace biomolekul na pracovni elektrodu pomoci vodivych polymeri spada mezi
nejvyuzivangjsi techniky pii vyvoji biosenzori [92]. I pfes to, ze se timto zplusobem
katalyzatory pevné zachyti, stale se substrat i produkty reakce mohou pohybovat, nebot
polymer tvofi jakousi sit' [91]. Na povrchu elektrody lze polymerni filmy vytvofit
elektrochemickou depozici [92] nebo piimou aplikaci s odpafenim pouzitych rozpoustédel (tzv.
drop-casting) [59,93]. Obecné bud’ mizeme komplex ptimo zabudovat do struktury polymeru
na elektrod¢, nebo ho vmichame do smési s polymerem, zesitovadlem nebo i s nano¢asticemi
atd. za vzniku kompozitni vrstvy [93-95]. Diky pouziti vodivého polymeru dochazi ke zvyseni
specifického povrchu biosenzoru, ¢imz se zvysi vyznamné citlivost [96].

Pii ptipravé biosenzoru lze vyuzit o-fenylendiamin (OPD) ¢i p-fenylendiamin (PPD)
[97], polypyrrol (PPY) [98], polyanilin (PANI) [99], chitosan [100], cysteamin, Nafion® [46],
poly(3,4-ethylendioxythiofen) (PEDOT) [101], epoxy pryskyfice [102] a polyvinylalkohol
(PVA) [103]. Tyto polymery jsou schopné fungovat jako snimace a také imobiliza¢ni matrice
pro zachyceni i umélych enzymti [104]. Pfi pouziti polymerd, majici primarni aminoskupinu ve
své molekulové struktufe, jako imobiliza¢niho ¢inidla 1ze nasledné povrch na elektrodé zesitit
pomoci glutaraldehydu (GTA) [98]. Musime si uvédomit, ze vysledné kompozity mohou
obsahovat malé¢ mnozstvi vody, které miiZze zpisobit zhorSeni mechanickych vlastnosti
membrany a vést az k uvolnéni zachycenych komplext [91]. Dalsim vyznamnym parametrem
je tloustka vrstvy polymeru, kdy vysoka vrstva miize zplsobit popraskani vysledné mebrany a
zhorSeni méfeného signalu. Zase velmi tenka vrstva nedovoli imobilizovat dostate¢né mnozsti
biomolekuly. Z tohoto diivodu je nutné optimalizace a nalezeni kompromisu mezi stabilitou a
citlivosti vysledného senzoru.

Elektrochemickéd polymerace je jednoduchy pfistup pro imobilizaci biomateridlu na
povrchu elektrod. Tento proces lze pojmout tak, Ze provedeme elektrochemickou reakci
(dominuji anodické oxidace) monomeru z roztoku obsahujici biomaterial a vytvoii se tak
polymer na povrchu elektrody anebo se provede elektrochemicka polymerace z roztoku a

nasledné se na vytvotfeny polymer v dalSich krocich zachyti biomaterial. Diky moZnosti fidit
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proces potencialem elektrody lze ptesné kontrolovat nejen tloustku polymerniho filmu, ale i
mnozstvi biomateridlu zachyceného ve struktuie polymeru. Tuto techniku je mozné vyuzit
k vytvofeni vicevrstvych struktur polymeru a biomaterialu, bud’ sjednim nebo vice
biomaterialy v jednom polymeru, nebo s jednim biomateridlem ve vicevrstvém kopolymeru.
V disledku téchto moznosti je mozné tuto techniku uplatnit pfi vyrobé biosenzort, v
molekularni  elektronice a také pfi studiu  heterogenni enzymové katalyzy
v membranach [105,90].

Vodivé polymery mohou byt nejCastéji syntetizovany bud’ chemickou nebo
elektrochemickou oxidaci ¢i UV zéafenim, pficemz druhy ptistup byl vybran v ramci
experimentalni c¢asti. Velkd vyhoda elektropolymerace je, ze ji lze provadét pii laboratorni
teploté [90]. Zachyceni biomateridlu v polymernich vodivych filmech umoziiuje kontrolovanou
lokalizaci na elektrodach [106]. Vodivé polymery umi ptenaset elektricky naboj vznikly
biochemickymi reakcemi do elektronického obvodu [107]. Diky tomu, ze polymery mohou byt
nandSeny na definované oblasti elektrody a biomaterial lze zachytit béhem elektrochemické
polymerace se tato metoda zafala Siroce vyuZzivat pro vyrobu amperometrickych

biosenzori [108].

2.2. Fyzikalni zakotveni biomimetickych komplext

Tento zplsob reprezentuje Cisté mechanické zakotveni na povrch elektrody. Spada sem
ptimé zakomponovani do elektrodového materialu, kdy komplex pfimo vmichdme k vodivému
uhlikovému prasku s lipofilnim pojivem [109,110]. Dals$i z moznosti je pfima adsorpce na
povrch elektrodového materialu, kdy na povrch elektrody nanaSime roztoky, které chceme
imobilizovat [111]. Pfi této technice vyuzivame fyzikalni interakce mezi povrchem elektrody a
nanaSenym roztokem, konkrétné Van der Waalsovy sily, vodikové mustky nebo hydrofobni
interakce [112,113]. Musime mit také na paméti moznou eluci biomaterialu z povrchu
elektrody, kterou miize mit za nasledek zména pH, iontové sily nebo teploty [114]. Vhodny
elektrodovy material pro tento zptisob zakotveni jsou formy uhliku, lze pouzit i formy platiny
a zlata [110].

2.2.1. Fyzikélni zakotveni pomoci polymera
Obecné mezi fyzikalni zakotveni miizeme zatadit adsorpci a zac¢lenéni komplexu do sité
polymeru, tzv. vznik kapsuli [115]. Bud’ komplex piimo rozpustime v roztoku s polymerem a

tento roztok se nanese na povrch nosi¢e nebo postupné kapeme reagenty na povrch nosice
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(drop-casting) a nechame reagovat po piedem stanovenou dobu a za vhodnych podminek, aby
byla udrzena aktivita enzymu. Neadsorbované molekuly se zpovrchu nosi¢e odstrani
promytim. Dal$i moznost piedstavuje ponoieni elektrody pokryté polymerem do roztoku s
komplexem po urcitou dobu. Tento zplsob imobilizace je levny, jednoduchy, rychly a
nedestruktivni vii¢i enzymové aktivité. Na druhou stranu jsou enzymy volné vazany pouhymi
slabymi fyzikalnimi silami a zména teploty, pH ¢i iontové sily miize vést k desorpci enzymu.

Navic takto vyrobené biosenzory nemusi vykazovat dobrou stabilitu pfi skladovani [116].

2.3. Chemické zakotveni biomimetickych komplexii

Metody chemického zakotveni zahrnuji zejména pfipojeni komplexu k matrici
kovalentnimi vazbami, zesiténi mezi komplexem a matrici a zesiténi komplexu multifunkénimi
¢inidly. Tyto postupy jsou velmi ¢asto vyuzivany diky jejich jednoduchosti a silné¢ chemické
vazb€ mezi materidlem a biomolekulou. Velmi dulezity aspekt je moznost ztraty aktivity v
dusledku nezadouci zmény konformace komplexu béhem zesiténi [48].

Kovalentni vazbou muzeme zakotvit komplex pfimo na povrch elektrody nebo na
strukturu polymeru, ktery pokryva elektrodu, kdy se vyuzivd vzniku chemické vazby mezi
ligandem a polymerem. Tudiz aby mohl byt komplex kovalentné zakotven, musi mit na svém
povrchu volné funkéni skupiny, které se zacastituji kovalentni reakce. Zejména se jednd 0
—NH2 a —OH skupiny, ale i jiné jako naptiklad -SH a —COOH [117]. Mezi reakce, které se
podileji na tvorbé kovalentni vazby, patii diazotace [52], alkylace [53], tvorba Schiffovy baze
[54], vznik amidové vazby [55] a vyména thioldisulfidu [56].

2.3.1 Kovalentni zakotveni pomoci polymerti

Mezi funkéni skupiny, které lze pouzit pfi kovalentni vazbé& patii: aminoskupina,
karboxylova skupina, fenolova skupina, sulthydrylova skupina, thiolova skupina, imidazolova
skupina, indolova skupina a hydroxylova skupina [117]. Postup navazani komplexu na pevny
nosi¢ ma dvé faze: (i) aktivace povrchu pomoci molekul linkeru, jako je glutaraldehyd nebo
karbodiimid, a (ii) kovalentni vazba komplexu na aktivovany nosi¢. Linkerové molekuly jsou
multifunkéni €inidla (glutaraldehyd nebo karbodiimid), které plsobi jako mistek mezi
povrchem nosice ¢i polymeru a ligandu komplexu prostiednictvim kovalentni vazby [89].

Kovalentni imobilizace poskytuje silnou vazbu mezi komplexem a nosi¢em a nabizi
moznost dobré kontroly mnoZzstvi imobilizovaného komplexu, coz o fyzikalni imobilizaci tvrdit

nelze. Opét zde lze pouzit ,,drop-casting, kapani roztoki komplexu a polymeru na povrch
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nosice nebo ponofeni nosic¢e s polymerem do roztoku komplexu. Je nutné pfedem spravné urcit
dobu provadéné imobilizace, aby mély vsechny slozky dostatecny ¢as spolu zreagovat a
vytvorit kovalentni vazbu [89]. V této védecké praci se upiednostovalo zakotveni vybraného
komplexu médi pravé cestou kovalentni imobilizace, kterym byl binuklearni komplex médi
vyuzivajici ligand s volnou aldehydickou skupinou [Cu2(L)(OACc)2]ClO4. U tohoto komplexu

jsou vzdy dva atomy médi koordina¢né vazany Ctyfmi atomy dusiku a dvéma acetaty (OAc).

2.3.2. Elektropolymerace fenylendiamini

Monomery jako o-fenylendiamin a p-fenylendiamin jsou velmi ¢asto vyuzivany pro
tvorbu polymerniho filmu na elektrodé¢ pomoci anodické oxidace. Syntéza se provadi
Vv kyselém, neutralnim i alkalickém prostiedi, jak ve vodném, tak i nevodném rozpoustédle.
Béhem procesu elektropolymerace dochazi k oxidaci aminoskupiny (jedné nebo obou) a
polymerni film se uklada na povrch pracovni elektrody, ale mize dojit k tvorbé rozpustnych
oligomerd [118,119]. Pii tomto procesu se pouziva tiielektrodové zapojeni a polymer je
v roztoku elektrolytu. Vlastnosti a tloustka vrstvy vysledného polymeru mtze byt ovlivnéna
volbou podminek elektropolymerace, jako je pH, elektrolyt, pouzité potencialy, rychlost
skenovani, doba polymerace a poc¢ateéni koncentrace monomeru [118, 119]. Nize na Obr. 8je
navrzeno schéma imobilizace [Cu2(L)(OAC)2]ClO4 komplexu na povrch elektrody pokryty

vrstvou pon-o-fenyIdiaminu.

N
~H:0,H' NH NH,
EtOH, 24h
n

Obr. 8. Predpokladana elektrochemicka syntéza poly-o-fenyldiaminu s naslednou reakci

komplexu médi.
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2.3.3. Elektropolymerace 2-(1H-Pyrrol-1-yl)ethanaminu

Mimo jiné i polymery odvozené od pyrrolu maji slibny potencial pro vyvoj biosenzoru.
Duvodem jsou jejich velmi dobré vlastnosti, a to snadna piiprava, vysoka vodivost a relativné
vysoka stabilita vici prostredi (teplota a vlhkost), proto byl pro elektropolymeraci kromé
fenylendiamii vybran i 2-(1H-Pyrrol-1-yl)ethanamin [120,121]. Tento monomer ma opét ve své
struktufe volné aminoskupiny, které by mohly zistat volné béhem elektropolymerace
pyrrolového kruhu, a tudiz poslouzit pro tvorbu Schiffovy baze s aldehydickou skupinou
ligandu. Nize na Obr. 9 je navrZzen pravdépodobny reakéni schéma imobilizace
[Cu2(L)(OAC)2]CIOs komplexu na povrch elektrody pokryty vrstvou poly-2-(1H-Pyrrol-1-
yl)ethanaminu.

Syntéza polymeru vétSinou probiha v prostfedi pufri, kyselém vodném roztoku, ale i
v nevodném prostiedi, napiiklad v acetonitrilu [108,122]. Prib¢&h procesu elektropolymerace a
faktory ovliviiujici vlastnosti vysledné polymerni vrstvy jsou totozné jako u fenylendiamind

[120-122].
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Obr. 9. Piedpokladana elektrochemicka syntéza poly-2-(1H-Pyrrol-1-yl)ethanaminu

S naslednou reakci komplexu médi.
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2.3.4. Chitosan zesitény glutaraldehydem

Chitosan (nelinearni polysacharid) je deacetylovany produkt pfirodniho chitinového
polymeru a je Setrny k zivotnimu prostfedi. Netoxické, biologicky odbouratelné a
biokompatibilitni vlastnosti chitosanu velmi pfispivaji k vyuziti v biotechnologickych
aplikacich [123].

Zajisté¢ nejjednodussim piistupem je drop-casting, kdy postupné kapeme roztoky na
povrch elektrody. Nejprve muzeme povrch modifikovat chitosanem a na elektrodé vytvofrit
chitosanovy film (stupeii deacetylace kolem 90%), nasledné¢ se elektroda pokape
glutaraldehydem (GTA) pro zesiténi. Nebo se mize roztok chitosanu rovnou smisit s GTA a
tento roztok poté nanést na elektrodu [124]. Také lze nejprve povrch elektrody aktivovat
pomoci GTA, nasledné pokapat chitosanem a zesitit pomoci GTA, jako posledni vrstva se opét
aplikuje chitosan. Aktivované amino-konce chitosanu s alhedydickou skupinou GTA vytvoii
Schiffovu bazi. Elektroda se ndsledné ponofi do roztoku s cilovou biomolekulou (komplex) a
necha se reagovat, kdy se biomolekula pies funkéni skupiny navaze na polymerni film, jak je
znézornéno na Obr. 10. Lze pouZit jak komercni sitotiskové elektrody, tak 1 klasické elektrody
formy uhliku, platiny a zlata [125,126]. V piipadé pouziti uhlikové skelné elektrody mizeme
zvoli i moznost elektrodepozice chitosanu na povrch elektrody [127].

Je velmi dilezité zvolit spravnou koncentraci chitosanu v roztoku fosfatovém pufru o
pH 7. Pii velké koncentraci mize film chitosanu na elektrod¢ popraskat a pii ptili§ malé
koncentraci se nemusi navdzat komplex médi v dostatecném mnoZstvi, i proto se chitosan
nandsi ve vice vrstvach. Nez se elektroda ponofi do roztoku s komplexem, je nutné
nezreagované zbytky oplachnout ethanolem. [123-126].
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Obr. 10. Piedpokladany zptsob kovalentni imobilizace komplexu médi pomoci chitosanu
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2.3.5. Kolagen zesitény glutaraldehydem

Kolagen spada mezi proteiny a nachazi se v téle zvitat i lidi, kde tvoii vrstvu ktize, kosti,
chrupavky a Slachy. Existuje spousty druht kolagenu, ale vSechny maji struktury trojité
Sroubovice, kde jsou vazany aminokyseliny (hydroxyprolin, glycinové a prolinové zbytky,
arginin a lysin). Diky aminoskupinam je opét mozné pouzit kolagen pro imobilizaci komplexu
na povrch elektrody kovalentni vazbou (Obr. 11). Pro védecké ucely se pouziva kolagen
extrahovany ze zvitecich Slach, kolagen typu 11 [128].

Stejné jako u chitosanu se pro imobilizaci cilové biomolekuly mtize zvolit metoda drop-
casting a postupy jsou totozné. Opét mizeme kolagen piimo smichat v roztoku s GTA, nebo
postupné po vrstvach kapat roztoky kolagenu a GTA. Také zde dojde ke tvorb& Schiffovy
baze [54,89,128].

Zde je nutné zminit Spatnou rozpustnost polymert, kdy roztok kolagenu nemohl mit vyssi
koncetraci nez 0,1 mg-ml ™ ve fosfatovém pufru o pH 7. Z tohoto diivodu se doporucuje kolagen
nanaSet ve vice vrstvach. Po zesiténi GTA je vhodné membranu dostatecné oplachnout

ethanolem, a az poté ponofit do roztoku komplexu.[129]
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Obr. 11. Predpokladany zptisob kovalentni imobilizace komplexu médi pomoci kolagenu.
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3. Kinetické metody chemické analyzy

Enzymy se velmi casto pouzivaji jako biorozpoznavaci prvky pfi vyvoji
elektrochemickych biosenzorid. Diky jejich vysoké specifité je jejich odezva ve velké mife dana
rychlosti katalyzy (Kinetikou) téchto enzymu. Existuje zde fada metod k méfeni kinetiky
enzymu, naptiklad radiometrie [130], ultrafialova viditelna (UV-VIS) spektrofotometrie [131],
manometrie [132], elektrochemické metody a elektrosprejova ionizace s hmotnostni
spektrometrii s iontovou pasti [133]. Za nejéastéji vyuzivanou metodu v tomto odvétvi lze
povazovat UV-VIS spektrofotometrii, diky jeji neinvazivité, citlivosti, nizké cené a moznosti
nepietrzitého monitorovani enzymatickych reakci [134].

Obecné maji TYR a komplexy imitujici jeji aktivitu schopnost katalyzovat oxidaci
fenolovych substratl, které maji hydroxylovou skupinu v ortho poloze [135]. Z toho vyplyva,
ze pro kinetiku téchto reakci je nutnd dostupnost hydroxylovych skupin. Enzymatickou reakci
lze popsat pomoci Michaelisovy konstanty (Km) jako koncentraci substratu v poloving
maximalni miry dosazené systémem (Vmax) [136]. Nebot' se vybrany komplex médi
imobilizoval na pracovni elektrodu, byly diferen¢né pulzni voltametrie (DPV) a amperometrie
zvoleny jako vhodné elektrochemické metody pro sledovani zmény kinetiky vyvolané
zakotvenim pomoci polymeru. Nize jsou stru¢né popsany analytické metody pouzité v rdmci

experimentu.

3.1. UV-VIS spektrofotometrie

UV-VIS spektrofotometrie je uc¢inna metoda pro kvantitativni analyzu sloucenin s
vicenasobnou vazbou, jako je aromaticka struktura [137]. K uréeni kinetickych parametru se
standardné vyuziva UV-VIS spektrofotometrie, kde se méfi v ¢ase pokles absorpce substratu ¢i
narust absorpce produktu [138,139]. Nejcastéji se experimentalni méfeni provadi pii vinové
délce odpovidajici maximalni absorbanci produktu. V ptipadé¢ katecholazové aktivity se bavime
0 absorpci vzniklych 0-chinoni. Méfenym parametrem je pocatecni rychlost ptisobeni enzymu
(Vo) v case (t) na vybrany substrat. Pokud je produkt stabilni chemické individuum, je mozné
zjistit kalibracni zavislost mezi absorbanci a koncetraci produktu, a tudiz Ize pfesné spocitat

koncetraci vzniklého produktu v ¢ase [131].

3.2 Elektrochemické metody
V piipad€, ze zvolime spravné experimentalni podminky, mizeme elektrické proudy (1)

spojené s elektrooxidaci nebo elektroredukcei subtratu ¢i vzniklého produktu méfit v Case (t).
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Z tohoto ditvodu v kinetickych méfeni enzymli dominuje amperometrie, kdy Ize kontinudlné
méfit zménu proudu v Case vyvolané elektrochemickou pfeménou za konstantniho potencialu
(E). Pokud mame k dispozici pouze neelektroaktivni substraty/produkty, 1ze studovat kinetiku
pomoci oxida¢nich stavii pouzitého redoxni mediatoru [1-3].

V soucasné dobé existuje mnoho studii, kde vyuzivali elektroanalytické techniky ke
kvantifikaci substrati/produktti pomoci tyrozindzy v roztoku nebo imobilizované na elektrodg.
Také ke studii katecholdzové aktivity tyrozinazy jiz byly elektrochemické metody vyuzivany
[51,140]. V porovnani se standartni UV-VIS spektrofotometrii ampérometrie poskytuje
obdobné kinetikcé parametry [134].

Pro ziskani kinetickych parametrii elektrochemicky zprostiedkované enzymové reakce lze
puzit cyklickou voltametrii, tak i pulzni techniky [137,140], kdy v této diplomové praci byla
vyzkou$ena DPV. Zde je nutné uvést, Ze produkty oxidace katecholamint podléhaji naslednym
reakcim za vzniku polymert, které nelze piesné definovat. Z toho divodu se nabizi méfit
S casem ubytek substratu, kde mtize DPV nalézt své uplatnéni, protoze jen minimalni mnozstvi

zbylého substratu je oxidovano na elektrod¢.
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EXPERIMENTALNI CAST

4, Kovalentni zakotveni vybranych komplexti médi pomoci polymert

Experimentalni ¢ast obsahuje seznam chemikalii, popis syntézy vybraného umélého
enzymu (dvoujaderny komplex médi), pfipravu nékolika polymerd, pfistrojové vybaveni,
vlastni imobilizaci a kone¢nou charakterizaci biorozpoznavaci vrstvy. Pouzité monomery pro
vytvoreni polymerniho filmu byly hlavné o-fenyldiamin (OPD), p-fenyldiamin (PPD), chitosan
a kolagen, dale pak i 2-(1H-Pyrrol-1-yl)ethanamin (PyEA) a anilin (AN). Jako vhodny komplex
pro studium vlivu zakotveni na katecholdzovou aktivitu byl vybran dinuklearni komplex médi
vyuzivajici ligand [Cuz(L)(OAC)2]CIO4, kdy atomy médi byly koordina¢né vazany ctyimi
atomy dusiku a dvéma acetaty (OAc). Syntéza tohoto komplexu je detailné popsana

Vv samostatné kapitole 4.2.

4.1. Chemikalie

Chemikalie jako 98% 3,5-di-terc-butylkatechol (3,5-DTBC), 98%
3,5-di-terc-butyl-o0-benzochinon (3,5-DTBQ), 98% dopamin hydrochlorid, >95% (+)-epinefrin
hydrochlorid, >97% DL-norepinefrine hydrochlorid, 99.9% PyEA, 99,9% OPD, 99,9% PPD,
bezvody 99,9% LiClO4, 25% glutaraldehyd (GTA), 1% chitosan, 1% kolagen (z hovézi
achillovy Slachy) a anilin >99,5% byly zakoupeny od firmy Merck KGaA (Darmstadt,
Némecko). Komplex [Cu2(L)(OAC)2]CIO4 byl syntetizovan na katedfe obecné a anorganické
chemie Univerzity Pardubice. Siran draselny a organicka rozpoustédla jako acetonitril (MeCN)
pro HPLC >99,9% a methanol (MeOH) pro HPLC >99,9% byly zakoupeny u firmy Lach-Ner
sr.o  (Neratovice, Ceskd Republika). Hydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat a
dihydrogenfosfore¢nan sodny monohydrat potfebné pro piipravu 0,1 mol-I" roztoku
fosfatového pufru (PB) o pH 7 byly ziskany od firmy PENTA s.r.o. (Praha, Ceska republika).
Deionizovana voda s vodivosti niz§i nez 11 uS.cm™ byla pfipravena za pouziti purifikaéniho

systému Milli-Q® od firmy Merck Millipore (Darmstadt, Némecko).

4.2. Syntéza [Cuz(L)(OAC)2]CIO, komplexu
Dvojjaderny komplex meédi(II) [Cuz(L)(OAC)2]JCIOs byl syntetizovan nasledovné.

Roztok 20 ml ligandu HL (1,00 g, 2,88 mmol) byl pfidan k michanému roztoku Cu (OAc)2-H20

(1,15 g, 5,76 mmol) v 20 ml methanolu pfi laboratorni teploté. Reakéni smés se zahiivala

7 hodin se zpétnym tokem. Poté byl piidan jeden ekvivalent NaClO4 (0,35 g, 2,88 mol) v 10 ml
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methanolu a smés byla zahtivana pod zpétnym chladicem dal$i hodinu. Vysledny roztok se
odpafil a vznikl tmavé zeleny zbytek, ktery se rekrystalizoval z acetonitrilu, ¢imz byl ziskan
tmavé zeleny krystalicky komplex. Vytézek: 1,28 g (64%). Analyticky vypocet pro
C23H37N4O10CICu2: C, 39,9; H, 5,4. Nalezeno: C, 39,2; H, 5,2.

Ligand 2,6-bis (4-methylpiperazin-1-yl-methyl)-4-formylfenol (L) pro tento komplex
[Cu2(L)(OAC)2]CIOs byl syntetizovan standardni Mannichovou reakci, kde zpracuje
4-hydroxybenzaldehyd s N-methylpiperazinem a paraformaldehydem a vznikne
2,6-bis(4-N-methylpiperazin-1-yl-methyl)-4-formylfenol (L), jak je uvedeno v Obr. 12. Ligand
(L) byl syntetizovan podle protokolu uvadéného Narayananem [141], kde se rozpusti
4-hydroxybenzaldehyd (3,05 g, 25 mmol) a paraformaldehyd (1,58 g, 50 mmol) v 100 ml
methanolu a poté se zahfivaji k refluxu po dobu 1 hodiny. Dale se pfida N-methylpiperazin
(5,54 mL, 50 mmol) a vysledna reakéni smés se zahiiva k refluxu po dobu 24 hodin. Poté se
vSechny tékavé latky odstrani pomoci snizeni tlaku a zbytek se extrahuje 50 ml chloroformem.
Odpatenim chloroformu se ziska ligand ve formé bilého praskového materialu. Vytézek: 7,5 g

(86%). VSechny analytické udaje odpovidaji udajiim uvedenym v literatuie [85].
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Obr. 12. Syntéza ligandu 2,6-bis(4-methylpiperazine-1-yl-methyl)-4-formylphenol a
[Cu2(L)(OAC)2]CIO4 komplexu [139].

4.3. Ptiprava polymerii
Prvnim typem byla elektropolymerace, kde byly vybrany anilin, OPD, PPD a PyEA.

Veskeré  postupy se fidily zdohledanych  informaci v odborné literatute
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[97,119,120,123,129,142-147] a elektropolymerace byla vzdy provadéna pomoci cyklické
voltametrie (CV). Protoze komplex byl v ethanolickém roztoku a polymer vytvoieny z vodného
prostiedi by se rozpoustél, bylo pro elektropolymeraci zvoleno nevodné rozpoustédlo

Anilin byl pfipraven jako 0,01 mol-1™* v 1 mol-I"* HCI a polymerace byla provadéna na
vodivém optoelektronickém materialu (oxid india a cinu, ITO) pii potencidlovém rozsahu od
—0,4 V do +1,4 V. Polymerace anilinu byla zvolena hlavn¢ pro vyzkouseni metody a pro mozné
vyuziti pii tvorbé kopolymeru, protoZze jako samotny se neda vyuzit k imobilizaci komplexu
z diivodu absence volné —NH; skupiny pro navazani komplexu.

Tvorba OPD byla testovéna z vodného i nevodného prostiedi. Byl pouzit 0,1 mol-1™!
OPD v prostfedi 0,5 mol-1™ HCI s 0,1 mol-1? pfi potencidlovém rozsahu od 0 V do +1 V a
0,05 mol-I"t OPD v prostiedi MeOH s 0,1 mol-1"* LiClO4 pii potencialovém rozsahu od —0,4 V
do + 0,8 V. Tato polymerace byla testovana jak na ITO, tak na GCE a uhlikové tisténé elektrodé
(SPE), které byly dale pouzity k imobilizaci komplexu. Pomoci obou zptisobti bylo dosazeno
uspeésného vytvoreni filmu polymeru na povrchu elektrod, ale polymer z vodného prosttedi pro
naSe ucely neni déale pouzitelny. Divodem je rozpustnost vzniklého polymeru v nevodném
prostiedi.

Déle byl polymerovan PPD z 0,05 mol-1™t a 0,01 mol-I"? roztoku v prostfedi MeOH
s piimési 0,1 mol-1"* LiCIO4 na platinové elektrodé (PtE) a GCE pii totozném potencilovém
rozsahu od -0,4 V do +1,0 V. Dale byla snaha vytvotit kopolymer z PPD a AN v pomérech 1:1
(0,01 mol'I'* PPD: 0,01 molI? AN) a 2:1 (0,01 moll! PPD:0,005 moll! AN) pfi
potencialovém rozsahu od -0,4 V do +1,4 V.

Jako posledni polymer byl zvolen 0,05 moll™t a 0,1 moll? PyEA, ktery byl
polymerovan z ACN s 0,1 mol-1"* LiClOa pii potencidlovém rozsahu od —2,0 V do +1,8 V a od
0 V do +2,0 V. Tato polymerace byla provadéna na GCE, PtE a AuE.

Aby bylo dosaZeno optimalni polymerace byly zkouSeny ritizné typy polymert,
koncentrace a zpusoby polymerace, protoze polymer se b&hem elektropolymerace miize
zacyklit, pfechazet na jiné formy a volné —NH> skupiny nemusi ziistat ptistupné pro navazani
komplexu. Také rtizné typy elektrod byly testovany, a to z ditvodu, Ze z nékterych povrchi se
muze vznikly polymer vymyvat. To znamena, Ze polymer nemusi byt optimalné adhezovan.

Dalsim zptsobem piipravy polymert pouzitym v mé diplomové praci byl drop-casting,
kdy se postupné kapou na povrch elektrody chemikalie a nechaji se spolu reagovat za vzniku
polymerni vrstvy. V tomto ptipad¢€ byl pouZit chitosan a kolagen. Vzdy byl nejdfive na povrch
elektrody nakapian GTA 5 pl, nasledng 20 pl chitosanu/kolagenu o koncetraci 0,1 mg-ml?,
znovu GTA 3 pl, opét chitosan/kolagen 10 pl a nakonec opakované 10 pl destilované vody,
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aby nedoslo k vysuSeni reakéni smési po dobu dvou hodin a mohly spolu vSechny slozky
zreagovat. Mezi veskerymi kroky se vzdy ¢ekalo, az vrstva ¢astecné zaschne, nez se pridavala
dalsi. Takto deponované elektrody se nasledné ponofily do roztoku [Cuz(L)(OAC)2]CIO4
komplexu v ¢istém ethanolu a ponechaly se v ném v fadu n¢kolika hodin aZz dnii, aby mohla
vzniknout Schiffova baze mezi aldehydickou skupinou ligandu (Ar-CH=0) a primarni -NH:

skupinou polymeru.

4.4, Piistrojové vybaveni

Veskera elektrochemickd méfeni byla provadéna v typickém tiielektrodovém
usporadani. Pii méfeni v nevodném prostedi byla jako referen¢ni elektroda pouzita nasycena
kalomelova elektroda (SCE) se solnym mustkem majici stejné prostredi jako elektrolyt.
V ptipadé méfeni ve vodném prostiedi byla pouzita Ag/AgCl/3,0 moll! KCI. Pracovni
elektroda byla zvolena podle druhu méfeni. Elektrochemicka polymerizace byla provadéna na
GCE, PtE a zlaté diskové elektrodé (AuE) o priméru 3 mm. Imobilizace pomoci chitosanu a
kolagenu byla provadéna na komerénich SPE typu C-110 (uhlik) a DS-550 (platina) o priméru
pracovni plochy 4 mm. Ve vSech méfenich byla pomocna elektroda platinovy drat. VSechny
tyto elektrody byly zakoupeny od spole¢nosti Metrohm (Praha, Ceska republika) a byly
ptipojeny k potenciostatu/galvanostatu AUTOLAB PGSTAT101 spole¢nosti Metrohm (Praha,
Ceska republika), ktery byl provozovan prostiednictvim softwaru MetroAm NOVA 1.11.

4.5. Elektroanalytické metody

Jako prvni byl proméfen samotny elektrolyt pouZivany ve vétSiné méfeni, a to
0,1 mol-1"* LiClIO4 v MeOH. Déle byl jiz proméfovan samotny 1 mmol-1"* [Cuz(L)(OAC)2]ClO4
komplex od —0,4 V do +1,0 V, v§e pomoci cyklické voltametrie (CV). Dale bylo prométeno
elektrochemické chovani 1 mmol-1"! neurotransmitert (adrenalinu, noradrenalinu a dopaminu)
a pro porovnani vysledkli byla také uskute¢néna CV 1mmoll™? kyseling kavové
Vv potencialovém rozsahu od —0,5 V do + 0,5V v PB pufru o pH 7.

Také byla provedena optimalizace amperometrické detekce 3,5-DTBQ (produkt)
vzniklého katalytickou oxidaci 3,5-DTBC (substrat). Za tim ufelem se musel proméfit
0,5 mmol-1? roztok 3,5-DTBQ a 3,5-DTBC od —0,4V do +1,0 V. Nasledn& se provedlo
amperometrické méfeni v sadkovém uspofadani, kdy se pouzilo 10 pridavki 0.01 mol-1™
3,5-DTBQ do 10 ml pracovniho media pii riznych potencidlech detekce, a to za konstatniho

michani 400 rpm a pii 0 V, —0,1V, -0,2 V, —0,25 V a —0,3V.
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V posledni ¢asti experimentu byla DPV vyzkousena jako mozny alternativni zptsob jak
zjistit katalytickou aktivitu [Cuz(L)(OAC)2]CIOs komplexu vici vybranym katecholamintim
(abytek substratu), jejichz oxida¢ni produkty podlehaji polymera¢nim reakcim. Nejprve se
proméiil samotny substrat o koncentraci 1000 pmol-1™? a v dals§im kroku 1000 pmol-1™?
3,5-DTBC s ptitomnosti 300 pmol-1™? [Cuz(L)(OAC)2]CIOs komplexu pfi potencidlovém
rozsahu od 0 V do +0,9 V, potencialovém kroku 5 mV, amplitudé modulace 0,05 V, kdy rozdil
mezi pulzy byl 20 s. Obdobnym zpusobem byly pomoci DPV proméfeny i vySe zminéné

neurotransmitery, kdy se pouze rozsitil potencuidlovy rozsah do 1,0 V.

5. Vysledky a diskuze

5.1. Elektrochemické chovani komplexu

Nejprve  bylo  dualezit¢  zjistit  elektrochemické chovani  dvoujaderného
[Cu2(L)(OAC)2]CIOs komplexu pomoci CV (viz. Obr. 13). Kdy pro 1 mmol-l? roztok
komplexu byl zjistén charakteristicky redox par majici vrcholy pii +0,168 V a +0,051 V
(AEp=0,117 V), coz by mohlo odpovidat ptechodu Cu(l) na Cu(Il). Pokud se pro
imobilizovany komplex objevi tento podobny redox pdr, lze pfedpokladat, ze se komplex

kovalentné navazal. Z vysky redox pikil 1ze poté usuzovat o mnozstvi navazané¢ho komplexu.
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Obr. 13. Cyklické voltamogramy 0,1 mol-1 LiClO4 v MeOH (pferusovana ¢ara) a 1 mmol-1™?
[Cuz2(L)(OAC)2]CIOs komplexu (plna &ara) na GCE pfi rychlosti skenovani 50 mV-st a

potencialovém kroku 2,5 mV.

39



5.2. Elektrochemické chovani neurotransmitert

Jako dalsi v fadé¢ bylo dualezité zjistit elektrochemické chovani vybranych
neurotransmiterti, jmenovit¢ dopaminu, adrenalinu a noradrenalinu. Pro tyto latky je typické,
ze maji ve své struktuie katecholicky kruh (dvé hydroxy skupiny na benzenovém jadre)
a alifaticky fetézec s primarni (dopamin a noradrenalin) a sekundarni (adrenalin) —NH
skupinou. Z tohoto divodu jsou tyto hormony znamé jako katecholaminy. Aby mohl byt
odhalen vliv pfitmonosti aminoskupiny, byla kyselina kavova vybrana jako vhodny kandidat,
nebot’ taktéz obsahuje katecholickcy kruh ve své molekulové strukture. Elektrochemické

chovani téchto substratii bylo méfeno pomoci CV (viz. Obr. 14).
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Obr. 14. Cyklické voltamogramy 1 mmol-1"* adrenalinu (A), noradrenalinu (B), dopaminu (C)
a kyseliny kdvové (D) na GCE v 0.1 mol-1"? PB (pH 7) pfi rychlosti skenovani 50 mV-s a

potencialovém kroku 2,5 mV.

U vsech neurotransmiterd pozorujeme oxidacni pik jiz pfi prvnim skenu a nasledny
redoxni par v druhém cyklu. Oxidaéni pik adrenalinu mé vrchol pii +0,212 V a redox par pfi
—0,171V a 0,232 V (AEp, = —0,061 V), oxidacni pik noradrenalinu +0,215 a jeho redox par s
vrcholy pii—0,176 V a—0,215 V (AEp = —0,039 V) a oxidaéni pik dopaminu +0,180 V s vrcholy
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redox paru pii —0,219 V a 0,288 V (AE, = —0,069 V). V dalsich skenech jiz pozorujeme pouze
pokles vsSech pikii. Na zaklad¢ tohoto zjisténi lze prisuzovat, ze redox par odpovida
elektrochemickym reakcim vzniklého oxida¢niho produktu v prvnim kroku, tzv. ECE
mechanismus. Z dostupné literatury vyplyva, ze tyto katecholaminy podléhaji polymera¢nim
reakcim za vzniku odpovidajiciho analogu melaninu, jak je znazornéno na Obr. 15. Na rozdil
kyselina kédvova pfechazi pouze z katecholu na chinon, jenz postrada nukleoflni amino skupinu,
proto pozorujeme pouze redox par pii vrcholech +0,215 V a +0,122 V (AEp = —0,093 V), ktery

jiz vyrazné€ji neklesa.
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Obr. 15. Reakéni schéma premény adrenalinu téméft az na dearivaty indolu [148].

5.3. Optimalizace amperometrické detekce 3,5-DTBQ

Protoze cilem této prace bylo méfeni kinetiky kovaletn€ imobilizovaného
dvoujaderného komplexu médi na polymernich filmech vici substratu 3,5-DTBQ, obsahuje
experimentalni ¢ast i data tykajici se optimalizace 3,5-DTBQ.

Komplex [Cuz(L)(OAC)2]CIOs katalyzuje oxidaci 3,5-DTBC na 3,5-DTBQ za
pritomnosti vzdusného kysliku. Optimalizace byla provadéna pro spravnou volbu potencidlu
redukce vzniklého chinonu, kde na CV (viz. Obr. 16) pozorujeme reduk¢éni pik pii —0,22 V a
podle toho bylo zvoleno rozmezi potencialii amperometrické detekce. Z namétemnych dat byly
sestrojeny kalibra¢ni pfimky (viz. Obr. 17), kde po proloZeni piimek linearni regresi byly
zjistény hodnoty citlivosti (k) —0,0005, —0,0035, —0,0246, —0,0277 a—0,0289 pA-pmol-1* pro
0,-0,1,-0,2, -0,25 a—0,3 V, kdy hodnota spolehlivosti R? nebyla vétsi nez 0,9925. Na zakladé
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pouzitych hodnot potencialti a smérnic z kalibracnich pfimek byl sestrojen graf, ze kterého

muizeme vycist optimalni hodnotu potencialu —0,25 V pro 3,5-DTBQ (viz. Obr. 17).
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Obr. 16. Cyklické voltamogramy 0,5 mmol-1"* 3,5 DTBQ (plna ¢4ra) a 3,5-DTBC (pierusovana
¢ara) v MeOH s 0,1 mol-1"t LiClIO4 na GCE pii rychlosti skenovani 50 mV-s ' a potencialovém
kroku 2,5 mV.
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Obr. 17. Kalibra¢ni kiivky standardnich ptidavki 3,5-DTBQ (A) a vliv nastaveného potencialu

na citlivost amperometrické detekce (B).

5.4. Elektrochemicka depozice a charakterizace polymert

5.4.1. O-polyfenylendiamin

Jako prvni polymer, ktery byl v ramci této diplomové prace elektrochemicky deponovan
na povrch ITO a GCE, je o-polyfenylendiamin, kde na CV (viz. Obr. 18) vidime dva redox
procesy pii potencialech +0,058 V a +0,071 V. Polymer se na elektrod¢ tvoril témét okamzite
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a dobi'e na jejim povrchu drzel, zatimco se roztok barvil do zelena. Z grafu také lze vydist, ze
volba elektrolytu a pocatecni koncentrace monomeru ma vyznamny vliv na pribéh polymerace.
Vidime zde mélo vyrazny pokles signalu naznacujici, Ze se polymer tvoii ve velmi tenké vrstvé.

Nicmén¢ komplex se nepodafilo na vrtstvu polymeru zachytit pomoci tvorby Schiffovy
baze. Divodem muze byt nizka koncetrace [Cuz(L)(OAC)2]CIOs komplexu vuci citlivosti
elektrochemickych metod a nebo mozné zacykleni polymeru béhem elektropolymerace s tim,

ze nezustaly volné piistupné —NHz skupiny pro navazani komplexu.
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Obr. 18. Cyklické voltamogramy elektropolymerace 0,1 mol-1"* OPD v elektrolytu 0,5 mol-1™*
HCl s 0,1 mol-1't K2SO4 na ITO (A), 0,05 mol-1 ™t OPD v MeOH s 0,1 mol-1"? LiClO4 na GCE

(B) pti rychlosti skenovani 20 mV-s™! a potencialovém kroku 2,5 mV.
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5.4.2. P-polyfenylendiamin

Jak je patrné z Obr. 19 pti CV p-polyfenylendiaminu na PtE tak i na GCE byly
pozorovany dva vyrazné redox pary pii +0,283 a +0,083 (AEp = 0,2 V) a pti +0,833 a +0,520
(AEp = 0,313 V). Pii opakovanych cyklech na stejném povrchu dochazelo k poklesu jejich
proudovych odezev a celkovému zplosténi vSech pikii. Tento monomer také velmi ochotné
polymeroval a roztok se zde zbarvil do oranzova. Ani v tomto piipadé se nepodafilo do
struktury polymeru komplex vyznamné zachytit, a to pravdépodobné ze stejného duvodu jako

v piipadé OPD (viz Obr. 20).
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Obr. 19. Cyklické voltamogramy elektropolymerace (A) 0,05 mol-1"t PPD na PtE; (B) 0,01
mol-1™* PPD na GCE, v MeOH s 0,1 mol-l™? LiClO4 pti rychlosti skenovani 10 mV-s?ta

potencialovém kroku 2,5 mV.
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Obr. 20. Pfedpoklad zacykleni a divod nenavazani [Cuz(L)(OAC)2]CIO4 komplexu.

5.4.3. Poly-2-(1H-pyrrol-yl)ethanamin

Jako dalsi monomer pouzity pii elektropolymeraci byl vybran 2-(1H-pyrrol-
yl)ethanamin. Pii této depozici bylo zjisténo, ze lepSi vrstva polymeru vznika pii uz§im
potencialovém rozsahu. Divodem bude, Ze pii potencialovém okné od -2 V do +1,8 V probiha
oxidace a redukce pyrrolu (viz. Obr. 21), na rozdil pii zaZeni od 0 V do +2 V probiha reakce

pouze jiz jednim smérem (viz. Obr. 22), tudiz se polymer tolik nezacykluje.
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Obr. 21. Cyklické voltamogramy elektropolymerace 0,05 mol-1"* PyEA na PtE (A), GCE (B)
a AUE (C) v elektrolytu ACN s 0,1 mol-I"t LiCIO4 pfi rychlosti skenovani 100 mV-s™ (A,B) a
200 mV-s ! (C) a potencialovém kroku 2,5 mV.
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Obr.22. Cyklické voltamogramy elektropolymerace 0,1 mol-1" PyEA na PtE (A), GCE (B) a
AUE (C) v elektrolytu ACN s 0,1 mol-I! LiClO4 pii rychlosti skenovani 500 mV-s ! a

potencialovém kroku 2,5 mV.

Také bylo zjisténo, ze pfi navyseni rychlosti skenovani vznika lepsi vrstva polymeru.
Pfi tomto méfeni byl kromé rychlosti skenovani navySen i pocet cykld, aby na povrchu
elektrody vznikla dostatecné silnd a kompaktni vrstva polymeru. I pfes to se komplex na
polymer nezachytil a nebo se pomoci elektrochemického méfeni nepodaftil prokazat. Kromé
CV byla na dikaz médi pouzita i DPV, kterd je citlivgjsi, ale ani tak pfitomnost meédi

pozorovana nebyla.

5.4.4. Kopolymer z p-fenylendiaminu a polyanilinu

Protoze se nepodafilo u ptredchozich piipadt docilit navazani [Cuz(L)(OAC)2]ClO4
komplexu, byla zvolena moznost vytvofeni kopolymeru. Zde byl vybran anilin a
p-polyfenylendiamin, protoze polymerace anilinu je velmi dobie popsana a zde se nabizi
moznost vzajemné kopolymerace. Tudiz bylo pfedpokladéno, Ze by se anilin vmezetil do
struktury p-polyfenylendiamu a zabranil tak jeho zacykleni. Nicmén¢ tento piedpoklad nebyl
experimentalné potvrzen. U samotného anilinu pozorujeme rust redox signalu pti + 0,564 V a
+0,422 V (AEp = 0,142 V) (viz. Obr. 23), coz naznacuje na izolaci povrchu elektrody vzniklym
zelenym polymerem, ktery byl 1 mechnaicky stabilni.

Jak je na prvni pohled zjevné z porovnani opakujicich se CV na Obr. 24 vzajemny pomér
monomert vyznamné ovliviiuje jejich tvary. Na rozdil od samotného AN, pii polymeraci
kopolymeru byl zjistén pokles redox signalti. Dale nebyla pozorovana Zadna zména na povrchu
pouZité tisténé platinové elektrody, proto 1ze usuzovat, Ze se kopolymer netvofil, tak jak bylo

ocekavano.
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Obr. 23. Cyklicky voltamogram elektropolymerace 0,01 mol-1 > AN v 1 mol-1 * HCI na ITO pti

rychlosti skenovani 100 mV-s ! a potencialovém kroku 2,5 mV.
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Obr. 24. Cyklické voltamogramy elektropolymerace kopolymeru z 0,01 moll™ PPD a
0,005 mol-I"™t AN pi#i rychlosti skenovani 100 mV-s™* (A) a z 0,01 mol-1"* PPD a 0,01 mol-1™*
AN pii rychlosti skenovani 200 mV-s* (B) oboji v 1 mol-1"* HCI a potencidlovém kroku 2,5 mV
obdrzené na na SPCE (typ DS-550).
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5.5. Depozice pomoci drop-castingu a charakterizace polymera
5.5.1. Chitosan

ProtoZe se u polymert vytvorenych elektropolymeraci nepodatilo komplex navazat, byl
jako dalsi zptisob depozice zvolen mnohem jednodussi drop-casting, spocivajici v nakapnuti
roztoku polymeru na povrch pracovni elektrody a odpaienim pouzitého rozpoustédla, kdy se
mohou jednotlivé fetézce polymeru spojit pomoci zesitovadel. Chitosanovy film vykazoval
popraskani, zfejm¢ z divodu silné tloustky vrstvy. Nicméné, 1 tak doSlo k navézani
[Cu2(L)(OAC)2]CIO4 komplexu pomoci tvorby Schiffovy baze, coz se dokazalo pfitomnosti
meédi a zelenym zbarveni polymerniho filmu. Na Obr. 25 je vidét typicky signal anodické

oxidace naredukované Cu(I) s vrcholem pii +0,022 V a —0,359 V (AE, = 0,381 V).
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Obr. 25. Cyklické voltamogramy v MeOH s 0,1 mol-1"* LiCIO4 na SPCE (typ C 110) pokryté
vrstvou chitosanu (pferuSovand) a SPCE pokryté vrstvou chitosanu s kovalentné navazanym
[Cu2(L)(OAC)2]CIOs komplexem (plnd &ara) pii rychlosti skenovani 50 mV-s' a

potencialovém kroku 2,5 mV.

Samotna polymerni vrstva chitosanu zesittna GTA a s Kkovalentn¢ vazanym
[Cu2(L)(OAC)2]CIO4 komplexem byla charakterizovana pomoci SEM a EDX spektroskopie
(viz. Obr. 26). Ze SEM je ziejmé, ze az na drobné trhliny chitosan tvoii kompaktni hladky film.
Z EDX spektroskopie byl zpocten normovany obsah médi na 22%. Z této hodnoty lze usuzovat,

ze film byl z hruba jednou pétinou pokryt [Cuz(L)(OAC)2]ClO4 komplexem.
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cps/eV.

Obr. 26. EDX spektrum a SEM snimek (vlozeny) tisténé SCE (typ C 110) pokryté vrstvou

chitosanu zesiténého GTA a s kovalentné navazanym [Cuz(L)(OAC)2]ClO4 komplexem.

5.5.2. Kolagen

Film kolagenu oproti chitosanu na elektrodé velmi dobie drzel a nepraskal. | v tomto
ptipad¢ se [Cuz2(L)(OAC)2]ClO4 komplex kovalentné navazal a dikaz vidime na obdrzeném
CV, kde je pozorovan pik anodické oxidace naredukované Cu(I) s vrcholem pti +0,034 V a

katodické redukce Cu(Il) pii —0,369 (AEp = 0,403 V), jak je zobrazeno na Obr. 27.
a0 -
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Obr. 27. Cyklické voltamogramy MeOH s 0,1 mol1"t LiCIO4 na SPCE (typ C 110) pokryté

vrstvou kolagenu (pferuSovand) a SPCE pokryté vrstvou kolagenu s kovalentné¢ navazanym

50



[Cu2(L)(OAC)2]CIOs komplexem (plnd &ara) pii rychlosti skenovani 50 mV-s?! a
potencidlovém kroku 2,5 mV.

Vznikld polymerni vrstva kolagenu zesiténa GTA a s kovalentné vazanym
[Cu2(L)(OAC)2]CIOs komplexem byla také charakterizovana pomoci SEM a EDX
spektroskopie (viz. Obr. 28 a 29). Zde byly pouzity dva druhy elektrodovych substrati, a to
AUE s PtE. Ze SEM na povrchu AUE je ziejmé, ze film polymeru ma hrubozrnny charakter,
zatimco na povrchu PtE spiSe houbovity charakter (porézni vrstva). Z EDX spektroskopie byl
zpocten normovany obsah médi na 2,3% pro kolagenovy film na AuE a 7,9%. Z téchto hodnot
je patrné, ze na chitosanovy film bylo kovalentné zachyceno vétsi mnozstvi
[Cu2(L)(OAC)2]CIO4 komplexu, nez u filmu z kolagenu. Duvodem bude ziejmé vétsi obsah

—NH2> skupin v monomerni jendotce polymeru.
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Obr. 28. EDX spektrum a SEM snimek (vlozeny) tisténé AUE (typ 250AT) pokryté vrstvou

kolagenu zesiténého GTA a s kovalentné navazanym [Cuz(L)(OAC)2]CIO4 komplexem.
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Obr. 29. EDX spektrum a SEM snimek (vlozeny) tisténé PtE (typ 550BT) pokryté vrstvou
kolagenu zesiténého GTA a s kovalentné navazanym [Cuz(L)(OAC)2]CIO4 komplexem.
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5.6. Elektrochemicka kinetické studie

Katalyticka (katecholazova) aktivita [Cu2(L)(OAC)2]ClO4 komplexu v roztoku MeOH
s piitomnosti 0,1 mol- 1! LiClOs vi&i 3,5-DTBC (modelovy substrat) a vybranych
neurotransmitert byla studovana pomoci DPV. Tato pulzni voltametricka technika byla vyuzita
pro méteni ubytku substratu v Case, kdy vzdy bylo provedeno 30 méfeni s ¢asovou prodlevou
mezi jednotlivymi skeny V trvani 20 s. Béhem této prodlevy byl roztok kontinualné michan pfi
400 ot./min. U takto navrZzené procedury, se sledoval pokles vysky oxida¢ni piku studovaného
substratu.

V praxi to znamenalo, ze se nejprve prométila DPV vzdy roztoku samotného substratu
(blank) a nasledn¢ substratu s pfitomnosti [Cuz(L)(OAC)2]CIO4 komplexu. Poté byly odecteny
vysky pikd v maximu a vyneseny v grafech proti ¢asu méteni, jak je uvedeno na Obr. 30 a 31.
Nejprve se studovala katalyticka aktivita vaci 3,5-DTBC, kde byl pozorovan okamzity pokles
signalu po pfidani komplexu, nicméné s déle trvajici casovou prodlevou nebyl pozorovan
pokles signalu, jak se ocekavalo (viz. Obr. 30).
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Obr. 30. Kinetické kiivky 1000 pmol1? 3,5-DTBC (étverec) a 1000 pmol-1? 3,5-DTBC s
s pritomnosti 300 pmol-1"* [Cuz(L)(OAC)2]Cl04 komplexu (kosoétverec) v 0,1 mol-1™? LiClO4
v MeOH.

Dale byly stejnym zplisobem proméfeny neurotransmitery adrenalin, noradrenalin a

dopamin. Opét zde pozorujeme okamzity pokles proudovych odezev po pfidani komplexu u
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adrenalinu a dopaminu. To naznacuje, ze tyto neurotransmitery se rychle katalyticky oxiduji,

zatimco u noradrenalinu pokles pozorovan téméf nebyl.

Za zminku stoji, ze proudova odezva adrenalinu v pritmonosti [Cu2(L)(OAC)2]CIO4

komplexu ma klesajici trend oproti adrenalinu samotnému, coz znaci, ze podléha oxida¢ni

katalyze nejsnadnéji ze vSech studovanych neurotransmiterd. Noradrelanin s dopaminem maji

trend témét shodny jako bez ptitmonosti [Cuz(L)(OAC)2]CIO komplexu (viz. Obr. 31). Nize na

Obr. 32 jsou k vidéni voltamogramy anodické oxidace adrenalinu, kde je pokles signalu s

kazdym meétenim dobte viditelny.
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Obr. 31. Kinetické kiivky samotnych 1000 pmol-1"* neurotransmiteri (tverec), a to adrenalinu
(A), noradrenalinu (B) a dopaminu (C) a s 300 pmol1™! [Cuz(L)(OAC)2]CIOs komplexem
(kosoctverec) v 0,1 mol-1™t LiClO4 v MeOH.
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Obr. 32. Diferenéni pulzni voltamogramy 1000 pumol-1"* adrenalinu bez (A) a s ptitomnosti
300 pmoll™ [Cuz(L)(OAC)2]JCIOs komplexu (B) v 0,1 mol1? LiClOs v MeOH pfi

potencialovém kroku 5 mV a amplitudé¢ modulace 0,05 V

Zde je nutné konstatovat, ze z dat ziskanych kinetickych kiivek pro rizné koncentrace

neurotransmiterd nebylo mozné vypocist jednotlivé kinetické parametry. Lze vSak fici, ze
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uvedena metoda DPV by mohla nalézt své uplaténi pii studiu katalytické aktivity umélych
enzymu u substratt, jejichz produkty nepiedstavuji chemicky stala individua.

Dale byla vyzkouSena i amperometrie, kdy se tiSténa elektroda pokryta polymernim
filmem s kovalenetné vazanym [Cuz(L)(OAC)2]CIOs komplexem piipevnila ke sténé
voltametrické nadobky (nezpojena do elektrického obvodu). Do zvoleného tiielektrodového
systému obsahujici GCE byly do kontinualn& michanaho média (0,1 mol-1"t LiClOs v MeOH)
pridavany piidavky zasobniho roztoku 3,5-DTBC. Nicméné zadny pokles proudu pfii
—0,25 V nebyl pozorovan, tudiz lze usuzovat, ze mnozstvi [Cuz(L)(OAC)2]CIOs komplexu

imobilizovaného v polymerni vrstvé nebylo dostacujici.

6. Zaveér

Vysledky prezentované v této diplomové praci ukazuji, Ze kovalentni imobilizace
[Cu2(L)(OAC)2]ClO4 komplexu imitujiciho TYR pomoci polymeru je realizovatelna, tudiz i jiné
komplexy majici katalytickou aktivitu by mohly byt immobilizovany obdobnym zpiisobem, at’
uz pro budouci vyvoj biomimetickych senzor pro klinickou analyzu, tak i v nejriiznéjsich
technologiich zabyvajicich se syntézou ¢i odbouravanim fenolickych latek v zivotnim
prostiedi.

Nicméné¢ je nutné upozornit, Ze samotna depozice polymeru piedstavuje slozity proces,
ktery musi byt optimalizovan, nebot’ se zjistilo, ze volba pracovnich podminek, jako je
pocatecni koncentrace monomeru a vybér elektrody, ma vyznamny vliv na vysledné vlastnosti
polymerni vrstvy. Kolagen se prozatim ukézal jako nejvhodnégjsi kandidat pro zachyceni
[Cu2(L)(OAC)2]ClO4 komplexu chemickou reakci V polymerni vrstve.

Na otazku, zda mé zplsob imobilizace komplexu vyznamny vliv na katecholazovou
aktivitu, jako tomu je u pfirodnich enzymi, nebyla nalezena odpovéd’ z divodu omezeného

¢asu na experimentalni ¢ast. Tudiz je toto téma stale oteviené budoucim védeckym pracim.

Seznam pouzité literatury

[1] Silavi R., Divsalar A., Saboury A.A.: A short review on the structure—function relationship
of artificial catecholase/tyrosinase and nuclease activities of Cu-complexes. J. Biomol.
Struct. Dyn. 30 (2012) 752—772. https://doi.org/10.1021/acscentsci.9b00397

[2] Davis J. H., Ward T.R.: Artificial metalloenzymes: Challenges and opportunities. ACS.
Cent. Sci. 5 (2019) 1120-1136. https://doi.org/10.1021/acscentsci.9b00397

54


https://doi.org/10.1021/acscentsci.9b00397
https://doi.org/10.1021/acscentsci.9b00397

[3] Murakami Y., Kikuchi J., Hisaeda Y., Hayashida O.: Artificial enzymes, Chem. Rev., 96,
(1996) 721-758. https://doi.org/10.1021/cr9403704

[4] Bjerre J., Rousseau C., Marinescu L., Bols M.: Artificial enzymes, “chemzymes”: current
state and perspectives. Appl. Microbiol. Biotechnol. 81 (2008) 1-11.
https://doi.org/10.1007/s00253-008-1653-5

[5] Gunnlaugsson T., Nieuwenhuyzen M., Nolan C.: Synthesis, X-ray crystallographic,

spectroscopic investigation and cleavage studies of HPNP by simple bispyridyl iron,
copper, cobalt, nickel and zinc complexes as artificial nucleases. Polyhedron. 22 (2003)
3231-3242. https://doi.org/10.1016/S0277-5387(03)00471-6

[6] Uma V., Castineiras A., Nair B. U.: Copper(ll) complexes of N4 tetradentate ligands with

flexible alkyl spacers: crystal structure, DNA binding and cleavage studies. Polyhedron. 26
(2007), 3008-3016. https://doi.org/10.1016/j.poly.2007.02.020
[7] Zhu L., Kostic N. M.: Sequence-dependent cleavage of albumins with palladium(ll)

complexes: role of serine residue in controlling the high regioselectivity of protein cleavage.
Inorg. Chim. Acta (2002) 339, 104-110. https://doi.org/10.1016/S0020-1693(02)00928-3
[8] Alves W. A., de Almeida-Filho S.A., Santos R.H. de A., Ferreira da Costa A.M.: Diimine
copper(I1) complexes as building blocks for microporous catalytic materials. Inorg. Chem.
Commun. 6 (2003) 294-299. https://doi.org/10.1016/S1387-7003(02)00757-8
[9] Alves W.A., de Almeida-Filho S.A., de Almeida M. V., Paduan-Filho A. , Becerra C.C.,

Da Costa Ferreira A.M.: Comparative kinetic studies on tyrosinase-like catalytic activity of

dinuclear imidazole-containing copper(ll) complexes. J. Mol. Catal. A: Chem. 198 (2003)
63-75. https://doi.org/10.1016/S1381-1169(03)00003-7
[10] Mateo C., Palomo J. M., Fernandez-Lorente G., Guisan J. M., Fernandez-Lafuente R.:

Improvement of enzyme activity, stability and selectivity via immobilization techniques.
Enzyme. Microb. Technol. 40 (2007) 1451-1463. https://doi.org/10.1016/j.enzmictec
https://doi.org/10.1016/j.enzmictec.2007.01.018

[11] Rosati F., Roelfes G.: Artificial Metalloenzymes. Chem. Cat. Chem. 2 (2010) 916-927,
https://doi.org/10.1002/cctc.201000011.

[12] Andreescu S., Sadik O. A.: Correlation of Analyte Structures with Biosensor Responses
Using the Detection of Phenolic Estrogens as a Model. Anal. Chem. 76 (2004), 552-560.
https://doi.org/10.1021/ac034480z

[13] Rahman S. F., Min K., Park S-H., Park J-H.Yoo, J. Ch., Park D-H.: Selective

determination of dopamine with an amperometric biosensor using electrochemically

55


https://doi.org/10.1021/cr9403704
https://doi.org/10.1007/s00253-008-1653-5
https://doi.org/10.1016/S0277-5387(03)00471-6
https://doi.org/10.1016/j.poly.2007.02.020
https://doi.org/10.1016/S0020-1693(02)00928-3
https://doi.org/10.1016/S1387-7003(02)00757-8
https://doi.org/10.1016/S1381-1169(03)00003-7
https://doi.org/10.1016/j.enzmictec.2007.01.018
https://doi.org/10.1021/ac034480z

pretreated and activated carbon/tyrosinase/Nafion®-modified glassy carbon
electrode. Biotechnol. Bioprocess Eng. 21 (2016) 627-633. 10.1007/s12257-016-0382-3

[14] Escamilla-Goémez, V., Campuzano, S., Pedrero, M., Pingarrén J. M.: Immunosensor for
the determination of Staphylococcus aureus using a tyrosinase—mercaptopropionic acid
modified electrode as an amperometric transducer. Anal. Bioanal. Chem. 391 (2008) 837—
845. https://doi.org/10.1007/s00216-007-1810-1

[15] Hasebe Y., Yokobori K., Fukasawa K., Kogure T., Uchiyama S.: Highly sensitive

electrochemical determination of Escherichia coli density using tyrosinase-based
chemically — amplified  biosensor. Anal. Chim. Acta357 (1997) 51-54.
https://doi.org/10.1016/S0003-2670(97)00544-8

[16] Che Y., LiY., Slavik M.: Detection of Campylobacter jejuni in poultry samples using

an enzyme-linked immunoassay coupled with an enzyme electrode. Biosens.
Bioelectron. 16 (2001), 791-797. https://doi.org/10.1016/S0956-5663(01)00222-6
[17] CampanellaL., Martini E., Pintore M., Tomassetti M.: Determination of Lactoferrin and

Immunoglobulin G in Animal Milks by New Immunosensors. Sensors. 9 (2009) 2202-
2221. https://doi.org/10.3390/s90302202
[18] Chuang MC., LIU CC., Yang MC.: An electrochemical tyrosinase-immobilized

biosensor for albumin-toward a potential total protein measurement. Sens. Actuators B
Chem. 114 (2006) 357-363. https://doi.org/10.1016/j.snb.2005.06.001

[19] Mossberg M., Vernick S., Ortenberg R., Markel G., Yosi SD., Rishpon J.: A Direct
Electrochemical Detection Method of Melanoma Based on Melanoma
Biomarker. Electroanal. 26 (2014), 1671-1675. https://doi.org/10.1002/elan.201400150

[20] Mousa S.A. Bohunicky B.: Biosensors: the new wave in cancer
diagnosis. Nanotechnol. Sci. Appl. 4 (2011) 1-10. https://doi.org/10.2147/NSA.S13465

[21] Tothill I. E.: Biosensors for cancer markers diagnosis. Semin. Cell. Dev. Biol. 20 (2009),
55-62. https://doi.org/10.1016/j.semcdb.2009.01.015

[22] Mann D.M., Yates, P.O. Neurotransmitter deficits in Alzheimer’s disease and in other
dementing disorders. Hum. Neurobiol. 5 (1986) 147-158.

[23] Geldenhyuys W. J., Van der Schif C.J. et. al., Role of Serotonin in Alzheimer’s
Disease. CNS Drugs. 25 (2011), 765-781. https://doi.org/10.2165/11590190-000000000-
00000

[24] Godridge H., Reynolds G. P., Czudek C., Calcutt N. A., Benton. M.: Alzheimer-like
neurotransmitter deficits in adult Down's syndrome brain tissue. J. Neurol. Neurosurg.
Psychiatry. 50 (1987), 775-778. http://dx.doi.org/10.1136/jnnp.50.6.775

56


http://dx.doi.org/10.1007/s12257-016-0382-3
https://doi.org/10.1007/s00216-007-1810-1
https://doi.org/10.1016/S0003-2670(97)00544-8
https://doi.org/10.1016/S0956-5663(01)00222-6
https://doi.org/10.3390/s90302202
https://doi.org/10.1016/j.snb.2005.06.001
https://doi.org/10.1002/elan.201400150
https://doi.org/10.2147/NSA.S13465
https://doi.org/10.1016/j.semcdb.2009.01.015
https://doi.org/10.2165/11590190-000000000-00000
https://doi.org/10.2165/11590190-000000000-00000
http://dx.doi.org/10.1136/jnnp.50.6.775

[25] Sigolaeva L. V., Makower A., Eremenko A. V., Makheva G. F., Malygin V. V.,
Kurochkin 1. N., Scheller F. W.: Bioelectrochemical Analysis of Neuropathy Target
Esterase Activity in Blood. Anal. Biochem. 290 (2001),
https://doi.org/10.1006/abio.2000.4822

[26] Lopez M. S-P., Charmantray F., Helaine V., Heyquet L., Mousty Ch.: Electrochemical

detection of transketolase activity using a tyrosinase biosensor. Biosens. Bioelectron. 26
(2010), 139-143. https://doi.org/10.1016/j.bi0s.2010.05.023.

[27] Torriero A. A. J., Salinas E., Marchevsky E. J., Raba J., Silber J. J.: Penicillamine
determination using a tyrosinase micro-rotating biosensor. Anal. Chim. Acta 580 (2006)
136-142. https://doi.org/10.1016/j.aca.2006.07.067

[28] Valero E., Carrion P., Varon R., Garcia-Carmona F.: Quantification of acetaminophen

by oxidation with tyrosinase in the presence of Besthorn’s hydrazone. Anal. Biochem. 318
(2003). https://doi.org/10.1016/S0003-2697(03)00213-6
[29] Campanella L., Gregori E., Tomasseti M.: Salicylic acid determination in cow urine and

drugs using a bienzymatic sensor.J. Pharm. Biomed. Anal. 42 (2006), 94-99.
https://doi.org/10.1016/j.jpba.2006.03.020
[30] MasudaT., Yamashita D., Takeda Y., Yonemori S.: Screening for Tyrosinase Inhibitors

among Extracts of Seashore Plants and Identification of Potent Inhibitors from Garcinia
subelliptica. Biosci. Biotechnol. Biochemi. 69 (2014), 197-201.
https://doi.org/10.1271/bbb.69.197

[31] Gelb D. J., Oliver E., Gilman S.: Diagnostic Criteria for Parkinson Disease. Arch.
Neurol. 56 (1999) 33-39. https://doi.org/10.1001/archneur.56.1.33

[32] Apetrei l. M., Apetrei C.: Biosensor based on tyrosinase immobilized on a single-walled

carbon nanotube-modified glassy carbon electrode for detection of epinephrine. Int. J.
Nanomedicine 8 (2013) 4391-4398. https://doi.org/10.2147/1JN.S52760

[33] Apetrei 1. M, Apetrei C.. Amperometric tyrosinase based biosensor for serotonin
detection. Rom. Biotechnol. Lett. 18 (2013) 8253-8262.

[34] Holm R. H., Kennepohl P., Solomon E. I.: Structural and Functional Aspects of Metal
Sites in Biology. Chem. Rev. 96 (1996), 2239-2314. https://doi.org/10.1021/cr9500390
[35] Liu Z., Liu Y., Yang H., Yang Y., Shen G., Yu R.: A phenol biosensor based on
immobilizing tyrosinase to modified core-shell magnetic nanoparticles supported at a
carbon paste electrode. Anal. Chim. Acta 533 (2005), 3-9.

https://doi.org/10.1016/j.aca.2004.10.077

57


https://doi.org/10.1006/abio.2000.4822
https://doi.org/10.1016/j.aca.2006.07.067
https://doi.org/10.1016/S0003-2697(03)00213-6
https://doi.org/10.1016/j.jpba.2006.03.020
https://doi.org/10.1271/bbb.69.197
https://doi.org/10.2147/IJN.S52760
https://pubs.acs.org/action/doSearch?field1=Contrib&text1=Pierre++Kennepohl
https://pubs.acs.org/action/doSearch?field1=Contrib&text1=Edward+I.++Solomon
https://doi.org/10.1021/cr9500390
https://doi.org/10.1016/j.aca.2004.10.077

[36] Wang B., Zhang J., Dong S.: Silica sol-gel composite film as an encapsulation matrix
for the construction of an amperometric tyrosinase—based biosensor. Biosens. Bioelectron.
15 (2000), 397-402. https://doi.org/10.1016/S0956-5663(00)00096-8

[37] LiuS., YulJ., Ju H.: Renewable phenol biosensor based on a tyrosinase-colloidal gold
modified carbon paste electrode.J. Electroanal. Chem. 540 (2003) 61-67.
https://doi.org/10.1016/S0022-0728(02)01276-7

[38] Solomon E. I., Sundaram U. M., Machonkin T. E.: Multicopper Oxidases and
Oxygenases. Chem. Rev. 96, 7 (1996) 2563-2606. https://doi.org/10.1021/cr9500460.

[39] Sanchez-Ferrer A., Rodriguez-Lopez J. N., Garcia-Canova F., Garcia-Carmona F.:

Tyrosinase: a comprehensive review of its mechanism. Biochim. Biophys. Acta 1247 (1995)
1-11. https://doi.org/10.1016/0167-4838(94)00204-T
[40] Gentschev P., Liiken M., Moller N., Rompel A., Krebs B.: Synthesis of a novel p-acetate

bridged dinuclear Cu(ll) complex as model compound for the active site of tyrosinase:
crystal structure, magnetic properties and catecholase aktivity. Inorg. Chem. Commun. 4
(2001) 753-756. https://doi.org/10.1016/S1387-7003(01)00317-3

[41] Ismaya W. T., Rozeboom H. J., Weijn A., Mes J. J., Fusetti F., Wichers H. J., Dijksta
B. W.: Crystal Structure of Agaricus bisporus Mushroom Tyrosinase: Identity of the
Tetramer Subunits and Interaction with Tropolone. Biochem. 50 (2011), 5477-5486.
https://doi.org/10.1021/bi200395t

[42] Wichers H. J., Recourt K., Hendriks M., Ebbelaar C. E. M., Biancone G., Hoeberichts
F. A., Mooibroek H., Soler-Rivas C.: Cloning, expression and characterisation of two

tyrosinase cDNAs from Agaricus bisporus. Appl. Microbiol. Biotechnol. 61 (2003) 336—
341. https://doi.org/10.1007/s00253-002-1194-2

[43] Sotomayor M. D. P. T., Tanaka A. A., Kubota L. T.: Tris (2,2-bipyridil) copper (1)
chloride complex: a biomimetic tyrosinase catalyst in the amperometric sensor construction.
Electrochim. Acta 48 (2003) 855-865. https://doi.org/10.1016/S0013-4686(02)00777-6.

[44] Chang T.: An Updated Review of Tyrosinase Inhibitors. Int. J. Mol. Sci. 10 (2009)
2440-2475. https://doi.org/10.3390/ijms10062440

[45] Matoba Y., Kumagai T., Yamamoto A., Yoshitsu H., Sugiyama M.: Crystallographic

Evidence That the Dinuclear Copper Center of Tyrosinase Is Flexible during Catalysis. J.
Biolog. Chem. 2006 281 (13) 8981-8990. https://doi.org/10.1074/jbc.M509785200
[46] Sys M., Pekec B., Kalcher K., Vytias K.: Amperometric enzyme carbon paste-based

biosensor for quantification of hydrogquinone and polyphenolic antioxidant capacity. Int. J.
Electrochem. Sci. 8 (2013) 9030-9040.

58


https://doi.org/10.1016/S0956-5663(00)00096-8
https://doi.org/10.1016/S0022-0728(02)01276-7
https://doi.org/10.1021/cr950046o
https://doi.org/10.1016/0167-4838(94)00204-T
https://doi.org/10.1016/S1387-7003(01)00317-3
https://doi.org/10.1021/bi200395t
https://doi.org/10.1007/s00253-002-1194-2
https://doi.org/10.3390/ijms10062440
https://doi.org/10.1074/jbc.M509785200

[47] Wolcox D. E., Porras G. A., Hwang Y. T., Lerch K., Winkler E. M., Solomon E. I.:
Substrate analog binding to the coupled binuclear copper active site in tyrosinase. J. Am.
Chemm. Soc. 107 (1985) 4015-4027. https://doi.org/10.1021/ja00299a043

[48] Kuswandi B., Andres R., Narayanaswamy R.: Optical fibre biosensors based on
immobilised enzymes. Analyst. 126 (2001) 1469-1491. https://doi.org/ 10.1039/b008311i

[49] Starodub N. F., Samodumova I. M., Starodub V. N.: Usage of organosilanes for

integration of enzymes and immunocomponents with electrochemical and optical
transducers. Sens. Actuators. B Chem. 24 (1995) 173-176. https://doi.org/10.1016/0925-
4005(95)85037-6

[50] Briining C., GROBE J.: Aldehyde-functionalized ethoxysilanes as new enzyme
immobilization reagents.J. Chem. Soc. Chem. Commun. 22 (1995), 2323-2324.
https://doi.org/10.1039/C39950002323

[51] Szatapata K., Osinska-Jaroszuk M., Bryjak J., Jaszek M., Jarosz-Wilkotazka A.: Novel

Applicstion of porous and cellular materials for covalent immobilizaton of pepsin. Braz. J.
Chem. Eng. 33 (2016), 251-260. https://doi.org/10.1590/0104-6632.20160332520140111
[52] Woychik J.H., Wondolowski M. V.: Covalent bonding of fungal B-galactosidase to
glass. Biochim. Biophys. Acta 289 (1972) 347-351. https://doi.org/10.1016/0005-
2744(72)90085-X
[53] Royer G. P., Liberatore F. A., Green G. M.: Immobilization of enzymes on aldehydic

matrices by reductive alkylation. Biochem. Biophys. Res. Commun. 64 (1945) 478-484.
https://doi.org/10.1016/0006-291X(75)90346-0

[54] Rao S. V., Anderson K. W. Bachas L. G: Oriented immobilization of
proteins. Mikrochim. Acta 128 (1998) 127-143. https://doi.org/10.1021/bm201865r

[55] Montalbetti C. A. G. N., Falque V.. Amide bond formation and peptide
coupling. Tetrahedron. 61 (2005) 10827-10852. https://doi.org/10.1016/j.tet.2005.08.031

[56] Gulla K. C., Gouda M. D., Thakus M. S. Karanth N. G.: Enhancement of stability of
immobilized glucose oxidase by modification of free thiols generated by reducing disulfide
bonds and using additives. Biosens. Bioelectron. 19 (2004) 621-625.
https://doi.org/10.1016/S0956-5663(03)00258-6

[57] Marion R., Muthusamy G., Geneste F.: Impact of nature and length of linker on the

catecholase activity of a covalently immobilized copper(I) complex in continuous flow
catalysis J. Molec. Catalys. A: Chem. 377 (2013) 51-56.
https://doi.org/10.1016/j.molcata.2013.04.027

59


https://doi.org/10.1021/ja00299a043
https://doi.org/%2010.1039/b008311i
https://doi.org/10.1016/0925-4005(95)85037-6
https://doi.org/10.1016/0925-4005(95)85037-6
https://doi.org/10.1039/C39950002323
https://doi.org/10.1590/0104-6632.20160332s20140111
https://doi.org/10.1016/0005-2744(72)90085-X
https://doi.org/10.1016/0005-2744(72)90085-X
https://doi.org/10.1016/0006-291X(75)90346-0
https://doi.org/10.1021/bm201865r
https://doi.org/10.1016/j.tet.2005.08.031
https://doi.org/10.1016/S0956-5663(03)00258-6
https://doi.org/10.1016/j.molcata.2013.04.027

[58] Pereira A.R., Sedenho G.C., De Souya J.P., Crespolho F.N.: Advances in enzyme
bioelectrochemistry. An. Acad. Bras. de Ciénc. 90 (2018) 825-857.
http://dx.doi.org/10.1590/0001-3765201820170514

[59] Nistor C., Emnéus J., Gorton L., Ciucu A.: Improved stability and altered selectivity of
tyrosinase based graphite electrodes for detection of phenolic compounds. Anal. Chim. Acta
387 (1999) 309-326. https://doi.org/10.1016/S0003-2670(99)00071-9

[60] Hedenmo M., Narvaez A., Dominguez E., Katakis I.: Improved mediated tyrosinase

amperometric enzyme electrodes, J. Electroanal. Chem. 425 (1997) 1-11.
https://doi.org/10.1016/S0022-0728(96)04966-2

[61] Breslow R.: Biomimetic Control of Chemical Selectivity. Acc. Chem. Res. 13 (1980)
170-177. https://doi.org/10.1021/ar50150a002

[62] Mondal D., Majee M. Ch.: Synthesis and structural characterization of a new high-

valentbis(oxo)-bridged manganese(IVV) complex and its catechol oxidaseactivity. Inorg.
Chim. Acta 465 (2017) 70-77. https://doi.org/10.1016/j.ica.2017.05.073
[63] El-Motaleb A., Ramadan M., Ibrahim M. M., Shaban Y.: Synthesis, characterization,

andtyrosinasebiomimetic catalytic activity of copper(1l) complexes with schiff base ligands

derived froma-diketones with2-methyl-3-amino-(3H)-quinazolin-4-one. J. Mol. Struc. 1006
(2001) 1-3. https://doi.org/10.1016/j.molstruc.2011.09.031
[64] Bharathi S. K., Sreedaran S., Rahiman K. A., Rajesh K., Narayanan V.: Synthesis,

spectral, magnetic, electrochemical and kinetic studiesof copper(ll), nickel(11) and zinc(ll)

acetate complexes derivedfrom phenol based ‘end-off” ligands: Effect ofp-substituents.
Polyhedron. 26 (2007) 3993-4002. https://doi.org/10.1016/j.poly.2007.04.033

[65] Ghosh K., Drew G. B. M., Chattopadhyay S.: Synthesis and structure of a cobalt(I1I)
complex containing pendant Schiff base ligand: Exploration of its catechol oxidase and
phenoxazinone synthase like activity. Inorg. Chim. Acta 482 (2018) 23-33.
https://doi.org/10.1016/j.ica.2018.05.025

[66] Anbu S., Kandaswamy M.: Electrochemical, magnetic, catalytic, DNA binding and

cleavage studies of new mono and binuclear copper(ll) complexes. Polyhedron. 30 (2011)
123-131, https://doi.org/10.1016/j.poly.2010.09.041
[67] Wendel A. A, Bagatin A. I., Da Costa Ferreira A. A.: Equilibria and tyrosinase activity

of a dinuclear and its analogous tetranuclear imidazolate-bridged copper(ll) complexes.

Inorg. Chim. Acta 321 (2001) 11-21. https://doi.org/10.1016/S0020-1693(01)00490-X
[68] Klinman J.: Life as aerobes: are there simple rules for activation of dioxygen by

enzymes? J. Biol. Inorg. Chem. 6 (2001) 1-13. https://doi.org/10.1007/s007750000172

60


https://doi.org/10.1016/S0003-2670(99)00071-9
https://doi.org/10.1016/S0022-0728(96)04966-2
https://doi.org/10.1021/ar50150a002
https://doi.org/10.1016/j.ica.2017.05.073
https://doi.org/10.1016/j.molstruc.2011.09.031
https://doi.org/10.1016/j.poly.2007.04.033
https://doi.org/10.1016/j.ica.2018.05.025
https://doi.org/10.1016/S0020-1693(01)00490-X
https://doi.org/10.1007/s007750000172

[69] Hughes A.: Evolution of the arthropod prophenoloxidase/hexamerin protein family.
Immunogenetics. 49 (1999) 106-114. https://doi.org/10.1007/s002510050469

[70] Gerdemann C., Eicken Ch., Krebs B.: The Crystal Structure of Catechol Oxidase: New
Insight into the Function of Type-3 Copper Proteins. Acc. Chem. Res. 35 (2002) 183-191.
https://doi.org/10.1021/ar990019a

[71] Solomon E. I., Baldwin M. J., Lowery M. D.: Electronic Structures of Active Sites in
Copper Proteins: Contributions to Reactivity. Chem. Rev. 92 (1992) 521-542.
https://doi.org/10.1021/cr00012a003

[72] Deverall B.: Phenolase and Pectic Enzyme Activity in the Chocolate Spot Disease of
Beans. Nature 189 (1961) 311. https://doi.org/10.1038/189311a0

[73] Panda M. K., Shaikh M. M., Butcher R. J., Ghosh P.: Functional mimics of catechol
oxidase by mononuclear copper complexes of sterically demanding [NNO] ligands. Inorg.
Chim. Acta 372 (2011) 145-151, https://doi.org/10.1016/j.ica.2011.01.081

[74] Selmeczi K., Réglier M., Giorgi M., Speier G.: Catechol oxidase activity of dicopper
complexes with N-donor ligands. Coord. Chem. Rev. 245 (2003) 191-201.
https://doi.org/10.1016/j.cct.2003.08.002.

[75] Butcher R. J., Diven G., Erickson G., Jasinski J., Mockler G. M., Pozdniakov R. Y.,
Sinn E.: Binuclear copper(ll) complexes containing phenols and catechols. Inorg. Chim.
Acta 239 (1995) 107-116. https://doi.org/10.1016/0020-1693(95)04726-3

[76] Grigoropoulou G., Christoforidis K. C., Louloudi M., Deligiannakis Y.: Structure-

Catalytic Function Relationship of SiO2-Immobilized Mononuclear Cu Complexes: An
EPR Study. Langmuir 23 (2007)10407-10418. https://doi.org/10.1021/1a700815d

[77] ChenZ.F., LiaoZ.R.,LiD.F., LiW. K., Meng X. G.: Crystal structure and catecholase-
like activity of a mononuclear complex [Cu(EDTB)]?* (EDTB=N, N, N’, N’ -tetrakis(2-
benzimidazolyl methyl)-1,2-ethanediamine). J. Inorg. Biochem. 98 (2004) 1315-1318.
https://doi.org/10.1016/j.jinorgbio.2004.04.006

[78] Than R., Feldmann A. A., Krebs B.: Structural and functional studies on model

compounds of purple acid phosphatases and catechol oxidases. Coord. Chem. Rev. 182
(1999) 211-241, https://doi.org/10.1016/S0010-8545(98)00234-3

[79] Santra A., Mondal G., Acharja M., Bera Pr., Panja A., Mandal K. T., Mitra P., Bera Pu.:
Catechol oxidase mimetic activity of copper(l) complexes of 3,5-dimethyl pyrazole

derivatives: Coordination behavior, X-ray crystallography and electrochemical study.
Polyhedron 113 (2016) 5-15. https://doi.org/10.1016/j.poly.2016.03.055

61


https://doi.org/10.1007/s002510050469
https://doi.org/10.1021/ar990019a
https://doi.org/10.1021/cr00012a003
https://doi.org/10.1038/189311a0
https://doi.org/10.1016/j.ica.2011.01.081
https://doi.org/10.1016/j.cct.2003.08.002
https://doi.org/10.1016/0020-1693(95)04726-3
https://doi.org/10.1021/la700815d
https://doi.org/10.1016/j.jinorgbio.2004.04.006
https://doi.org/10.1016/S0010-8545(98)00234-3
https://doi.org/10.1016/j.poly.2016.03.055

[80] Banu S. K., Chattopadhyay T., Banerjee A., Bhattacharya S., Suresh E., Nethaji M.,
Zangrando E., Das D.: Catechol Oxidase Activity of a Series of New Dinuclear Copper(ll)
Complexes with 3,5-DTBC and TCC as Substrates: Syntheses, X-ray Crystal Structures,
Spectroscopic Characterization of the Adducts and Kinetic Studies. Inorg. Chem. 47 (2008)
1083-7093. https://doi.org/10.1021/ic701332w

[81] Nunes C. J., Borges B. E., Nakao L. S., Peyroux E., Hardré R., Faure B., Réglier M.,
Giorgi M., Bach Prieto M., Columbano Oliveira C., Da Costa Ferreira A. M.: Reactivity of

dinuclear copper(ll) complexes towards melanoma cells:Correlation with its stability,
tyrosinase mimicking and nuclease aktivity. J. Inorg. Biochem. 149 (2015) 49-58.
https://doi.org/10.1016/j.jinorgbio.2015.05.007

[82] Kinoshita I., Wright L. J., Kubo S., Kimura K., Sakata A., Yano T., Miyamoto R.,
Nishioka T., Isobe K.: Design and synthesis of copper complexes of novel ligands based on
the  pyridine thiolate  group. Dalton Trans. 24  (2003) 993-2003.
https://doi.org/10.1039/B210420M

[83] Casella L., Monzani E., Gullotti M., Cavagnino D., Cerina G., Santagostini L., Ugo R.:

Functional Modeling of Tyrosinase. Mechanism of Phenol ortho-Hydroxylation by
Dinuclear  Copper  Complexes. Inorg. Chem. 35 (1996) 7516-7525.
https://doi.org/10.1021/ic9601100

[84] Hoffert W. A., Mock T. M., Appel A. M., Yang J. Y.: Incorporation of Hydrogen-
Bonding Functionalities intothe Second Coordination Sphere of Iron-Based Water-
Oxidation Catalysts. Eur. J. Inorg. Chem. (2013) 3846-3857.
https://doi.org/10.1002/ejic.201201499

[85] Amenuvor G., Rono K. Ch., Darkwa J., Makhubela B. C. E.: Multidentate pyridyl-

aminophosphinite and pyridylphosphoramidite ruthenium(ll) complexes: Synthesis,

structure and application as levulinic acid hydrogenation pre-catalysts. Eur. J. Inorg. Chem.
2019 (2019) 3940-3940. https://doi.org/10.1002/ejic.201900640

[86] D'Souza S.F.: Microbial biosensors. Biosens. Bioelectron. 16 (2001), 337-353,
https://doi.org/10.1016/s0956-5663(01)00125-7

[87] Duran N., Rosa A. M., D"Annibale A., Gianfreda L.: Applications of laccases and

tyrosinases (phenoloxidases) immobilized on different supports: a review. Enzyme
Microb. Technol. 31 (2002) 907-931. https://doi.org/10.1016/S0141-0229(02)00214-4.

[88] Feng W., Ji P.: Enzymes immobilized on carbon nanotubes. Biotechnol. Adv. 29 (2011)
889-895. https://doi.org/10.1016/S0141-0229(02)00214-4

62


https://doi.org/10.1021/ic701332w
https://doi.org/10.1016/j.jinorgbio.2015.05.007
https://doi.org/10.1039/B210420M
https://doi.org/10.1021/ic9601100
https://doi.org/10.1002/ejic.201201499
https://doi.org/10.1002/ejic.201900640
https://doi.org/10.1016/s0956-5663(01)00125-7
https://doi.org/10.1016/S0141-0229(02)00214-4

[89] Nguyen H. H., Kim M.: An Overview of Techniques in Enzyme Immobilization. Appl.
Sci. Converg. Technol. 26 (2017) 157-163. http://dx.doi.org/10.5757/ASCT.2017.26.6.157

[90] Manju G., Chaubey A., Malhotra B. D.: Application of conducting polymers to
biosensors. Biosens. Bioelectron. 17 (2002) 345-359, https://doi.org/10.1016/S0956-
5663(01)00312-8

[91] Weetall H. H.: Immobilized enzymes: Analytical applications. Anal. Chem. 46 (2008)
602-615. https://doi.org/10.1021/ac60343a721

[92] Beck F.: Electrodeposition of polymer coatings. Electrochim. Acta 33 (1988) 839-850,
https://doi.org/10.1016/0013-4686(88)80080-X

[93] Apetrei C., Rodriguez-Mendéz M. L., De Saja J. A.: Amperometric tyrosinase based

biosensor using an electropolymerized phosphate-doped polypyrrole film as an
immobilization support. Application for detection of phenolic compounds. Electrochim.
Acta 56 (2011) 8919-8925. https://doi.org/10.1016/j.electacta.2011.07.127

[94] Apetrei C.: Novel method based on polypyrrole-modified sensors and emulsions for the
evaluation of bitterness in extra virgin olive oils. Food Res. Intl. 48 (2012) 673-680.
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2012.06.010

[95] Rodriguez-Mendéz M. L.: Evaluation of the polyphenolic content of extra virgin olive

oils using an array of voltammetric sensors. Electrochim. Acta 53 (2008) 5867-5872.
https://doi.org/10.1016/j.electacta.2008.04.006
[96] Pérez-Lopez B. and Merkogi A.:. Carbon nanotubes and graphene in analytical
sciences. Microchim. Acta 179 (2012) 1-16. https://doi.org/10.1007/s00604-012-0871-9
[97] Durgaryan A. H., Durgaryan A. N., Arakelyan R. H., Miragyan A. N.:

Copolymerization of aniline p-phenylenediamine in an acetic acid medium. Chem. Eng.
Polym. (2017). https://doi.org/10.1201/9781315365985-1

[98] Apetrei I. M., Apetrei C.: Amperometric biosensor based on polypyrrole and tyrosinase

for the detection of tyramine in food samples. Sens. Actuators B Chem. 178 (2013) 40-46.
https://doi.org/10.1016/j.5nb.2012.12.064
[99] Wang B., Zheng J., He Y., Sheng Q.: A sandwich-type phenolic biosensor based on

tyrosinase embedding into single-wall carbon nanotubes and polyaniline
nanocomposites. Sens. Actuators B. Chem. 186 (2013) 417-422.
https://doi.org/10.1016/j.snb.2013.06.016

[100] Wang S., Tan Y., Zhao D., Liu G.: Amperometric tyrosinase biosensor based on Fe3O4

nanoparticles—chitosan nanocomposite. Biosens. Bioelectron. 23 (2008) 1781-1787.
https://doi.org/10.1016/j.bios.2008.02.014

63


http://dx.doi.org/10.5757/ASCT.2017.26.6.157
https://doi.org/10.1016/S0956-5663(01)00312-8
https://doi.org/10.1016/S0956-5663(01)00312-8
https://doi.org/10.1021/ac60343a721
https://doi.org/10.1016/0013-4686(88)80080-X
https://doi.org/10.1016/j.electacta.2011.07.127
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2012.06.010
https://doi.org/10.1016/j.electacta.2008.04.006
https://doi.org/10.1007/s00604-012-0871-9
https://doi.org/10.1201/9781315365985-1
https://doi.org/10.1016/j.snb.2012.12.064
https://doi.org/10.1016/j.snb.2013.06.016
https://doi.org/10.1016/j.bios.2008.02.014

[101] Lupu S., Lete C., Balaure P. C., Caval D. I., Mihailciuc C., Lakard B., Hihn J-Y., del
CAmpo F. Ch.: Development of Amperometric Biosensors Based on Nanostructured
Tyrosinase-Conducting Polymer Composite Electrodes. Sensors 13 (2013) 6759-6774.
https://doi.org/10.3390/s130506759

[102] WangJ., Fang L., Lopez D.: Amperometric biosensor for phenols based on a tyrosinase—
graphite—epoxy biocomposite. The Analyst 119 (1994) 455-458.
https://doi.org/10.1039/AN9941900455

[103] Rodriguez-Sevilla E., Ramirez-Silva M. T., Palomar-Pardavé M., Romero-ROmo M.,

Marty J. L., Ibarra-Escutia P.: A Novel Tyrosinase Base Biosensor for the Quantification
of Antioxidant Capacity: Evaluation on Infusions of Medicinal Plants. ECS Trans. 64
(2014) 49-57. https://doi.org/10.1149/06401.0049ecst

[104] Rajesh, Takashima W., Kaneto K.: Amperometric tyrosinase based biosensor using an

electropolymerized PTS-doped polypyrrole film as an entrapment support. React. Funct.
Polym. 59 (2004) 163-169. https://doi.org/10.1016/j.reactfunctpolym.2004.01.006.

[105] Adhikari B., Majumdar S.: Polymer in sensor applications. Prog. Polym. Sci. 29 (2004)
699-766. https://doi.org/10.1016/j.progpolymsci.2004.03.002

[106] Sharma A. L., Singhal R., Kumar A., Rajesh, Pande K. K., Malhotra B.D.:
Immobilization of glucose-oxidase onto electrochemically prepared poly (aniline co
fluoroaniline)  films. J.  Appl. Polym. Sci. 91  (2004) 3999-4006.
https://doi.org/10.1002/app.13553

[107] Taxis Du Poet P., Miyamoto S., Murakami T., Kimura J., Karube I.: Direct electron

transfer with glucose oxidase immobilized in an electro polymerized poly (N methyl
pyrrole) film on gold microelectrode. Anal. Chim. Acta 235 (1990) 255-263.
https://doi.org/10.1016/S0003-2670(00)82082-6

[108] Barlett P.N., Cooper J.M.. A review of the immobilization of enzymes in
electropolymerised ~ film. J.  Electroanal.  Chem. 362  (1993) 1-12.
https://doi.org/10.1016/0022-0728(93)80001-X

[109] Skladal P.: Mushroom tyrosinase-modified carbon paste electrode as an amperometric
biosensor for phenols. Collect. Czech. Chem. Commun. 56 (1991) 1427-1433.
https://doi.org/10.1135/cccc19911427

[110] Gorton, L.: Carbon paste electrodes modified with enzymes, tissues, and cells.
Electroanal. 7 (1995) 23-45. https://doi.org/10.1002/elan.1140070104

64


https://doi.org/10.3390/s130506759
https://doi.org/10.1039/AN9941900455
https://doi.org/10.1149/06401.0049ecst
https://doi.org/10.1016/j.progpolymsci.2004.03.002
https://doi.org/10.1002/app.13553
https://doi.org/10.1016/S0003-2670(00)82082-6
https://doi.org/10.1016/0022-0728(93)80001-X
https://doi.org/10.1135/cccc19911427
https://doi.org/10.1002/elan.1140070104

[111] Dempsey E., Diamond D, Collier A.: Development of a biosensor for endocrine
disrupting compounds based on tyrosinase entrapped within a poly(thionine) film. Biosens.
Bioelectron. 20 (2004) 367-377. https://doi.org/10.1016/j.bios.2004.02.007

[112] Albareda-Sirvent M., Merkogi A., Alegret S.: Configurations used in the design of

screen-printed enzymatic biosensors. A review. Sens. Actuators B Chem. 69 (2000) 153—
163. https://doi.org/10.1016/S0925-4005(00)00536-0
[113] Sys M., Metelka R., Mikysek T., Vytias K.: Improvement of enzyme carbon paste-based

biosensor using carbon nanotubes for determination of water-soluble analogue of vitamin
E. Chem. Pap. 69 (2015) 150-157. https://doi.org/10.2478/s11696-014-0608-9

[114] Mello L. D., Kubota L. T.: Review of the use of biosensors as analytical tools in the
food and drink industries. Food Chem. 77 (2002) 237-256. https://doi.org/10.1016/S0308-
8146(02)00104-8

[115] Sassolas A., Blum L. J., Leca-Bouvier D. B.: Immobilization strategies to develop
enzymatic biosensors. Biotechnol. Adv. 30 (2012) 489-511.
https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2011.09.003

[116] Mohamad N. R., Marzuki N. H. C., Buang N. A., Huyop F., Wahab R. A.: An overview
of technologies for immobilization of enzymes and surface analysis techniques for
immobilized enzymes. Biotechnol. Biotechnol. Equip. 29 (2015) 205-220.
https://doi.org/10.1080/13102818.2015.1008192

[117] Novick S.J., Rozzell J.D.: Immobilization of Enzymes by Covalent Attachment. Microb.
Enzym. Biotransformation 17 (2005) 247-271. https://doi.org/10.1385/1-59259-846-3:247.

[118] Arce R., del Rio R., Ruiz-Leon D., Velez J., Isaacs M., del Valle M. A., Aguirre M. J.:

Evidence for the Formation of a Copolymer by Simultaneous Electropolymerization of p-

Tetraaminophenyl Porphyrin Cobalt (I1)) and o-Phenylenediamine on Glassy Carbon. Int.
J. Electrochem. Sci. 7 (2012) 11596-11608.

[119] Do Nascimento G. M., Sestrem R. H., Temperini M. L. A.: Structural characterization
of poly-para-phenylenediamine—montmorillonite clay nanocomposites. Synth. Met. 160
(2010) 2397-2403. https://doi.org/10.1016/j.synthmet.2010.09.016

[120] RibeiroJ. F. F., Melo J. R. S.,Silva K. B. O., Cabral Filho P. E., Santos B. S.,Pereira G.
A. L. Ribeiro R. T., Silva L. C.,Fontes A.: CdTe quantum dots in a glassy carbon

electrochemical platform modified by N-substituted polypyrrole: Increasing the functional
active surface for conjugation.  Surf. Interfaces. 19 (2020) 100532.
https://doi.org/10.1016/j.surfin.2020.100532

65


https://doi.org/10.1016/j.bios.2004.02.007
https://doi.org/10.1016/S0925-4005(00)00536-0
https://doi.org/10.2478/s11696-014-0608-9
https://doi.org/10.1016/S0308-8146(02)00104-8
https://doi.org/10.1016/S0308-8146(02)00104-8
https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2011.09.003
https://doi.org/10.1080/13102818.2015.1008192
https://doi.org/10.1385/1-59259-846-3:247
https://doi.org/10.1016/j.synthmet.2010.09.016
https://doi.org/10.1016/j.surfin.2020.100532

[121] DingL., Zhao X.,Huang Y., YanJ., Li T., Liu P.: Ultra-broadband and covalently linked
core—shell CoFe204@PPy nanoparticles with reduced graphene oxide for microwave
absorption. J. Colloid Interface Sci. 595 (2021) 168-177.
https://doi.org/10.1016/j.jcis.2021.03.019

[122] Sukmawardani Y., Ihsanawati, Buchari: Optimization of Pyrrole Electropolymerization

on a Steel Gauze Electrode Using the Cyclic Voltammetry Method. Key Eng Mater. 811
(2019) 133-138. https://doi.org/10.4028/www.scientific.net/ KEM.811.133

[123] Aybastier O., Demir C.: Immobilization of Candida antarctica Lipase A on, Chitosan

Beads for Production of Fatty Acid Methyl Ester from Waste Frying Oil. Energ. Source
Part A. 36 (2006) 2313-2319. https://doi.org/10.1080/15567036.2011.567233
[124] Wang Q., Zhang B., Lin X., Weng W.: Hybridization biosensor based on the covalent

immobilization of probe DNA on chitosan—mutiwalled carbon nanotubes nanocomposite
by using glutaraldehyde as an arm linker. Sens. Act. B. 156 (2011) 599-605.
https://doi.org/10.1016/j.snb.2011.02.004

[125] Miao Y., Tan S. N.. Amperometric hydrogen peroxide biosensor based on

immobilization of peroxidase in chitosan matrix crosslinked with glutaraldehyde. Analyst
125 (2000) 1591-1594. https://doi.org/10.1039/B003483P

[126] Dong W., Wang K., Chen Y., Li W., Ye Y., Jin S.: Construction and Characterization
of a Chitosan-Immaobilized-Enzyme and B-Cyclodextrin-Included-Ferrocene-Based
Electrochemical Biosensor for H2O2 Detection. Materials. 10 (2017) 868.
https://doi.org/10.3390/ma10080868

[127] Zhang Y., Ji Ch.: Electro-Induced Covalent Cross-Linking of Chitosan and Formation

of Chitosan Hydrogel Films: Its Application as an Enzyme Immobilization Matrix for Use
in a Phenol Sensor. Anal. Chem. 82 (2010) 5275-5281. https://doi.org/10.1021/ac100714s

[128] Sugawara K., Hirabayashi G., Kamiya N., Kuramitz H.: Evaluation of concanavalin A-

mannose interaction on the electrode covered with collagen film. Talanta 68 (2006) 1176—
1181. https://doi.org/10.1016/j.talanta.2005.07.036
[129] Ahlers M., Stein N., Broch L., Brand I.: Study of the potential driven changes in a

collagen film self-assembled on a polycrystalline gold electrode surface. J. Electroanal.
Chem. 706 (2013) 140-148. https://doi.org/10.1016/j.jelechem.2013.08.010

[130] Raul., Kajzar F.: Biopolymers for application in photonics. J. Mater. Sci. 10 (2014) 29—
41. htttp://:dx.doi.org/10.15688/jvolsu10.2014.4.4

[131] Garcia-Molina F, Munoz J.L., Varon R., Rodriguez-Lopez J.N., Garcia-Canovas F.,

Tudela J.: A review on spectrophotometric methods for measuring the monophenolase and

66


https://doi.org/10.1016/j.jcis.2021.03.019
https://doi.org/10.4028/www.scientific.net/KEM.811.133
https://doi.org/10.1080/15567036.2011.567233
https://doi.org/10.1016/j.snb.2011.02.004
https://doi.org/10.1039/B003483P
https://doi.org/10.3390/ma10080868
https://doi.org/10.1021/ac100714s
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2005.07.036
https://doi.org/10.1016/j.jelechem.2013.08.010

diphenolase activities of tyrosinase. J. Agr. Food. Chem. 55 (2007) 9739-9749.
https://doi.org/10.1021/jf0712301

[132] Gibson Q.H., Swoboda B.E., Massey V.: Kinetics and mechanism of action of glucose
oxidase. J. Biol. Chem. 239 (1964) 3927-3934. https://doi.org/10.1016/S0021-
9258(18)91224-X

[133] Ge X., Sirich T.L., Beyer M.K., Desaire H., Leary J.A.: A strategy for the determination

of enzyme Kinetics using electrospray ionization with an ion trap mass spectrometer. Anal.
Chem. 73 (2001) 5078-5082. https://doi.org/10.1021/ac0105890
[134] Rassaei L., Cui J., Goluch E. D., Lemay S. G.: Substrate-dependent Kinetics in

tyrosinase-based biosensing: amperometry vs. Spectrophotometry. Anal. Bioanal. Chem.
403 (2012) 1577-1584. https://doi.org/10.1007/s00216-012-5964-0

[135] Solem E., Tuczek F., Decker H.: Tyrosinase versus Catechol Oxidase: One Asparagine
Makes the Difference. Angew. Chem. 55 (2016) 2884-2888.
https://doi.org/10.1002/anie.201508534

[136] Johnson K. and Goody S. R.: The Original Michaelis Constant: Translation of the 1913
Michaelis—Menten Paper. Biochem. 50 (2011) 8264-8269.
https://doi.org/10.1021/bi201284u

[137] Rountree E. S., McCarthy B. D., Eisenhart T. T., Dempsey J. L.: Evaluation of

Homogeneous Electrocatalysts by Cyclic Voltammetry. Inorg. Chem. 53 (2014) 9983
10002. https://doi.org/10.1021/ic500658x

[138] Keleti K.: Kinetic power: basis of enzyme efficiency, specificity and evolution. J. Mol.
Catal. 47 (1988) 271-279. https://doi.org/10.1016/0304-5102(88)85051-X

[139] Kermasha S., Bao H., Bisakowski B.: Biocatalysis of tyrosinase using catechin as
substrate in selected organic solvent media. J. Mol. Catal. B Enzym. 11 (2001) 929-938.
https://doi.org/10.1016/S1381-1177(00)00163-6

[140] Yokoyama K., Kayanuma Y.: Cyclic Voltammetric Simulation for Electrochemically

Mediated Enzyme Reaction and Determination of Enzyme Kinetic Constants. Anal. Chem.
70 (1998) 3368-3376._https://doi.org/10.1021/ac9711807

[141] Rajesh K., Rahiman A. K., Bharathi K. S., Sreedaran S., Gangadevi V., Narayanan V.:
Synthesis, characterization and bioactive evaluation of copper(ll) 5, 0,15,20-

tetrakis[a,0,0,0-2-(2,6-bis(4-methylpiperazine-1-yl-methyl)-4-iminomethylphenol)phenyl]
porphyrin: A picket-fence porphyrin. Spectrochim. Acta A Mol. Biomol. Spectrosc. 77
(2010) 652-660. https://doi.org/10.1016/j.saa.2010.07.005

67


https://doi.org/10.1021/jf0712301
https://doi.org/10.1016/S0021-9258(18)91224-X
https://doi.org/10.1016/S0021-9258(18)91224-X
https://doi.org/10.1021/ac0105890
https://doi.org/10.1007/s00216-012-5964-0
https://doi.org/10.1002/anie.201508534
https://doi.org/10.1021/bi201284u
https://doi.org/10.1021/ic500658x
https://doi.org/10.1016/0304-5102(88)85051-X
https://doi.org/10.1016/S1381-1177(00)00163-6
https://doi.org/10.1021/ac9711807
https://doi.org/10.1016/j.saa.2010.07.005

[142] Durgaryan A. A., Arakelyan R. A., Durgaryan N. A.: Oxidative polymerization of p-
phenylendiamine. Russ. J. Gen. Chem. 84 (2014) 1095-1100.
https://doi.org/10.1134/S1070363214060073

[143] Sayyah S. M., Abd EI-Rehim S. S., El-Deeb M. M., Kamal S. M., Azooz R. E.:

Electropolymerization of p-Phenylenediamine on Pt-Electrode from Aqueous Acidic

Solution: Kinetics, Mechanism, Electrochemical Studies, and Characterization of the
Polymer  Obtained. J.  Appl. Polym. Sci. 117 (1010) 943-952.
https://doi.org/10.1002/app.31476

[144] Yang C.-H., Wen T.-C.: Electrochemical copolymerization of aniline and para-

phenylenediamine on IrO»-coated titaniumnelectrode. J. Appl. Electrochem. 24 (1994) 166—
178. https://doi.org/10.1016/50379-6779(98)80094-5
[145] Figueir6 S. D., Goes J. C., Moreira R. A., Sombra A. S. B.: On the physico-chemical

and dielectric properties of glutaraldehyde crosslinked galactomannan—collagen films.
Carbohydr. Polym. 56 (2004) 313-320. https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2004.01.011
[146] Arce R., del Rio R., Ruiz-Leén D., Velez J., Isaacs M., Del Valle M. A., Aguirre.:

Evidence for the Formation of a Copolymer by Simultaneou Electropolymerization of p-
Tetraaminophenyl Porphyrin Cobalt (I1)) and o-Phenylenediamine on Glassy Carbon. Int.
J. Electrochem. Sci. 7 (2012) 11596-11608.

[147] Stoges M., Kalcher K., Svancara I, Vyttas K.: A New Biosensor for Glucose Based on
Carbon Paste and Enzyme Immobilized onto the Polyaniline Film. Int. J. Electrochem. Sci.
6 (2011) 1917-1926.

[148] Sugumaran M.: Reactivities of Quinone Methides versuso-Quinonesin Catecholamine
Metabolism andEumelanin Biosynthesis. Int. J. Mol. Sci. 17 (2017) 1576.
https://doi.org/10.3390/ijms17091576

68


https://doi.org/10.1134/S1070363214060073
https://doi.org/10.1134/S1070363214060073
https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2004.01.011
https://doi.org/10.3390/ijms17091576

