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ABSTRACT 
Lactoferrin is considered a multifunctional or multi-tasking protein. It appears to play several 
biological roles, whereas its structure is very crucial. The aim of this work was to investigate 
basic electrochemical behaviour of lactoferrin by both stationary and flow electrochemical 
methods with respect to study of structural changes of the compound of interest. Based on the 
results obtained, we utilized flow injection analysis with electrochemical detection for 
determination of lactoferrin. Finally, we attempted to follow the changes of lactoferrin signal 
in the presence of chemical compounds or under the physical conditions leading to changes in 
its structure. As we have shown here, electrochemical analysis enables to distinguish a change 
of protein structure easily and rapidly. 

Keywords: lactoferrin, milk protein, differential pulse voltammetry, flow injection analysis, 
carbon paste electrode, glassy carbon electrode, structural changes of protein. 

ABSTRAKT 
Laktoferin je považován za protein s mnoha funkcemi, který může díky své struktuře hrát 
mnoho důležitých biologických rolí. V této práci jsme studovali základní elektrochemické 
chování laktoferinu pomocí stacionární a průtokové elektrochemické metody se zaměřením na 
studium změny struktury proteinu. Na základě získaných výsledků jsme využili průtokovou 
injekční analýzu s elektrochemickou detekcí pro stanovení laktoferinu. Nakonec jsme se 
pokoušeli sledovat změnu signálu laktoferinu při vlivu chemických látek nebo při změně 
fyzikálních podmínek vedoucích ke změnám struktury. V práci je ukázáno že 
elektrochemická analýza umožňuje rychle a snadně rozlišit změny struktury proteinu. 

Klíčová slova: laktoferrin, mléčný protein, diferenční pulzní voltametrie, průtoková analýza, 
uhlíková pastová elektroda, elektroda ze skelného uhlíku, strukturní změny proteinu. 



ÚVOD 
Mléko představuje jednu ze základních potravin ve výživě člověka. Studiu 

obsahového složení je věnována stále pozornost[1-4]. Laktoferin, jenž je také nazýván 
laktotransferin, byl objeven v roce 1939 v kravském mléku. Jeho jméno je odvozeno podle 
dřívější klasifikace jako nejvýznamnější železo vázající bílkovina v mléce[5]. V roce 1960 byl 
poprvé izolován z lidského mateřského mléka[6]. V minulosti byl považován laktoferin pouze 
za bakteriostatický železo-transportní protein v mléku. Následně se také ukázal velmi 
významným železo vázajícím proteinem dalších exokrinních sekretů jako jsou žluč, 
pankreatická šťáva a střevní sekrety. Velikost a struktura laktoferinu úzce souvisí 
s podobností s ostatními železo vázajícími proteiny, transferiny. Díky těmto vlastnostem je  
laktoferin  považován za právoplatného člena transferinové rodiny[7,8]. Plazmatický 
laktoferin je pravděpodobně syntetizován leukocyty. Nejvyšší hladina je pozorována v 
kolostru (až 7 g/l) a mléce (v průběhu laktace se sníží koncentrace oproti kolostru přibližně 
7×), nižší hodnoty jsou v slzách, nosních tekutinách, slinách atd.[7,9-11]. Strukturně a 
chemicky je laktoferin glykoprotein skládající se z 703 aminokyselinových zbytků. 
Hololaktoferin je tvořen z jednoho lineárního polypeptidového řetězce včleněného do dvou 
kulovitých domén (C- a N-terminální), každá doména má jedno vazebné místo pro navázání 
železa (Obr. 1). Jeho molekulová hmotnost se pohybuje kolem 77000 Da. 
 
Obr. 1 Strukturní model laktoferinu. Šipkou je vyznačeno vázané železo (podle 
www.expasy.ch) 
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Elektrochemické metody představují alternativní nástroj pro detekci biologicky aktivních 
látek především pro svoji jednoduchost, rychlost a spolehlivost [16-25]. Cílem naší práce bylo 
základní elektrochemické studium laktoferrinu pomocí stacionárních a průtokových 
elektrochemických technik s aplikací na rozlišení strukturních změn. 

MATERIÁL A METODIKA 

Chemikálie 
Acetonitril a methanol (HPLC-čistota) byly získány od firmy Merck (Darmstadt, 

Německo). DMW lactoferin byl získán z NUTRA ingrediens (Holandsko). Všechny další 
chemikálie byly zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich (USA) pokud není uvedeno jinak. Zásobní 
roztoky standardů (koncentrace 1 mg.ml-1) byly připraveny v ACS vodě (Aldrich, USA) 
a uchovány ve tmě při 4 °C. 

Elektrochemická analýza ve stacionárním uspořádání 
Elektrochemické měření bylo prováděno na AUTOLABu (EcoChemie, Holandsko) ve 

spojení s VA-Stand 663 (Metrohm, Švýcarsko) v tříelektrodovém zapojení. Jako pracovní 
elektroda byla použita uhlíková pastová elektroda (poměr uhlíkového prášku a minerálního 
oleje 70/30; w/w), referentní elektroda (Ag/AgCl, 3M KCl) a uhlíková tyčinka jako pomocná 
elektroda. Všechna elektrochemická měření byla provedena v acetátovém pufru pH = 4. 
Analyzované vzorky byly deoxygenovány pro měření pomocí probublávání argonem 
(99.999%) nasyceného vodou po dobu 120 s. Všechny experimenty byly prováděny při 
pokojové teplotě. Voltametrické parametry byly následující: LSV počáteční potenciál 0 V, 
konečný potenciál 1.5 V, potenciálový krok 5 mV; DPV: počáteční potenciál 0 V, konečný 
potenciál 1.5 V, potenciálový krok 5 mV; SWV: počáteční potenciál 0 V, konečný potenciál 
1.5 V,  frekvence 240 Hz.  

Elektrochemická analýza v průtočném systému 
Průtočný systém byl složen z chromatografické pumpy (Model 583 ESA Inc., 

Chelmsford, MA, USA), Guard cely (Model 5020 ESA, USA), reakční smyčky (1 m) pro 
průtokovou injekční analýzu (FIA) a elektrochemického detektoru. Detektor je složen z 
průtočné amperometrické analytické cely (Model 5040, ESA, USA) obsahující referentní 
(hydrogen–paládiová), pomocnou uhlíkovou a pracovní elektrodu ze skelného uhlíku a 
kontrolního modulu Coulochem III, který slouží k ovládání detektoru. Vzorek (5 µl) byl 
injektován manuálně. Data z detektoru byla zpracována pomocí software CSW 32. 

Elektrochemické stanovení ve stacionárním systému 
Stacionární elektrochemické stanovení kapsaicinu bylo provedeno pomocí přístroje 

AUTOLAB analyzátor (EcoChemie, Nizozemí) ve spojení s VA-Stand 663 (Metrohm, 
Švýcarsko) v klasickém tříelektrodovém uspořádání. Pracovní elektrodou byla uhlíková 
pastová elektroda. Referentní elektroda byla Ag/AgCl/3M KCl a pomocná elektroda byla 



uhlíková tyčinka. Základním elektrolytem byl acetátový pufr 0.1 M CH3COOH + 0.1 M 
CH3COONa, pH 4.0. Parametry CV byly následující: iniciační potenciál -0.5 V,  potenciál 
prvního bodu obratu 1.2 V, potenciál druhého bodu obratu -0.5 V, teplota 20°C. 

Denaturační experimenty 
Teplotní působení: 1 mg.ml-1 laktoferinu v Britton-Robinson pufru byl umístěn na 
thermomixer Eppendor za konstatní teploty 65 °C a míchání 400 rpm. Po 30 minutách byl 
odebírán vzorek FIA analýzu. 
 

Působení methanolu: 1 mg.ml-1 laktoferinu byl navážen (váhy Sartorius) přímo do 
mikrozkumavky a přidán 1 ml methanolu (99.8%, Sigma Aldrich, HPLC čistota) a umístěn na 
Vortex (Genie, USA) za konstantního míchání 400 rpm. Po 30 minutách byl odebírán vzorek 
FIA analýzu. 
 

Působení močoviny: 1 mg.ml-1 laktoferinu byl přidán do 6 M močoviny a umístěna na 
thermomixer Eppendor za konstatní teploty 65 °C a míchání 400 rpm. Po 30 minutách byl 
odebírán vzorek FIA analýzu. 

VÝSLEDKY A DISKUZE 

Elektrochemické chování laktoferinu na uhlíkové pastové elektrodě 
Proto, abychom mohli posoudit vhodnost elektrochemické detekce pro analýzu 

laktoferinu a případně jeho konformačních změn byla provedena jednoduchá studie ve 
stacionárním elektrochemickém uspořádání. Pro tento náš účel jsme využili tříelektrodového 
zapojení (uhlíková pastová elektroda (CPE) jako pracovní, uhlíková tyčinka jako pomocná a 
Ag/AgCl 3M KCl jako referentní). Základní elektrochemické chování laktoferinu (1 µg.ml-1) 
na CPE v acetátovém pufru (pH 5.0) bylo provedeno pomocí tří rozdílných voltametrických 
elektrochemických technik (cyklické, diferenční pulzní a square wave voltametrie). Na 
elektrochemických záznamech byly pozorovány oxidační signály laktoferinu kolem 
potenciálu 0.8 až 0.85 V v závislosti na použité voltametrické technice. Všechny signály 
laktoferinu  byly dobře rozlišitelné a detekovatelné.  

Elektrochemické chování laktoferinu na elektrodě ze skelného uhlíku v průtokovém 
uspořádání 

Na základě získaných experimentálních výsledků bylo provedeno studium chování 
laktoferinu v průtokové systému. Pomocí Coulochem III bylo studováno chování laktoferinu 
na glassy carbon electrode jako pracovní elektrodě. Při prvních experimentech byly testovány 
rozdílné elektrolyty (acetátový, fosfátový a Britton Robinson) při aplikovaném potenciálu 700 
mV a průtoku mobilní fáze 0.5 ml/min. Z experimentálních výsledků jsme zjistili, že asi o 20-
30% vyšší odezva byla pozorována v acetátovém pufru v porovnání s pufrem fosfátovým. 
Nejvyšší elektrochemickou odezvu laktoferinu bylo možné zjistit pokud  byl použit Britton-



Robinson pufr. Z tohoto důvodu byly další experimenty provedeny v základním elektrolytu 
(mobilní fázi) složeném z  Britton-Robinson pufru. Z našich předešlých prací je známo, že 
kromě složení základního elektrolytu ovlivňuje výšku pozorovaného signálu také pH. 
Testovali jsme vliv pH Britton-Robinson pufru na výšku signálu laktoferinu v rozsahu 3.5 až 
6.5. Maximální výška signálu laktoferinu byla pozorována v rozmezí pH 4-5 u univerzálního 
Britton Robinson  pufru. Dále vzrůstající hodnota pH vedla k poměrně rychlému poklesu 
signálu laktoferinu. Aby bylo možné analyzovat laktoferin aperometrickým způsobem 
detekce bylo potřebné ověřit nejvhodnější detekční potenciál. Z výsledků získaných pomocí 
voltametrie bylo očekáváno maximum kolem potenciálu 800 mV. V experimentech byly 
sledovány změny signálu laktoferinu při aplikovaném potenciálu 400 až 900 mV. Pozorovaný 
elektrochemických signál laktoferinu s narůstajícím aplikovaným potenciálem postupně 
vzrůstal. Nejprve poměrně strmě asi do aplikovaného potenciálu mezi 500-600 mV. Od 600 
mV signál vzrůstal pozvolněji a pro maximální odezvu byl nejvhodnější aplikovaný potenciál 
okolo 900 mV. Proto byl pro další analýzu vybrán jako vhodný potenciál 900 mV, kdy se 
variabilita stanovení pohybovala kolem 3-5%. Rozdíl mezi potenciálem píku laktoferinu 
zjištěným na CPE na AUTOLAB  a na GC na CoulochemIII je pravděpodobně způsoben a) 
rozdílnou pracovní elektrodou a b) rozdílnými referenčními elektrodami (Ag/AgCl 3M KCl 
proti hydrogenpaládiové elektrodě). Při takto nastavených experimentálních podmínkách byla 
sledována odpověď laktoferinu na jeho koncentraci. Byla sestrojena kalibrační křivka, která 
byla v rozsahu 0 – 60 µg.ml-1 lineární (y = 0.4689x + 1.0096; R2  = 0.9939).   

Vliv teploty na signál laktoferinu 
V experimentech byl sledován vliv teploty mobilní fáze a okolí elektrochemického 

detektoru na elektrochemické stanovení laktoferinu. V doposud  předběžném experimentu 
bylo zjištěno, že s klesající teplotou mobilní fáze a detektoru se signál laktoferinu snižuje asi 
o 4 µA na 5°C. Bylo však také pozorováno, že v případě nízké teploty mobilní fáze dochází 
k menší vazbě proteinu na povrch kapilár či filtrů začleněných do přístroje. 

Rozlišení nativní a denaturované formy laktoferinu 

V dalších experimentech byla sledována změna signálu laktoferinu (1 mg.ml-1) 
v přítomnosti různých fyzikálních nebo chemických činitelů vedoucích ke změně struktury za 
využití průtokové injekční analýzy. Byla sledována dynamika změny po dobu 3 hodin. Změna 
signálu nativního laktoferinu během sledovaného období nabyla pozorovatelná (změny výšky 
píků byly v rámci chyby analýzy a kolísaly kolem 5-6 %). V případě, že byl laktoferin 
vystaven působení tepla (65 °C) byl nejdříve pozorovatelný pozvolný nárůst signálu asi do 2 h 
působení, po té signál laktoferinu začal velmi strmě narůstat. Lze tedy předpokládat, že po 2 h 
dochází k výrazné změně struktury laktoferinu. V případě běžně používaného denaturačního 
činidla (6 M močoviny při 37  °C) byl pozorován prakticky lineární nárůst signálu laktoferinu. 
To ukazuje na postupné rozvolnění poměrně složité struktury tohoto proteinu. V přítomnosti 
methanolu docházelo nejdříve k nárůstu signálu asi do 1 h působení, po té se již signál 



laktoferinu měnil velmi zvolna. Navíc však docházelo k srážení proteinu a tím byla také 
ovlivněna jeho koncentrace přímo v roztoku. 

Využití eliminační voltametrie pro studium laktoferinu 
Kromě běžných elektrochemických technik bylo pro studium laktoferinu využito 

eliminační voltametrie.  

 
Obr. 2 Změny signálu laktoferinu sledované pomocí eliminační voltametrie s lineárním 
skenem. Pracovní elektroda: HMDE a potenciostat/galvanostat AUTOLAB30. Referenční 
rychlosti polarizace 40, 80, 160 a 320 mV/s, acetátový pufr pH 5.0, počátek analýzy -0.2V a 
konec -0.7 V. 
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mická metoda přináší poznatky o elektrodových dějích probíhajících 
elektrody [23,26-31]. Ze získaných výsledků je velmi dobře patrný 
 vysvětlitelný průběh elektrodové reakce laktoferinu na povrchu jak 
 pracovní elektrody (Obr.2). Navíc bylo vyzkoušeno stanovení 
izovaných tištěných elektrodách v kombinaci s eliminační voltametrií.  

ní a denaturované formy proteinů je stále velmi obtížené. Jak bylo 
cká analýza umožňuje poměrně velmi jednoduché a rychlé rozlišení 
einu. Tato změna nejpravděpodobněji zpřístupní aminokyselinové 
u interagovat s povrchem detekční elektrody. Navíc spojení 
e a injekční analýzy přináší další možnosti pro běžnou analýzu. 
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