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1. Uvod

25. dubna 1941 piednesl Jaroslav Heyrovsky na
schiizi Ceské spolednosti chemické svoji prednasku
,Pouziti oscilografu v polarografii®, kterd byla v prosinci
téhoz roku publikovana v Chemickych listech'. V této
pfednésce se zabyval pfedevSim otdzkou registrace polaro-
grafickych kiivek a upozornil na nové moznosti sledovani
polarografickych dé&ji pomoci oscilografu. V tvodu shrnul
nekolik praci zahrani¢nich laboratofi, které¢ se v posledni
dobé zacaly touto problematikou zabyvat™. Vedle obvyklé
polarizace rtutové kapkové elektrody s vlozenym napétim
a sledovanim zavislosti proudu na potencidlu, uvaZoval
i moznost polarizace této elektrody stfidavym proudem
a sledovani zavislosti potencialu na case, tj. chronopoten-
ciometrii. V zavéru své prednasky se zminuje o spolupraci
s Jindfichem Forejtem z firmy Philips, Praha. Z této spolu-
prace vznikla Heyrovského oscilograficka polarografie
vnucenym stfidavym proudem®’, ktera po uvedeni pomér-
n¢ levného Polaroskopu P 524 (obr. 1) do prodeje v prvni
poloving 50. let 20. stoleti vzbudila velkou pozornost mezi
Ceskoslovenskymi védci. Jiz vr. 1954 byl tento pfistroj
v laboratofi prof. V. Moravka v Brné¢ k dispozici studen-
tam biochemie, kteti n€které své vysledky publikovali jiz
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Obr. 1. Polaroskop P 524 vyrobeny firmou K¥iZik, Praha

béhem svého studia®®. Lze Fici, ze zminény ¢lanek profe-
sora Heyrovského v Chemickych listech! znamenal po&a-
tek oscilografické polarografie vaucenym proudem (OP)
a jejiho vyuziti v riznych oblastech védy. V kapitole o OP
v knize o polarografii Heyrovsky a Kiita’ rozlisuji oscilo-
grafickou polarografii (i) vnucenym napétim a (ii) vnuce-
nym proudem. Je tfeba si uveédomit, Ze slovo
,polarografie” zde neni vztazeno ke zplsobu polarizace
elektrody, ale spise k pouziti rtutovych elektrod.

V tomto c¢lanku se budeme zabyvat predevsim OP
vnucenym proudem, tedy chronopotenciometrii stiidavym
nebo konstantnim proudem. Pied 10 lety shrnul Britz
v kratkém &lanku poznatky o chronopotencimetrii'®, aniz
by se zminil o Heyrovského OP. Podobné napt. Iwamoto
v r. 1958 navrhuje deriva¢ni chronopoteciometrii'' a Her-
man aBard"? vr. 1963 cyklickou chronopotenciometrii
beze zminky o OP, kterd od svych zacatkli poskytovala
derivacni ktivky v cyklickém modu a nabizela jak katodic-
kou, tak i anodickou vétev (obr. 2). Urcitou vyjimku pied-
stavuje Sturrock', ktery cituje praci Heyrovského
a Forejta zr. 1943 (cit.H a navrhuje novou metodu odvoze-
nou od OP a nazyva ji derivaéni cyklické voltametrie kon-
stantnim proudem (derivative cyclic constant current vol-
tammetry). Jagner'*", ktery v druhé poloviné 70. a v 80.
letech minulého stoleti vyznamné pfispél k uplatnéni chro-
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Obr. 2. 50 uM thymin v 0,1 M NaOH. Rtut’ova kapkova elek-
troda, polariza¢ni stéidavy proud 0,3 mA. OP aktivita thymi-
nu je podminéna schopnosti této latky vytvaret Spatné roz-
pustné slouceniny se rtuti. Vice podrobnosti nalezne &tenat
v cit.32 (Prevzato z kandidatské dizertatni prace E. Paledek:
O vlivu ionizujiciho zafeni na nukleové kyseliny a nékterych
novych moznostech jejich analyzy, Brno 1959).

nopotenciometrie v analytické chemii, svoji praci vSak
k OP nevztahuje. Podobné se chova tada jinych autoru,
jako napf. Kryger'® a Nishida'” a vyjimku netvoti ani né-
které knizni publikace'®.

Velmi malou navaznost moderni chronopotenciome-
trie na OP si lze vysvétlit nejméné dvéma faktory: (i) OP
vznikla a rozvijela se v Ceskoslovensku, tedy za ,,zeleznou
oponou”, komplikujici komunikaci se zahrani¢nimi védci,
(ii) OP méla ve svém nazvu slovo ,,polarografie®, svadéjici
k predstavé, Ze polarizace elektrody je v OP shodna
s polarizaci v klasické polarografii. Ve skutecnosti vsak,
diky prvnimu komer¢né dostupnému pfistroji pro chrono-
potenciometrii (obr. 1), mohla OP jiz v prvni poloviné
50.let minulého stoleti ucinit prvni vyznamnéjsi krok
k aplikaci chronopotenciometrie (jejiz podstata byla zmi-
tiovana jiz pred vice jak 100 lety'?) k analytickym uéeltm.

2. Oscilograficka polarografie vnucenym
stfidavym proudem

Jaroslav Heyrovsky se nepochybné zaslouzil o rozvoj
chronopotenciometrie v 50. letech minulého stoleti, i kdyz
ne vSechna odpovidajici literatura z 60. a dalSich let tomu
nasvédéuje. Vedle n&j se o rozvoj OP zaslouzili i dalsi
Ceskoslovensti védci a zv1asté Robert Kalvoda™' a dalsi
kolegové, jako napt. G. Dusinsky, K. Micka, L. Molnar,
J. Volke aD. Weiss. Tito a dalsi védci prispé€li rovnéz
k organizaci oscilopolarografickych kurzii pro ceskoslo-
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venské a zahrani¢ni védce v Praze a v Bratislave. Pravidel-
né konference na zdmku ve Smolenicich vénované OP
navstévovalo mnoho védct i sam profesor Heyrovsky.
Vedle urcitych nevyhod méla OP ve srovnani
s klasickou polarografii fadu prednosti pii praktické analy-
ze ruznych latek, véetné biomolekul. Napf. pii OP byla
analyza mnohem rychlejsi, byla provadéna na jediné kapce
rtuti za pristupu vzduchu, umoznovala akumulaci silné
adsorbovanych latek na povrchu elektrody a podobné jako
cyklicka voltametrie (CV) (komerén¢ dostupné pfistroje
pro CV nebyly vpoloving 50.let minulého stoleti
v Ceskoslovensku k dispozici) pracovala v cyklickém mo-
du a poskytovala informace jak o katodickych, tak i o ano-
dickych procesech (obr. 2). Je zajimavé, Ze nékteré principy
OP byly vyuZivany po desetileti pii analyze biomakromole-
kul a zvlasté¢ DNA a bilkovin a d¢je se tak az do dnesni doby.

3. Elektrochemie nukleovych kyselin

Prvni elektrochemické studie nukleovych kyselin
a zvlast¢ DNA se jen diky OP mohly objevit jiz vice jak
pred 55 lety”> **. Klasicka polarografie byla k tomuto tée-
lu malo vhodna®, protoze byla malo citlivd a nemohla
vyuzit silné adsorpce a akumulace DNA na povrch elek-
trody”” v okoli potencialu elektrokapilarni nuly (p.z.c.)
anemohla postihnout redukce bazi v akumulované DNA
u negativnich potencialti. Naproti tomu v ptipadé OP bylo
snadné akumulovat DNA na rtutové kapce a na téze kapce
DNA vzapéti redukovat’>*****? Koncem 50. let jsme se na
Biofyzikalnim ustavu CSAV v Brné zadali zabyvat my3-
lenkou konstrukce dokonalejsiho pfistroje, nez byl Polaro-
skop P 524. Emil Pale¢ek se dohodl s elektrotechniky
Ing. F. Sevéikem a K. Metzlem, ktefi se ochotné tohoto
ukolu ujali. Jiz vr. 1962 jsme méli k dispozici pfistroj
pracujici s pravothlym polarizaénim proudem, ktery nabi-
zel fadu vyhod, véetné metody ,,prvni kiivky*, velmi dile-
zité pro analyzu DNA. V té dobé¢ piistroj zvenku jesté ne-
vypadal pékné, byl v§ak mnohem dokonalejsi nez Polaro-
skop P 576 (ktery nahradil P 524) a dalo se s nim dobfte
pracovat. Po svém navratu z rocniho pobytu v USA nalezl
Emil Palegek jiz hotovy piistroj, ktery i pékné vypadal®®.

Teprve citlivéjsi  derivacni  pulsni  polarografie
G. C. Barkera®' umoznila analyzu DNA bez jeji akumulace
na rtufové kapce’>**. Nukleové kyseliny poskytovaly pii
OP i anodicky signal G, za ktery odpovidaly zbytky guani-
nu. Brzy se ukazalo, Ze tento OP signal zavisi na potencia-
lu pravého (negativniho) krajniho bodu a Ze je podminén
oxidaci redukéniho produktu guaninu**** vznikajiciho
u negativnich potencidlii v oblasti rozkladu zakladniho
elektrolytu. Vice podrobnosti o analyze DNA pomoci OP
nalezne  ¢tendt v ¢lanku  publikovaném  vr. 2014
v Chemickych listech®®. N&které piednosti OP zistaly
nedocenény v pocatcich OP a jejich vyznam se ukézal az
v pozdgjsich letech, jak uvedeme v dalSich odstavcich
av Casti 4.

V druhé poloviné 60. let minulého stoleti se zdjem
o OP zacal snizovat, protoZe se objevily komeréné dostup-
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né piistroje pro elektrochemickou analyzu pomoci novych
metod, které v n¢kterych smérech predcily OP. Napiiklad
diferen¢ni pulzni polarografie (DPP) piedcila OP pii ana-
lyze DNA lepsi citlivosti, spojenou s vybornou eliminaci
kapacitniho proudu®™. Neni pochyb, Ze piistroj pro OP
konstruovany na zaklad¢ predvalecnych technologii mohl
jen stézi soutéZit s elektrochemickymi pfistroji zalozenymi
na nov¢jsich technologiich. Pozdégji v elektrochemické
analyze zcela pfevladly voltametrické metody kombinova-
né spevnymi elektrodami. Diky dobrym zkuSenostem
s OP v prvni polovin€ 60. let se ndm v pozd¢jsich letech
po OP styskalo a doufali jsme, ze se objevi moderni pfi-
stroj pro chronopotenciometrii. Teprve v r. 1995 mél jeden
znas (EP) prilezitost seznamit se s pfistrojem Tracelab
v laboratofi prof. J. Wanga a vyuZit tento pfistroj k analyze
RNA?". Dr. Kees van Velzen, s nimZ jsme méli p¥ileZitost
diskutovat problémy elektrochemické analyzy, akceptoval
nas navrh a rozsifil spektrum elektrochemickych metod
v pristroji Autolab (EcoChemie, Holandsko) o chrono-
potenciometrii. Do dnes$ni doby Autolab ke chronopotenci-
ometrickym méfenim pouzivdme. Chronopotenciometrie
je dnes soucasti vétSiny elektroanalytickych pristrojt, do-
konce i Ceské provenience, napi. Eco-Tribo Polarograf
(Ecotrend Plus, Praha).

OP byla uvadéna jako polarograficka metoda zaloze-
nd na polarizaci elektrody programovanym stfidavym
proudem (podle soucasné nomenklatury, tedy chronopo-
tenciometrie stiidavym proudem). Nekteré vyhody tohoto
zpusobu polarizace nebyly vSak do neddvna uvazovany.
V poslednim desetileti bylo uk4zano, Ze je moZné pii chro-
nopotenciometrii  vyuzit vysokych proudovych hustot
arychlé zmény potencidlu rtutové elektrody k analyze
zmén ve struktufe bilkovin.

4. Elektrochemie bilkovin

V 1. 1930 Heyrovsky a Babicka ukazali, ze bilkoviny
katalyzuji vyluc¢ovani vodiku na rtutové kapkové elektrodé
a poskytuji u siln€¢ negativnich potencialti tzv. prenatrio-
vou vinu®®. Tato vIna byla $patn& vyvinutd, protoze byla
prili§ blizko rozkladu zékladniho elektrolytu a byla pova-
7ovéana za malo vhodnou pro analyzu bilkovin®. Byla pro-
to brzy zastinéna dobfe vyvinutou tzv. Brdickovou dvojvl-
nou, poskytovanou bilkovinami za pfitomnosti iontd ko-
baltu. Aplikace OP ke studiu prenatriové viny bilkovin
nepfinesla lepsi vysledky neZ klasickd polarografie, proto-
ze OP signaly bilkovin byly na oscilogramu pfili§ blizko
méfeni prenatriové viny pomoci klasické polarografie. Na
druhé strané uziteCnost OP pifi analyze aminokyselin
a kapacitnich signali bilkovin byla piesvédéivé demon-
strovana ve sd&lenich™ .

Chronopotenciometrie bilkovin. V poslednich deseti-
letich bylo zjisténo, Ze rozpoustéci chronopotenciometrie
konstantnim proudem (Constant current chronopotentio-
metric stripping, CPS) se velmi dobfe hodi k analyze bil-
kovin*. Témét pred 20 lety jsme ukézali, e bioaktivni
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peptidy poskytuji pti CPS u negativnich potenciali pik
dobie oddéleny od pozadi® a o nékolik let pozdgji jsme
Zjistili, ze podobny pik poskytuji i bilkoviny**".

Tento pik, ktery je zptsoben vylu¢ovanim vodiku®' ™,
katalyzovanym zbytky aminokyselin jako lysin, arginin,
cystein a histidin***®, byl nazvan pik H na pocest
J. Heyrovského a diky vyluovani vodiku (Hydrogen)
a vysokeé citlivosti (High sensitivity).

Zprvu jsme se domnivali, ze CPS pouze umoziuje
vhodngjsi stanoveni bilkovin pomoci prenatriové viny.
Dalsi prace v této oblasti vSak ukazaly, ze CPS umoziuje
i analyzu zmén ve struktuie peptidia®®®"*? a bilkovin®
a vyzkum specifickych interakci bilkovin s DNA® a dalsi-
mi latkami®"®"" p¥i vysokych proudovych hustotach. Zjis-
tili jsme rovnéz, Ze bilkoviny po adsorpci na rtutovou
elektrodu nejsou denaturovéany, ale k denaturaci adsorbo-
vané bilkoviny dochdzi az pifi negativnich potencia-
lech™". P¥i katalytickém vyludovani vodiku se uvoliiuje
velké mnozstvi elektrond, umoziujici praci s vysokymi
negativnimi proudovymi intenzitami (proudovymi hustota-
mi pfi konstantni plose elektrody). Za téchto podminek je
mozno zkratit dobu, po kterou je adsorbovana bilkovina
vystavena ucinkiim elektrického pole (u negativnich po-
tencialll) na milisekundy, pfi niz je denaturace bilkoviny
na povrchu elektrody zanedbatelnd. Bylo zjiSténo, Ze bil-
kovina adsorbovana na elektrodé¢ mize podléhat struktur-
nimu pfechodu v z4vislosti na proudové hustoté, na teploté
& na iontovych podminkach’™”°. Diky témto novym pfi-
stuptim je mozno elektrochemicky detegovat malé zmény
ve struktufe podminéné mutaci (napt. vyménou jediné
aminokyseliny®” nebo poskozenim bilkoviny vng&jsimi
&initeli®® i specifické interakce bilkoviny s DNA® a jinymi
latkami). Pik H byl velmi Gsp&$n€ vyuZit Vackovou labo-
ratofi (Univerzita Palackého v Olomouci) ke studiu glyka-
ce proteinti’®, §patné rozpustnych membranovych bilko-

vin’* a vlastnosti peptida®’.

5. Zavér

V 1. 1941 J. Heyrovsky navrhl OP vnucenym prou-
dem v kombinaci se rtutovymi elektrodami. Zavedl tim do
chemické analyzy nejen novou metodu zaznamu elektro-
chemickych kiivek, ale stimuloval i pfipravu jednoduché-
ho a komercné dostupného pfistroje pro chronopotencio-
metrii. Pocatkem 50.let minulého stoleti byla OP
v Ceskoslovensku a sousednich zemich 3iroce aplikovéna
pfi analyze ruznych latek a zvlasté biomolekul. OP v té
dobé predstavovala renezanci chronopotenciometrie a diky
OP bylo mozno publikovat prvni zésadni prace o elektro-
chemii DNA jiz na prelomu 50. a 60. let. V soucasné dobé
jsme svédky dalsiho vyvoje chronopotenciometrie pii ana-
lyze biomakromolekul a zv1asté pfi strukturné citlivé ana-
lyze bilkovin zaloZené na katalytickém vylu€ovéani vodiku
na rtutovych elektrodach. Vétime, Ze profesor
J. Heyrovsky by byl spokojen s tim, jak jeho OP stimulo-
vala rozvoj védy.
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Tato prace se uskutecnila v ramci projektu CAS RVO

68081707. Autori jsou zavazani kolegiim Dr. V. Dorcako-
vi, Dr. V. Ostatné, Dr. D. Kalabovi a Dr. Z. Pechanovi za
cenné pripominky k rukopisu.
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Bulletin

E. Paletek® and M. Heyrovsky® (“ Institute of Bio-
physics, Acad. Sci. CR, v.v.i., Brno, by Heyrovsky’s Insti-
tute of Physical Chemistry, Prague): 75 years of
J. Heyrovsky’s Oscillographic Polarography and Pre-
sent Constant Current Chronopotentiometry

On 25™ April 1941, at a meeting of the Czech Chemi-
cal Society in Prague, Jaroslav Heyrovsky delivered his
lecture "Use of oscillograph in polarography". This lecture
was published in Chemické Listy in December 1941. His
lecture marked the beginning of the oscillographic polar-
ography with controlled alternating current (OP). In the
first half of the 1950’s, a simple instrument Polaroskop
P 524 became available, stimulating wide application of
OP as a method of fast and simple chemical analysis of
various compounds, including biomolecules. In the 1960°s
and in the following decades a number of papers on
chronopotentiometry were published but J. Heyrovsky’s
OP was almost forgotten. At present we can witness anoth-
er step in the development of chronopotentiometry in the
application of CPS in the analysis of biomacromolecules
and particularly in the structure-sensitive analysis of pro-
teins based on catalytic hydrogen evolution reaction
(CHER). This analysis requires mercury-containing elec-
trodes, such as HMDE (hanging mercury drop electrode)
or solid amalgam electrodes, because the CHER has not
been observed with any other electrode. We believe that
Professor J. Heyrovsky would be satisfied by the fruitful
development of chronopotentiometry and its application in
bioelectrochemistry, stimulated by his OP.



