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⁄vod

Studium deoxyribonukleovÈ kyseliny (DNA), jejÌho slo-
ûenÌ, struktury a p¯ÌpadnÏ poökozenÌ je v souËasnosti velmi
aktu·lnÌ tÈma a voltametrickÈ metody nez˘st·vajÌ v tÈto ob-
lasti stranou. V devades·t˝ch letech minulÈho stoletÌ se mo-
hutnÏ vyvÌjela p¯edevöÌm optick· a elektrochemick· Ëidla
monitorujÌcÌ r˘znÈ interakce DNA (zahrnujÌcÌ hybridizaci,
interakce DNA s lÈky a poökozenÌ DNA). P¯estoûe v˝voj
elektrochemick˝ch metod a Ëidel byl nap¯Ìklad za optick˝mi
metodami ponÏkud zpoûdÏn, je v poslednÌch letech v tÈto
problematice i v oblasti elektrochemick˝ch senzor˘ dosaho-
v·no pomÏrnÏ v˝razn˝ch ˙spÏch˘. Mezi hlavnÌ v˝hody elek-
trochemick˝ch p¯Ìstroj˘ pat¯Ì p¯edevöÌm jejich nÌzk· cena,
vysok· citlivost a jednoduchÈ uspo¯·d·nÌ. P¯edevöÌm polaro-
grafie a voltametrie se ukazujÌ jako velmi citlivÈ n·stroje
k monitorov·nÌ integrity a reakcÌ DNA. Z·kladnÌ pr·ce v tom-
to smÏru poch·zejÌ jiû z poË·tku 60. let (cit.1). DiferenËnÌ
pulznÌ polarografie (s rtuùovou kapkovou elektrodou) byla
uûita k detekci p¯eruöenÌ ¯etÏzce DNA (cit.2). DalöÌ pokrok pak
p¯inesly rozpouötÏcÌ (stripping) metody. V poslednÌ dobÏ by-
ly testov·ny i adsorpËnÌ p¯enosovÈ techniky, zaloûenÈ na imo-
bilizaci DNA na povrchu elektrody, n·slednÈm promytÌ a p¯e-
nosu elektrody se zachycenou DNA do ËistÈho z·kladnÌho
elektrolytu, kde nenÌ anal˝za ruöena organick˝mi  l·tkami
p¯Ìtomn˝mi v mÏ¯enÈm roztoku a z·roveÚ je moûno analy-
zovat extrÈmnÏ malÈ objemy analyt˘ (aû jednotky mikroli-
tr˘).

AdsorpËnÌ rozpouötÏcÌ voltametrie (AdSV) vyuûÌv· ad-
sorpËnÏ/desorpËnÌch proces˘ uplatÚujÌcÌch se na povrchu elek-
trody3. Adsorpce Ëi desorpce povrchovÏ aktivnÌch l·tek (PAL)
na polarizovanÈ elektrodÏ p¯i urËitÈm potenci·lu je doprov·-
zena zmÏnou struktury elektrodovÈ dvojvrstvy projevujÌcÌ se
mÏ¯iteln˝m proudov˝m sign·lem, a to i v p¯ÌpadÏ, ûe PAL nenÌ
elektroaktivnÌ, tj. ûe nedoch·zÌ k jejÌ redukci Ëi oxidaci. Tento
sign·l je funkcÌ povrchovÈ koncentrace Γ PAL (p¯esnÏji rela-
tivnÌho povrchovÈho p¯ebytku), resp. jejÌ objemovÈ koncen-
trace c v roztoku.

Z elektrodovÈ kinetiky je zn·mo4, ûe PAL mohou znatelnÏ
ovlivnit tÈû redukËnÌ Ëi oxidaËnÌ proces na elektrodÏ. P˘sobÌ
zpravidla zmÏnu mechanismu elektrodovÈ reakce, zastoupenÌ
jednotliv˝ch reakËnÌch meziprodukt˘ atd. To m˘ûe b˝t vyuûi-
to i p¯i studiu elektrodov˝ch proces˘ a jejich praktickÈm
vyuûitÌ.

P¯Ìkladem z minulosti bylo vyuûitÌ p¯Ìdavk˘ PAL k potla-
Ëov·nÌ polarografick˝ch maxim prvÈho i druhÈho druhu nebo
ke snÌûenÌ limitnÌho difuznÏ ¯ÌzenÈho proudu. JinÈ moûnosti
sk˝t· ovlivÚov·nÌ voltametrickÈ redukce l·tky (nap¯. peroxidu
vodÌku Ëi iont˘ zinku) na povrchu elektrody. Tato metoda byla
d¯Ìve uûÌv·na p¯edevöÌm p¯i studiu vlivu PAL na druh˝ stupeÚ
redukce vzduönÈho kyslÌku, tj. redukci peroxidu vodÌku. Uk·-
zalo se, ûe tento princip lze vyuûÌt i k odhadu Ëi stanovenÌ
obsahu PAL (cit.5ñ9) v roztoku.

DNA vykazuje vlastnosti PAL stejnÏ jako jejÌ b·ze adenin,
guanin, thymin a cytosin. K jejich voltametrickÈmu stanovenÌ
slouûily nap¯. visicÌ rtuùov· kapkov· elektroda (HMDE)10,
st¯Ìbrn· amalg·mov·11 a mÏdÏn· amalg·mov· elektroda12.
Tyto metody vöak nejsou jednoduchÈ a selektivita nenÌ zcela
optim·lnÌ. To vede k hled·nÌ jin˝ch moûnostÌ kvalitativnÌho
a kvantitativnÌho sledov·nÌ nukleov˝ch b·zÌ. Jednou z cest
m˘ûe b˝t sledov·nÌ jejich interakcÌ s hydroxylov˝mi radik·ly
p¯i redukci peroxidu vodÌku jak na rtuùov˝ch kapkov˝ch tak
na amalg·mov˝ch elektrod·ch.

Studiu vz·jemn˝ch interakcÌ DNA a hydroxylov˝ch radi-
k·l˘ je v poslednÌ dobÏ vÏnov·na pomÏrnÏ znaËn· pozornost13.
ZamÏ¯ena byla dosud na radik·ly, generovanÈ buÔ v roztoku
(nap¯. hydroxylovÈ radik·ly vzniklÈ Fentonovou reakcÌ14) ne-
bo v tÏsnÈ blÌzkosti molekuly DNA, jestliûe existuje specifick·
interakce (nap¯. Cu/1,10-fenanthrolinov˝ systÈm15) nebo za
uûitÌ komplexu ûelezo/EDTA (cit.16). Bylo zjiötÏno, ûe tyto
hydroxylovÈ radik·ly ötÏpÌ ¯etÏzec DNA, coû je moûno volta-
metricky detegovat. P¯edpokl·d· se, ûe radik·ly reagujÌ s b·-
zemi DNA a deoxyribosov˝mi zbytky13. Pojedn·nÌ o jejich
vlivu na samotnÈ b·ze se vöak dosud v odbornÈ literatu¯e
nevyskytuje.

Experiment·lnÌ Ë·st

P ¯ Ì s t r o j e

Pro mÏ¯enÌ byl vyuûit poËÌtaËem ¯Ìzen˝ Eco-Tribo Pola-
rograf PC ETP s p¯ÌsluöenstvÌm (Polaro-Sensors, Praha)17 se
softwarem Polar Pro v. 4.0. pro Windows 95/98/Me. Jako
referentnÌ byla uûita 1 Margentochloridov· elektroda oddÏlen·
od roztoku soln˝m m˘stkem, naplnÏn˝m 1 M-KNO3, k nÌû jsou
vztaûeny vöechny v tÈto pr·ci ud·vanÈ hodnoty potenci·l˘,
a jako pomocn· slouûila elektroda platinov· (obÏ Elektroche-
mickÈ detektory, Turnov). MÏrnou elektrodou byla buÔ rtuùo-
v· kapkov· elektroda (HMDE) nebo st¯Ìbrn· meniskov· amal-
g·mov· elektroda (m-AgSAE), zhotoven· amalg·mov·nÌm
st¯ÌbrnÈho pr·öku a pokrytÌm vzniklÈho povrchu AgSAE me-
niskem rtuti vytvo¯en˝m kr·tk˝m pono¯enÌm ˙stÌ AgSAE do
rtuti18,19 (obÏ elektrody byly produkty firmy Polaro-Sensors,
Praha). PomocÌ speci·lnÌ procedury zahrnutÈ do programu
Polar Pro byla z jednotliv˝ch krok˘ sestavena metoda, zahr-
nujÌcÌ sled vöech operaËnÌch stupÚ˘ (akumulaci, mÏ¯enÌ, auto-
matickÈ opakov·nÌ mÏ¯enÌ, obnovenÌ kapky atd.), takûe celÈ
mÏ¯enÌ probÌhalo automatizovanÏ.

VlastnÌ mÏ¯enÌ probÌhalo v reûimu katodickÈ diferenËnÌ
pulznÌ voltametrie (DPV) p¯i v˝öce pulzu 50 mV a jeho öÌ¯ce
100 ms stejnÈ jako doba mezi dvÏma n·sledujÌcÌmi pulzy, se
vzorkov·nÌm bÏhem poslednÌch 20 ms p¯ed zaË·tkem, resp.
koncem pulzu. Potenci·l akumulace Ëinil ve vöech p¯Ìpadech
ñ600 mV vs. Ag/AgCl, doba akumulace 60 s a po nÌ n·sledo-
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vala klidov· doba 15 s. PoË·teËnÌ potenci·l byl shodn˝ s po-
tenci·lem akumulace. V p¯ÌpadÏ m-AgSAE bylo p¯ed za-
h·jenÌm mÏ¯enÌ provedeno 50 regeneraËnÌch cykl˘ mezi +300
a ñ1300 mV. Rychlost polarizace byla u obou elektrod
20 mV.sñ1. MÏ¯enÌ probÌhala p¯i pokojovÈ teplotÏ 20±2 ∞C.

C h e m i k · l i e

Pro p¯Ìpravu z·kladnÌch roztok˘ byla pouûita redestilova-
n· voda,  vöechny chemik·lie byly  Ëistoty p.a. (Lachema,
Brno). Jako srovn·vacÌ povrchovÏ aktivnÌ standard byl po-
uûit z·sobnÌ vodn˝ roztok neionogennÌho surfaktantu Triton-
-X-100 o koncentraci 17,6 mg.lñ1. B·ze adenin a guanin by-
ly Ëistoty p. a. (Sigma-Aldrich). Roztoky adeninu a guani-
nu byly p¯ipraveny ¯edÏnÌm z·sobnÌch roztok˘ o koncentraci
1.10ñ3 mol.lñ1 v redestilovanÈ vodÏ. Jako z·kladnÌ elektrolyt
slouûil 0,1 M-KCl, resp. 0,1 M-Na2SO4.

P o u û Ì v a n È r e g r e s n Ì v z t a h y

Pro regresi potenci·lov˝ch Ëi proudov˝ch z·vislostÌ na
koncentraci PAL bylo moûno pouûÌt v uûöÌch intervalech
koncentracÌ p¯ÌmkovÈ z·vislosti typu

Ip = a1 + b1c ; Ep = a2 + b2c (1)

kde Ip je v˝öka pÌku, resp. Ep jeho potenci·l, c je koncentrace
PAL a a1, b1, a2, b2 jsou parametry p¯Ìsluön˝ch line·rnÌch
z·vislostÌ. V nÏkter˝ch p¯Ìpadech vöak bylo v souladu s lite-
raturou3,20,21 vhodnÏjöÌ uûÌvat relativnÌ hodnoty pro vyj·d¯enÌ
zmÏn v˝öky pÌk˘ nebo jejich polohy:

X = (2)

Y = (3)

kde Ip a Ep znaËÌ proud, resp. potenci·l pÌku; index 0 ñ proud
Ëi potenci·l bez p¯Ìtomnosti PAL, index 1 ñ proud Ëi potenci·l
p¯i ˙plnÈm pokrytÌ elektrody PAL. PouûitÌ v˝raz˘ (2) a (3) je
nap¯Ìklad vhodnÈ v p¯Ìpadech3,21, kdy je z·vislost veliËin X, Y
na koncentraci hyperbolick·, sigmoidnÌ nebo tvarovÏ podob-
n·.To p¯irozenÏ nevyluËuje pouûÌt i moûnosti line·rnÌ aproxi-
mace vhodn˝ch ˙sek˘ k¯ivek vztahy (1), obecnÏ p¯i rozdÌln˝ch
hodnot·ch koeficient˘ a1, b1, a2, b2. Aproximaci kalibraËnÌch
z·vislostÌ polynomy druhÈho a vyööÌch stupÚ˘ lze aplikovat
tam, kde jde o prostÈ proloûenÌ dat polynomem bez fyzik·lnÌho
v˝znamu.

Pro nalezenÌ takov˝ch z·vislostÌ je lÈpe aplikovat nÏkterou
z izoterem (Langmuirova, Freundlichova, resp. izoterma dle
NovotnÈho3,8). Vöechny izotermy je moûno uûÌvat buÔ v ab-
solutnÌch (Ip, Ep, c) nebo v relativnÌch sou¯adnicÌch X, Y.
Izoterma dle NovotnÈho m· pak nap¯. tvar

= bc (4)

resp.

= bíc (5)

VyËÌslov·nÌ regresnÌch parametr˘ lze realizovat buÔ
v programu MS Excel 9 nebo v programu ETP pro DOS v. 3.1
(Polaro-Sensors, Praha).

V˝sledky a diskuse

V literatu¯e byl pops·n vliv bÏûn˝ch kationaktivnÌch, anion-
aktivnÌch a p¯edevöÌm neionogennÌch PAL (cit.22,23) na reduk-
ci peroxidu vodÌku, p¯ÌpadnÏ zineËnat˝ch iont˘. P¯i velmi
nÌzk˝ch koncentracÌch PAL doch·zelo Ëasto nejprve k nepa-
trnÈmu zmenöenÌ redukËnÌho pÌku H2O2, avöak s rostoucÌ
koncentracÌ PAL v˝öka pÌku monotÛnnÏ rostla a spÏla postup-
nÏ k urËitÈ limitnÌ velikosti. ObdobnÏ tomu bylo s potenci·lo-
v˝m posuvem. Bylo tedy z¯ejmÈ, ûe v oblasti nejniûöÌch kon-
centracÌ, kdy probÌh· na povrchu elektrody ¯ada vz·jemnÏ si
konkurujÌcÌch dÏj˘3 (substituËnÌ adsorpce, zmÏny struktury
elektrochemickÈ dvojvrstvy, atd.), m· popis pomocÌ z·vislostÌ
typu (4) a (5) aproximativnÌ charakter. DominantnÌ adsorpce
PAL p¯i dalöÌm zvyöov·nÌ koncentrace vöak uûitÌ rovnic (4)
a (5) opravÚuje. P¯Ìpadn˝ posuv pÌku nejprve k pozitivnÌm
a poslÈze k negativnÌm hodnot·m souvisÌ patrnÏ s vlivy p¯Ì-
tomn˝ch iont˘ z·kladnÌho elektrolytu a dalöÌch sloûek rozto-
ku, s jejichû p¯ÌtomnostÌ, koncentracÌ a vÏtöÌ Ëi menöÌ aktivitou
na povrchu elektrody je t¯eba obecnÏ poËÌtat. Vhodnou volbou
neaktivnÌho z·kladnÌho elektrolytu je moûno strukturu elek-
trochemickÈ dvojvrstvy stabilizovat a zmÌnÏnÈ vlivy minima-
lizovat nebo eliminovat. Uk·zalo se, ûe smÏr potenci·lovÈ
zmÏny a jejÌ velikost stejnÏ jako proudovÈ zmÏny jsou z·vislÈ
na typu (anionaktivnÌ, kationaktivnÌ, neionogennÌ) a mnoûstvÌ
p¯Ìtomn˝ch PAL (cit.22).

R e a k Ë n Ì e l e k t r o d o v È s c h È m a
e l e k t r o r e d u k c e O 2 v p ¯ Ì t o m n o s t i P A L

Sum·rnÏ lze proces redukce kyslÌku popsat rovnicemi (6)
a (7)24:

O2 + 2eñ + 2 H+ → H2O2 (6)

H2O2 + 2eñ + 2 H+ → 2 H2O (7)

Druh˝ stupeÚ (7) lze pak rozdÏlit na dvÏ n·slednÈ reakce:

H2O2 + eñ → ïOH + OHñ (8)

ïOH + eñ → OHñ (9)

Je p¯itom zn·mo, ûe redukËnÌ stupeÚ dle rovnice (7) je
ireverzibilnÌ a kinetika redukce O2 je sloûitÏjöÌ, neû jak nazna-
ËujÌ rovnice (8) a (9).

V literatu¯e5ñ8 popsan˝ zp˘sob detekce a stanovenÌ obsahu
PAL vych·zÌ z poznatku, ûe vlivem jejich interakcÌ na povrchu
rtuùovÈ kapkovÈ elektrody doch·zÌ k v˝raznÈmu posuvu volta-
metrickÈho pÌku, p¯ÌsluöejÌcÌho druhÈmu stupni redukce rozpuö-
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tÏnÈho molekul·rnÌho kyslÌku, p¯esnÏji redukci peroxidu vodÌ-
ku, na vodu v potenci·lovÈ oblasti ñ0,9 V (a negativnÏjöÌ) vs. Ag/
AgCl. SouËasnÏ s tÌm doch·zÌ i ke zmÏnÏ v˝öky tohoto pÌku7,8,22.

VeökerÈ v literatu¯e popsanÈ efekty vöak byly realizov·ny
na rtuùov˝ch elektrod·ch. Reakce probÌh· naprosto analogic-
ky jak za p¯Ìtomnosti peroxidu vzniklÈho redukcÌ vzduönÈho
kyslÌku, tak peroxidu vodÌku ˙myslnÏ p¯idanÈho.

K v a l i t a t i v n Ì p o p i s v l i v u P A L
n a v o l t a m e t r i c k È k ¯ i v k y r e d u k c e
p e r o x i d u v o d Ì k u n a H M D E
a n a m - A g S A E

Jako modelov· l·tka, jejÌû vliv na redukci peroxidu vodÌku
jiû byl v literatu¯e5 pops·n, byl pouûit Triton X-100. S jeho
vzr˘stajÌcÌ koncentracÌ v z·kladnÌm elektrolytu 0,1 M-KCl
roste na HMDE v˝öka redukËnÌho pÌku peroxidu vodÌku a z·-
roveÚ se jeho vrchol posouv· smÏrem k negativnÌmu poten-
ci·lu, jak je patrno z obr. 1.

Ve stejnÈm z·kladnÌm elektrolytu mÏly p¯Ìdavky rozto-
k˘ adeninu i guaninu p¯i pouûitÌ HMDE podobn˝ vliv, pod
0,2 mg.lñ1 doch·zelo vöak nejprve k malÈmu posuvu pÌku
smÏrem k pozitivnÌm potenci·l˘m, n·sledovan˝m pro c >
0,2 mg.lñ1 posuvem k negativnÌm potenci·l˘m. N·r˘st veli-
kosti proudu Ëi posuvy potenci·l˘ vrchol˘ pÌk˘ smÏrem k ne-
gativnÏjöÌm potenci·l˘m nebyly vöak tak v˝raznÈ jako v p¯Ì-
tomnosti neionogennÌho Tritonu X-100, jak je vidÏt z obr. 2
pro adenin (vliv guaninu je obdobn˝).

OdliönÈ chov·nÌ vykazovala v tomto smÏru meniskov·
st¯Ìbrn· amalg·mov· elektroda. ZatÌmco Triton X-100 ovliv-
Úoval zde v˝öku i polohu pÌku (p¯i ponÏkud niûöÌ citlivosti)
stejn˝m zp˘sobem, jako tomu bylo na HMDE (obr. 3), vliv
adeninu a guaninu se naprosto odliöoval ode vöech dosud
zkouman˝ch PAL. V˝öka pÌku se zvyöovala se vzr˘stajÌcÌ
koncentracÌ zmÌnÏn˝ch b·zÌ, stejnÏ jako ostrost pÌku, avöak
posuv vrcholu pÌk˘ smÏ¯oval do pozitivnÌ oblasti potenci·l˘
v celÈm pouûitÈm koncentraËnÌm rozsahu od 0 do 1,2 mg.lñ1,
jak je patrno z obr. 4 pro adenin (vliv guaninu je obdobn˝).
Citlivost tohoto posuvu v˘Ëi koncentraci byla p¯itom podstat-
nÏ vÏtöÌ neû p¯i uûitÌ HMDE.

Pokud z·kladnÌ elektrolyt neobsahoval chloridy (0,1 M-
-Na2SO4), posouval se vrchol redukËnÌho pÌku peroxidu vodÌ-
ku za p¯Ìtomnosti b·zÌ stejn˝m zp˘sobem jak na HMDE, tak
na m-AgSAE. Z toho je moûnÈ usuzovat, ûe p¯ÌËinou zmÏny
smÏru posuvu pÌku na m-AgSAE byly pr·vÏ chloridovÈ ionty,
kterÈ se specificky adsorbujÌ na povrchu elektrody nebo mo-
hou tvo¯it nerozpustn˝ AgCl, ËÌmû doch·zÌ k modifikaci po-
vrchu elektrody.

Mez detekce28 (vypoËten· z kalibraËnÌ k¯ivky relativnÌ
zmÏny v˝öky pÌku peroxidu vodÌku v z·vislosti na koncentraci
PAL) jak u Tritonu, tak u b·zÌ v 0,1 M-KCl se pohybuje kolem
0,05 mg.lñ1.

RegistrovanÈ proudovÈ hodnoty redukce peroxidu vodÌku
byly ve srovn·nÌ s odpovÌdajÌcÌmi redukËnÌmi proudy adeninu
nÏkolikan·sobnÏ vÏtöÌ, coû zp˘sobilo p¯ekrytÌ pÌku adeninu
pÌkem H2O2.

Obr. 3. Vliv Tritonu X-100 na DP voltamogram redukËnÌho pÌku
peroxidu vodÌku v 0,1 M-KCl na m-AgSAE; koncentrace Tritonu
X-100v mg.lñ1: 1 ñ 0; 2 ñ 0,2; 3 ñ 0,4; 4 ñ 0,6; 5 ñ 0,8; 6 ñ 1,0; 7 ñ 1,2

Obr. 4. Vliv adeninu na DP voltamogram redukËnÌho pÌku pe-
roxidu vodÌku v 0,1 M-KCl na m-AgSAE; koncentrace adeninu v
mg.lñ1: 1 ñ 0; 2 ñ 0,2; 3 ñ 0,4; 4 ñ 0,6; 5 ñ 0,8; 6 ñ 1,0; 7 ñ 1,2

Obr. 1. Vliv Tritonu X-100 na DP voltamogram redukËnÌho pÌku
peroxidu vodÌku v 0,1 M-KCl  na HMDE; koncentrace Tritonu
X-100v mg.lñ1: 1 ñ 0; 2 ñ 0,2; 3 ñ 0,4; 4 ñ 0,6; 5 ñ 0,8; 6 ñ 1,0; 7 ñ 1,2

Obr. 2. Vliv adeninu na DP voltamogram redukËnÌho pÌku pero-
xidu vodÌku v 0,1 M-KCl na HMDE; koncentrace adeninu v mg.lñ1:
1 ñ 0; 2 ñ 0,2; 3 ñ 0,4; 4 ñ 0,6; 5 ñ 0,8; 6 ñ 1,0; 7 ñ 1,2
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K a l i b r a Ë n Ì z · v i s l o s t i r e l a t i v n Ì c h
p o s u v ˘ v ˝ ö e k a p o t e n c i · l ˘ p Ì k ˘

Z v˝öe uvedenÈho vypl˝v·, ûe smÏr posuvu potenci·lu
m˘ûe b˝t jednÌm z faktor˘ odliöenÌ b·zÌ DNA od jin˝ch PAL.
DalöÌm zkouman˝m aspektem bylo moûnÈ rozliöenÌ zmÌnÏ-
n˝ch b·zÌ velikostÌ a tvarem zmÏ¯en˝ch koncentraËnÌch z·vis-
lostÌ, obdobnÏ jako v cit.3

Pokud byly mezi sebou porovn·v·ny absolutnÌ hodnoty
v˝öek proud˘ a potenci·l˘ vrchol˘ pÌk˘, vznikal problÈm
s v˝ökou z·kladnÌho pÌku peroxidu vodÌku, kter˝ musel b˝t
stejn˝ pro vöechny vzorky. Vzhledem k tomu, ûe mnoûstvÌ
redukovanÈho peroxidu vodÌku bylo urËov·no koncentracÌ
rozpuötÏnÈho vzduönÈho kyslÌku, byla pr·vÏ ta urËujÌcÌ. Na ni
mÏla pak vliv teplota, atmosfÈrick˝ tlak apod. Jelikoû repro-
dukovatelnost tÏchto podmÌnek nebyla zaruËena, jevilo se jako
vhodnÏjöÌ pouûÌvat relativnÌ sou¯adnice vypoËtenÈ podle rov-
nic (2) a (3), takûe prv˝ bod obou kalibraËnÌch k¯ivek leûel p¯i
stejnÈ proudovÈ Ëi potenci·lovÈ hodnotÏ Ip,0, resp. Ep,0. Jelikoû
Ip,1 resp. Ep,1 pro prvnÌ k¯ivku nebyl v absolutnÌch hodnot·ch
shodn˝ s Ip,1 resp. Ep,1 druhÈ k¯ivky, doölo by po p¯epoËtu do
relativnÌch sou¯adnic v rozmezÌ 0ñ1 a n·slednÈm srovn·nÌ
v grafickÈ podobÏ k nep¯Ìpustn˝m deformacÌm k¯ivek. Proto
byly vzaty relativnÌ sou¯adnice zvolenÈ k¯ivky za vztaûnou
soustavu a body druhÈ k¯ivky byly p¯epoËteny do relativnÌch
sou¯adnic k¯ivky prvnÌ. Pokud byly absolutnÌ hodnoty Ip,1 resp.
Ep,1 vztaûnÈ soustavy menöÌ neû Ip,1 resp. Ep,1 druhÈ k¯ivky,
mohlo b˝t dosaûeno relativnÌch hodnot Y resp. X vÏtöÌch neû 1.

AËkoli obÏ elektrody, HMDE i m-AgSAE, mÏly stejnou
aktivnÌ plochu, registrovanÈ relativnÌ zmÏny v˝öek proudu Y
redukËnÌho pÌku za p¯Ìtomnosti Tritonu X-100 se podstatnÏ
liöÌ (relativnÌ zmÏna na rtuùovÈ elektrodÏ je aû 20◊ vÏtöÌ) (viz
obr. 5). Ve srovn·nÌ s tÌm dosahuje relativnÌ potenci·lov˝
posuv X na HMDE maxim·lnÏ dvakr·t vÏtöÌ hodnoty neû
hodnoty X na m-AgSAE (obr. 6). ZatÌmco izoterma Y vs. c
vykazovala na obou elektrod·ch prakticky identick˝ tvar (li-
öÌcÌ se pouze velikostÌ), tvar izoterem potenci·lovÈho posuvu
byl v˝raznÏ odliön˝: pr˘bÏh izotermy mÏ¯enÈ na amalgamovÈ
elektrodÏ byl parabolick˝, zatÌmco pr˘bÏh izotermy na rtuùovÈ
elektrodÏ byl sigmoidnÌ.

Lze konstatovat, ûe rozdÌly v relativnÌch posuvech Y na
HMDE v z·vislosti na koncentraci adeninu a guaninu vyka-
zujÌ parabolick˝ pr˘bÏh a liöÌ se jen nepatrnÏ. Naproti tomu
relativnÌ potenci·lovÈ rozdÌly X v z·vislosti na koncentraci
tÏchto l·tek vykazujÌ vz·jemnÈ rozdÌly: zatÌmco  izoterma
guaninu se v koncentraËnÌm rozsahu 0ñ1,2 mg.lñ1 d· velmi
dob¯e aproximovat p¯Ìmkou (korelaËnÌ koeficient r = 0,9982),
izoterma adeninu vykazuje klesajÌcÌ sigmoidnÌ tvar (v˝öka
redukËnÌho pÌku H2O2 se se vzr˘stajÌcÌ koncentracÌ adeni-
nu sniûuje, a proto hodnoty X nab˝vajÌ z·porn˝ch hodnot)
(obr. 7).

Naopak na amalgamovÈ elektrodÏ nenÌ velk˝ rozdÌl mezi
relativnÌmi potenci·lov˝mi posuvy X v z·vislosti na koncen-
traci adeninu a guaninu. Jako v˝raznÏjöÌ na m-AgSAE se vöak
jevÌ rozdÌly mezi izotermami relativnÌch proudov˝ch posuv˘
Y (obr. 8).

Obr. 5. Vliv Tritonu X-100 na relativnÌ v˝öku DPV redukËnÌho
pÌku peroxidu vodÌku v 0,1 M-KCl na HMDEn a na m-AgSAEu
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Obr. 7. Z·vislost relativnÌho potenci·lovÈho posuvu DPV reduk-
ËnÌho pÌku peroxidu vodÌku v 0,1 M-KCl na koncentraci guani-
nu l a adeninu n na HMDE

Obr. 8. Z·vislost relativnÌho proudovÈho n·r˘stu DPV redukËnÌ-
ho pÌku peroxidu vodÌku v 0,1 M-KCl na koncentraci guaninu l
a adeninu n na m-AgSAE

Obr. 6. Vliv Tritonu X-100 na relativnÌ polohu DPV redukËnÌho
pÌku peroxidu vodÌku v 0,1 M-KCl na HMDEn a na m-AgSAEu
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Tabulka I
RegresnÌ parametry izotermy dle rovnic (4) a (5)

Parametr HMDE m-AgSAE

adenin guanin adenin guanin

X Y X Y X Y X Y

b, l.mgñ1 0,16 0,43 0,32 0,72 0,31 0,32 0,39 0,38
A1 ñ7,53 ñ6,97 ñ1,39 ñ5,96 ñ14,26 ñ10,10 ñ9,04 ñ10,65
A2 7,96 10,85 ñ 11,97 113,03 76,98 18,85 30,12
A3 ñ4,96 ñ7,60 ñ ñ9,21 ñ378,21 ñ272,30 ñ ñ20,72
A4 ñ ñ ñ ñ 434,95 332,60 ñ ñ
MEPa 0,19 0,06 0,05 0,02 0,06 0,05 0,11 0,14

a MEP = dle cit.28

V ˝ k l a d p o z o r o v a n ˝ c h d Ï j ˘

V pr·ci23 byly odvozeny vztahy pro p¯Ìpad ovlivnÏnÌ re-
dukËnÌho pÌku peroxidu vodÌku purinov˝mi b·zemi adeninem
a guaninem. Bylo zde p¯edpokl·d·no, ûe PAL pokr˝vajÌcÌ po-
vrch elektrody majÌ vliv jak na rychlostnÌ konstantu probÌhajÌ-
cÌho faradaickÈho dÏje, tak na Gibbsovu energii, tj. na polohu
vrcholu faradaickÈho pÌku. Pr·ce7,8,22,23diskutujÌ nÏkolik moû-
nostÌ vysvÏtlenÌ danÈho efektu (maxima druhÈho druhu, posuv
vrchol˘ pÌk˘ v d˘sledku zmÏny koncentrace z·kladnÌho elek-
trolytu, zvyöov·nÌ ireverzibility, homogenizace povrchu elek-
trody, regenerace redukovanÈ formy, atd.). Tyto pr·ce vyvra-
cejÌ i p¯edpoklad, ûe by sledovan˝ pÌk mohl b˝t povaûov·n za
pouh˝ faradaick˝ pÌk zv˝öen˝ o desorpËnÌ pÌk PAL (samotnÈ
desorpËnÌ pÌky se vyskytujÌ v jinÈ oblasti potenci·l˘ a jejich
v˝öka nenÌ probÌhajÌcÌ redukcÌ dotËena). Jejich auto¯i nakonec
dospÌvajÌ k z·vÏru, ûe uvedenÈ jevy vznikajÌ v d˘sledku sla-
b˝ch interakËnÌch sil (nap¯. dÌky vodÌkov˝m m˘stk˘m, uplat-
ÚujÌcÌm se jak u zkoumanÈ PAL, tak u peroxidu vodÌku).
Vazba m˘ûe mÌt p¯i tom inter- Ëi intramolekul·rnÌ charakter.
P˘sobenÌm tÏchto slab˝ch interakËnÌch sil doch·zÌ k nahroma-
dÏnÌ vÏtöÌho mnoûstvÌ peroxidu vodÌku v okolÌ elektrody, neû
jakÈ by odpovÌdalo transportu bez p¯Ìtomnosti PAL. Pr·vÏ
slabÈ interakËnÌ sÌly takÈ brzdÌ nebo akcelerujÌ pr˘bÏh reakce,
takûe k jejÌmu nastartov·nÌ doch·zÌ p¯i negativnÏjöÌm nebo
naopak pozitivnÏjöÌm potenci·lu (viz posuv potenci·lu pÌku),
zato vöak s vÏtöÌm mnoûstvÌm peroxidu (viz r˘st pÌku).

P¯i sloûitÏjöÌch elektrochemick˝ch mechanismech se z¯ej-
mÏ m˘ûou v p¯Ìtomnosti PAL urychlovat nÏkterÈ reakËnÌ
stupnÏ, takûe v˝sledn˝ efekt se projevÌ jako akcelerace elek-
trodovÈho dÏje. V d˘sledku toho se zvyöuje ∆Ip s koncentracÌ
PAL, p¯ÌpadnÏ p¯i jin˝ch potenci·lech (posunut˝ch o ∆Ep),
neû je tomu bez p¯Ìtomnosti PAL. CelkovÏ bychom mohli
hovo¯it o tom, ûe dÏj probÌh· s jinou v˝slednou efektivnÌ
rychlostnÌ konstantou, vyööÌ neû bez p¯Ìtomnosti PAL (tj. mÏnÌ
se rychlostnÌ konstanty dÌlËÌch reakcÌ, coû se projevÌ ve v˝-
sledku jako zmÏna efektivnÌ rychlostnÌ konstanty souhrnnÈ
reakce, tj. redukce H2O2). Lze tedy ¯Ìci, ûe nÏkterÈ z dÌlËÌch
reakcÌ probÌhajÌ za dan˝ch podmÌnek rychleji, ale souËasnÏ se
zpomalujÌ zpÏtnÈ reakce.

Pokud se vrcholy pÌku redukce peroxidu posunujÌ k pozi-
tivnÌm hodnot·m, aËkoliv v˝öka pÌku stoup·, lze to vysvÏtlit
nap¯. kompeticÌ mezi r˘zn˝mi slab˝mi interakËnÌmi silami
a n·bojem elektrody.

Pro b·ze na meniskovÈ st¯ÌbrnÈ amalg·movÈ elektrodÏ za
p¯Ìtomnosti chlorid˘ je charakteristick˝ posun k pozitivnÏjöÌm
potenci·lov˝m hodnot·m. Na obou testovan˝ch elektrod·ch
(HMDE i m-AgSAE) probÌh· reakce na rtuùovÈm povrchu,
a tudÌû by mÏly b˝t vöechny interakce prakticky shodnÈ (resp.
probÌhat stejn˝m zp˘sobem). NenÌ vöak z¯ejmÈ, jakou roli
hraje vliv st¯Ìbrn˝ch iont˘ v amalgamovÈ elektrodÏ. K inter-
akËnÌm sil·m pravdÏpodobnÏ p¯istupuje vliv specificky se
sorbujÌcÌch chloridov˝ch iont˘ ve vnit¯nÌ HelmholtzovÏ rovi-
nÏ, kterÈ takÈ ovlivÚujÌ popisovanÈ interakËnÌ sÌly a efekty.
Pro objasnÏnÌ dÏj˘ by bylo vhodnÈ porovnat v˝öe popisovanÈ
v˝sledky s vlivem b·zÌ Ëi PAL na redukci kyslÌku na kovov˝ch
st¯Ìbrn˝ch nebo kompozitnÌch st¯Ìbrn˝ch elektrod·ch25ñ27 za
a bez p¯Ìtomnosti chloridov˝ch iont˘; v literatu¯e nebyly p¯Ì-
sluönÈ informace nalezeny a budou proto p¯edmÏtem dalöÌho
v˝zkumu.

Pro vytvo¯enÌ regresnÌho modelu byla uûita izoterma podle
NovotnÈho dle rovnic (4) a (5) a byly zÌsk·ny parametry pro
adenin a guanin na HMDE a m-AgSAE, shrnutÈ v tabulce I.

Uk·zalo se, ûe hodnota parametru b (souvisejÌcÌho s ad-
sorptivitou resp. adsorpËnÌm koeficientem dan˝ch l·tek) se
pohybovala v ¯·du desetin l.mgñ1 (0,16ñ0,72 l.mgñ1), coû od-
povÌd· kategorii st¯ednÏ silnÏ aû silnÏ adsorptivnÌch l·tek.
P¯itom bylo nalezeno, ûe se parametr b p¯Ìpad od p¯Ìpadu liöil
jen relativnÏ m·lo; jeho hodnoty na m-AgSAE byly vz·jemnÏ
tÈmÏ¯ shodnÈ (viz tab. I). Naopak jednotlivÈ parametry Ai,
souvisejÌcÌ z¯ejmÏ s uplatnÏnÌm povrchov˝ch a meziË·stico-
v˝ch interakcÌ, se u obou sledovan˝ch l·tek i elektrod vz·jem-
nÏ v˝raznÏ liöily. Z·porn· polarita parametru A1 ve vöech
zmÌnÏn˝ch p¯Ìpadech souhlasÌ s p¯edstavou o podobnÈm cha-
rakteru interakcÌ jak mezi molekulami adeninu, tak i guaninu.
V souladu s klasick˝mi p¯edstavami lze tedy tuto interakci
interpretovat jako mezimolekul·rnÌ p¯itaûlivost. Koeficienty
A2 a dalöÌ, p¯ÌsluöejÌcÌ v rovnicÌch (4) a (5) Ëlen˘m vyööÌho
¯·du, jiû tuto jednotnou polaritu podle p¯edpokladu nevykazo-
valy.

1 2

1
n Y Y

n

zmÏ¯eno vypoËteno
i

−
=
∑d i
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Z·vÏr

Pro rozliöenÌ mezi bÏûn˝mi PAL a nukleov˝mi b·zemi je
moûno pouûÌt jejich vliv na redukci peroxidu vodÌku, resp.
jejich rozdÌlnÈho potenci·lovÈho posuvu vrcholu redukËnÌho
pÌku na amalg·movÈ elektrodÏ. Byla zjiötÏna moûnost vz·jem-
nÈho rozliöenÌ nÏkter˝ch b·zÌ (adeninu a guaninu) na z·kladÏ
r˘zn˝ch tvar˘ izoterem relativnÌch posuv˘, a to proudovÈho
na amalgamovÈ a potenci·lovÈho na HMDE.

K v˝hod·m uûitÌ tÈto metody pat¯Ì i fakt, ûe mÏ¯enÈ proudy
se pohybujÌ ¯·dovÏ v desÌtk·ch aû stovk·ch nA, coû je asi o
jeden ¯·d vÌce, neû odpovÌdajÌcÌ v˝öky voltametrick˝ch fara-
daick˝ch pÌk˘ uveden˝ch b·zÌ.

Velmi podstatn˝m se jevÌ vliv chloridov˝ch iont˘, kterÈ
sv˝mi specifick˝mi interakcemi s b·zemi, povrchem elektro-
dy, resp. s peroxidem vodÌku umoûÚujÌ rozliöenÌ mezi bÏûn˝mi
PAL a uveden˝mi b·zemi a zvyöujÌ selektivitu anal˝zy.

Auto¯i dÏkujÌ za finanËnÌpodporugrantuË.101/02/U111/CZ.
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R. Fadrn· (J. Heyrovsky Institute of Physical Chemistry,
Academy of Sciences of the Czech Republic, Prague): Study
of the Interactions Between Hydroxyl Radicals and Purine
DNA Bases

The effect of nucleic acid bases (adenine, guanine) on the
second reduction step of oxygen (electroreduction of hydrogen
peroxide) on the hanging mercury drop electrode (HMDE) or
the meniscus-modified silver amalgam electrode (m-AgSAE)
was studied. In the presence of chloride anions the correspon-
ding voltammetric peak increases with increasing concentra-
tion of the bases while the peak potential is shifted to more
positive potentials.
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