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Uvod

Studium deoxyribonukleové kyseliny (DNA), jejtho slo-
Zeni, struktury a pfipadné poSkozeni je v soucasnosti velmi
aktudlni téma a voltametrické metody nezlstavaji v této ob-
lasti stranou. V devadesdtych letech minulého stoleti se mo-
hutné vyvijela pfedev$im optickd a elektrochemickd cidla
monitorujici rtizné interakce DNA (zahrnujici hybridizaci,
interakce DNA s 1éky a poSkozeni DNA). PiestoZe vyvoj
elektrochemickych metod a ¢idel byl napfiklad za optickymi
metodami ponékud zpozdén, je v poslednich letech v této
problematice i v oblasti elektrochemickych senzorti dosaho-
vano pomérné vyraznych tspéchd. Mezi hlavni vyhody elek-
trochemickych pfistroji patfi pfedevsim jejich nizkd cena,
vysoka citlivost a jednoduché usporadani. Predevsim polaro-
grafie a voltametrie se ukazuji jako velmi citlivé ndstroje
k monitorovani integrity a reakci DNA. Zdkladni prace v tom-
pulzni polarografie (s rtutovou kapkovou elektrodou) byla
uzita k detekci preruseni fetézce DNA (cit.?). Dalsi pokrok pak
pfinesly rozpoustéci (stripping) metody. V posledni dobé by-
ly testovany i adsorpcni prenosové techniky, zaloZzené na imo-
bilizaci DNA na povrchu elektrody, ndsledném promyti a pre-
nosu elektrody se zachycenou DNA do cistého zdkladniho
elektrolytu, kde neni analyza ruSena organickymi latkami
pritomnymi v méfeném roztoku a zdroven je mozno analy-
zovat extrémné malé objemy analytl (aZ jednotky mikroli-
tri).

Adsorpéni rozpoustéci voltametrie (AdSV) vyuzivd ad-
sorpéné/desorpénich procest uplatiiujicich se na povrchu elek-
trody3. Adsorpce ¢i desorpce povrchoveé aktivnich latek (PAL)
na polarizované elektrodé pii urcitém potencidlu je doprova-
zena zmeénou struktury elektrodové dvojvrstvy projevujici se
méfitelnym proudovym signdlem, atoi v pfipadé, Ze PAL nen{
elektroaktivni, tj. Ze nedochdzi k jeji redukci ¢i oxidaci. Tento
signdl je funkci povrchové koncentrace I' PAL (pfesnéji rela-
tivntho povrchového piebytku), resp. jeji objemové koncen-
trace ¢ v roztoku.

Z elektrodové kinetiky je znamo®, 7e PAL mohou znatelné
ovlivnit téZ reduk¢ni ¢i oxidacni proces na elektrodé. Pisobi
zpravidla zménu mechanismu elektrodové reakce, zastoupen{
jednotlivych reakénich meziprodukti atd. To mtize byt vyuZi-
to i pfi studiu elektrodovych procest a jejich praktickém
vyuziti.
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Ptikladem z minulosti bylo vyuziti pfidavki PAL k potla-
Covani polarografickych maxim prvého i druhého druhu nebo
ke sniZeni limitniho difuzné fizeného proudu. Jiné moZnosti
skytd ovliviiovani voltametrické redukce ldtky (napf. peroxidu
vodiku ¢i ionti zinku) na povrchu elektrody. Tato metoda byla
drive uzivana predevsim pfi studiu vlivu PAL na druhy stupeii
redukce vzdu$ného kysliku, tj. redukci peroxidu vodiku. Uk4-
zalo se, Ze tento princip lze vyuzit i k odhadu ¢i stanoven{
obsahu PAL (cit.>™) v roztoku.

DNA vykazuje vlastnosti PAL stejné jako jeji baze adenin,
guanin, thymin a cytosin. K jejich voltametrickému stanoven{
slouzily napft. visici rtufovd kapkovd elektroda (HMDE)',
stiibrnd amalgdmova'! a m&dénd amalgdmovd elektroda'”
Tyto metody vSak nejsou jednoduché a selektivita neni zcela
optimdlni. To vede k hleddn{ jinych moznosti kvalitativniho
a kvantitativniho sledovani nukleovych bazi. Jednou z cest
miiZe byt sledovani jejich interakci s hydroxylovymi radikdly
pri redukci peroxidu vodiku jak na rtutovych kapkovych tak
na amalgamovych elektrodach.

Studiu vzdjemnych interakci DNA a hydroxylovych radi-
kéld je v posledni dobé vénovana pomérné znacna pozornost'.
Zamérena byla dosud na radikdly, generované bud v roztoku
(napf. hydroxylové radikély vzniklé Fentonovou reakci'*) ne-
bo v tésné blizkosti molekuly DNA, jestlize existuje specifickd
interakce (napf. Cu/1,10-fenanthrolinovy systémls) nebo za
uziti komplexu Zelezo/EDTA (cit.'®). Bylo zjiiténo, Ze tyto
hydroxylové radikdly $tépi fetézec DNA, coZ je moZzno volta-
metricky detegovat. Pfedpokldda se, Ze radikdly reaguji s ba-
zemi DNA a deoxyribosovymi zbytky'*. Pojednani o jejich
vlivu na samotné bdze se vSak dosud v odborné literature
nevyskytuje.

Experimentalni ¢ast
Pristroje

Pro méfeni byl vyuZzit pocitacem fizeny Eco-Tribo Pola-
rograf PC ETP s piislusenstvim (Polaro-Sensors, Praha)'” se
softwarem Polar Pro v. 4.0. pro Windows 95/98/Me. Jako
referentni byla uzita 1 Margentochloridova elektroda oddélend
od roztoku solnym muistkem, naplnénym 1 M-KNOj;, k niZ jsou
vztazeny vSechny v této prdci uddvané hodnoty potencidld,
a jako pomocnd slouzila elektroda platinova (obé Elektroche-
mické detektory, Turnov). Mérnou elektrodou byla bud rtuto-
va kapkovad elektroda (HMDE) nebo stiibrnd meniskovad amal-
gdmovd elektroda (m-AgSAE), zhotovend amalgdmovanim
stifbrného prasku a pokrytim vzniklého povrchu AgSAE me-
niskem rtuti vytvofenym kratkym ponofenim usti AgSAE do
rtuti'®!? (ob& elektrody byly produkty firmy Polaro-Sensors,
Praha). Pomoci specidlni procedury zahrnuté do programu
Polar Pro byla z jednotlivych kroki sestavena metoda, zahr-
nujici sled v8ech opera¢nich stupnid (akumulaci, méfeni, auto-
matické opakovani méfeni, obnoveni kapky atd.), takze celé
méfeni probihalo automatizované.

Vlastni méfeni probihalo v rezimu katodické diferencni
pulzni voltametrie (DPV) pfi vysce pulzu 50 mV a jeho Siice
100 ms stejné jako doba mezi dvéma nasledujicimi pulzy, se
vzorkovanim béhem poslednich 20 ms pred zacdtkem, resp.
koncem pulzu. Potencidl akumulace ¢inil ve vSech piipadech
—600 mV vs. Ag/AgCl, doba akumulace 60 s a po ni ndsledo-
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vala klidova doba 15 s. Pocate¢n{ potencidl byl shodny s po-
tencidlem akumulace. V piipadé m-AgSAE bylo pred za-
hdjenim méfeni provedeno 50 regeneracnich cykli mezi +300
a —1300 mV. Rychlost polarizace byla u obou elektrod
20 mV.s~'. Mé&feni probihala pii pokojové teploté 202 °C.

Chemikadlie

Pro piipravu zdkladnich roztoki byla pouzita redestilova-
nd voda, vSechny chemikdlie byly Cistoty p.a. (Lachema,
Brno). Jako srovndvaci povrchové aktivni standard byl po-
uzit zdsobni vodny roztok neionogenniho surfaktantu Triton-
-X-100 o koncentraci 17,6 mg.I"". Bize adenin a guanin by-
ly cistoty p. a. (Sigma-Aldrich). Roztoky adeninu a guani-
nu byly pfipraveny fedénim zdsobnich roztokd o koncentraci
1.107 mol.I"! v redestilované vod&. Jako zdkladni elektrolyt
slouzil 0,1 M-KCl, resp. 0,1 M-Na,SO,.

Pouzivané regresni vztahy

Pro regresi potencidlovych ¢i proudovych zdvislosti na
koncentraci PAL bylo mozno pouzit v uZz§ich intervalech
koncentraci piimkové zdvislosti typu

E,

1p=al+blc; =a,+ b, (1)
kde I, je vyska piku, resp. E, jeho potencidl, ¢ je koncentrace
PAL a a,, b,, a,, b, jsou parametry pfislu$nych linedrnich
zavislosti. V nékterych piipadech vsak bylo v souladu s lite-
raturou®2%2! vhodng&j§i uzivat relativni hodnoty pro vyjadieni

zmén vysky pikt nebo jejich polohy:

- Lozl (2)
E,,—E,,
I -1
y=-2 PO (3)
I, -1,

kde I, a E;, znaci proud, resp. potencidl piku; index 0 — proud
¢i potencidl bez pritomnosti PAL, index 1 — proud ¢i potencial
pti iplném pokryti elektrody PAL. Pouziti vyrazi (2) a (3) je
napiiklad vhodné v piipadech®?, kdy je zavislost veli¢in X, ¥
na koncentraci hyperbolickd, sigmoidni nebo tvarové podob-
nd.To prirozené nevylucuje pouzit i moznosti linedrni aproxi-
mace vhodnych dseki kiivek vztahy (1), obecné pii rozdilnych
hodnotdch koeficientli a,, b,, a,, b,. Aproximaci kalibra¢nich
zdvislosti polynomy druhého a vysSich stupiiti 1ze aplikovat
tam, kde jde o prosté proloZeni dat polynomem bez fyzikalntho
vyznamu.

Pro nalezeni takovych zavislosti je 1épe aplikovat nékterou
z izoterem (Langmuirova, Freundlichova, resp. izoterma dle
Novotného™®). Viechny izotermy je mozno uzivat bud v ab-
solutnich (Ip, Ep, ¢) nebo v relativnich souradnicich X, Y.
Izoterma dle Novotného md pak napf. tvar

|-

(4)

Y 4 .
ex AY'
7 CXP ;} i
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exp( ] =b’c

Vycislovani regresnich parametrii lze realizovat bud
v programu MS Excel 9 nebo v programu ETP pro DOS v. 3.1
(Polaro-Sensors, Praha).

resp.

4
YAy

i=1

1-X )

Vysledky a diskuse

V literatufe byl popsdn vliv béznych kationaktivnich, anion-
aktivnich a predeviim neionogennich PAL (cit.”***) na reduk-
ci peroxidu vodiku, pfipadné zine¢natych ionti. Pfi velmi
nizkych koncentracich PAL dochdzelo ¢asto nejprve k nepa-
trnému zmenseni reduk¢niho piku H,O,, avSak s rostouci
koncentraci PAL vys$ka piku monoténné rostla a spéla postup-
né k urcité limitni velikosti. Obdobné tomu bylo s potencidlo-
centraci, kdy probihd na povrchu elektrody fada vzdjemné si
konkurujicich d&ji’ (substituéni adsorpce, zmény struktury
elektrochemické dvojvrstvy, atd.), ma popis pomoci zavislost{
typu (4) a (5) aproximativni charakter. Dominantni adsorpce
PAL pii dalsim zvySovani koncentrace vSak uziti rovnic (4)
a (5) opraviuje. Pripadny posuv piku nejprve k pozitivnim
a posléze k negativnim hodnotdm souvisi patrné s vlivy pii-
tomnych iontl zakladniho elektrolytu a dalsich slozek rozto-
ku, s jejichz pritomnosti, koncentraci a vétsi ¢i mensi aktivitou
na povrchu elektrody je tfeba obecné pocitat. Vhodnou volbou
neaktivniho zdkladniho elektrolytu je moZno strukturu elek-
trochemické dvojvrstvy stabilizovat a zminéné vlivy minima-
lizovat nebo eliminovat. Ukdzalo se, Ze smér potencidlové
zmény a jeji velikost stejné jako proudové zmény jsou zavislé
na typu (anionaktivni, kationaktivni, neionogenni) a mnozstvi
piitomnych PAL (cit.*).

Reakc¢ni elektrodové schéma
elektroredukce O, v pfitomnosti PAL

Sumadrné 1ze proces redukce kysliku popsat rovnicemi (6)

a (7)™

0,+2¢ +2H"—> H,0, (6)

H,0,+2¢ +2H"—2H,0 (7)

Druhy stupeii (7) 1ze pak rozdélit na dvé ndsledné reakce:

H,0,+e — ‘OH + OH" (8)

‘OH +e — OH™ (9)

Je pfitom zndmo, Ze redukeni stupenl dle rovnice (7) je

¢uji rovnice (8) a (9).

V literatufe® S popsany zpiisob detekce a stanoveni obsahu
PAL vychdzi z poznatku, Ze vlivem jejich interakci na povrchu
rtutové kapkové elektrody dochézi k vyraznému posuvu volta-
metrického piku, piislusejicitho druhému stupni redukce rozpus-
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téného molekularniho kysliku, pfesnéji redukci peroxidu vodi-
ku, na vodu v potencidlové oblasti —0,9 V (a negativnéjsi) vs. Ag/
AgCl. Soucasné s tim dochdzi i ke zméné vysky tohoto piku’5*

Veskeré v literature popsané efekty vsak byly realizovdny
na rtufovych elektrodach. Reakce probihd naprosto analogic-
ky jak za pritomnosti peroxidu vzniklého redukci vzdusného
kysliku, tak peroxidu vodiku timyslné ptidaného.

Kvalitativni popis vlivu PAL

na voltametrické kfivky redukce
peroxidu vodiku na HMDE

ana m-AgSAE

Jako modelova ltka, jejiz vliv na redukci peroxidu vodiku
jiz byl v literatufe® popsan, byl pouzit Triton X-100. S jeho
vzrustajici koncentraci v zdkladnim elektrolytu 0,1 M-KCl
roste na HMDE vy§ka redukéniho piku peroxidu vodiku a z4-
roveni se jeho vrchol posouvd smérem k negativnimu poten-
cidlu, jak je patrno z obr. 1.

Ve stejném zdkladnim elektrolytu mély piidavky rozto-
kd adeninu i guaninu pii pouziti HMDE podobny vliv, pod
0,2 mg.I"" dochdzelo viak nejprve k malému posuvu piku
smérem k pozitivnim potencidlim, ndsledovanym pro ¢ >
0,2 mg.I"" posuvem k negativnim potencialim. Narist veli-
kosti proudu ¢i posuvy potencidlti vrchold pikti smérem k ne-
gativnéj$im potencidlim nebyly vsak tak vyrazné jako v pii-
tomnosti neionogenntho Tritonu X-100, jak je vidét z obr. 2
pro adenin (vliv guaninu je obdobny).
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Obr. 1. Vliv Tritonu X-100 na DP voltamogram redukéniho piku
peroxidu vodiku v 0,1 M-KCl na HMDE; koncentrace Tritonu
X-100v mg.l’l: 1-0;2-02;3-0,4;4-0,6;5-0,8;6-1,0,7-1,2
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Obr. 3. Vliv Tritonu X-100 na DP voltamogram reduké¢niho piku
peroxidu vodiku v 0,1 M-KCIl na m-AgSAE; koncentrace Tritonu
X-100v mg.l’l: 1-0;2-0,2,3-04,4-0,6;5-0,8,6-1,0,7-1,2
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Odlisné chovani vykazovala v tomto sméru meniskova
stifbrnd amalgdmova elektroda. Zatimco Triton X-100 ovliv-
noval zde vysku i polohu piku (pfi ponékud nizsi citlivosti)
stejnym zptsobem, jako tomu bylo na HMDE (obr. 3), vliv
adeninu a guaninu se naprosto odliSoval ode vSech dosud
zkoumanych PAL. Vyska piku se zvySovala se vzristajici
koncentraci zminénych bdzi, stejné jako ostrost piku, avSak
posuv vrcholu pikti sméfoval do pozitivni oblasti potencial
v celém pouzitém koncentracnim rozsahu od 0 do 1,2 mg.l",
jak je patrno z obr. 4 pro adenin (vliv guaninu je obdobny).
Citlivost tohoto posuvu vici koncentraci byla pfitom podstat-
né vetsi nez pti uzitit HMDE.

Pokud zdkladni elektrolyt neobsahoval chloridy (0,1 M-
-Na,SO,), posouval se vrchol redukéniho piku peroxidu vodi-
ku za pritomnosti bazi stejnym zptisobem jak na HMDE, tak
na m-AgSAE. Z toho je mozné usuzovat, ze pficinou zmény
sméru posuvu piku na m-AgSAE byly pravé chloridové ionty,
které se specificky adsorbuji na povrchu elektrody nebo mo-
hou tvofit nerozpustny AgCl, ¢imz dochdzi k modifikaci po-
vrchu elektrody.

Mez detekce® (vypoctend z kalibracni kfivky relativni
zmény vysky piku peroxidu vodiku v zdvislosti na koncentraci
PAL) jak u Tritonu, tak u bdzi v 0,1 M-KClI se pohybuje kolem
0,05 mg.1™".

Registrované proudové hodnoty redukce peroxidu vodiku
byly ve srovnani s odpovidajicimi redukénimi proudy adeninu
nékolikandasobné vétsi, coz zpusobilo piekryti piku adeninu
pikem H,0O,.
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Obr. 2. Vliv adeninu na DP voltamogram redukéniho piku pero-
xidu vodiku v 0,1 M-KCl na HMDE; koncentrace adeninu v mg.l’]:
1-0;2-0,2;3-04,4-0,6;5-0,8,6-1,0,7-1,2
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Obr. 4. Vliv adeninu na DP voltamogram redukéniho piku pe-
roxidu vodiku v 0,1 M-KCI na m-AgSAE; koncentrace adeninu v
mg.l’l: 1-0;2-0,2;3-0,4;4-0,6;5-0,8;6-1,0,7-1,2
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Kalibra¢ni zdvislosti relativnich
posuvi vySek a potencidld pika

Z vyse uvedeného vyplyvd, ze smér posuvu potencidlu
miiZe byt jednim z faktort odliSeni bdz{ DNA od jinych PAL.
Dalsim zkoumanym aspektem bylo mozné rozliSeni zminé-
nych bdzi velikosti a tvarem zmétenych koncentracnich zdvis-
losti, obdobné jako v cit.

Pokud byly mezi sebou porovnavéany absolutni hodnoty
vySek proudii a potencidlti vrcholi pikt, vznikal problém
s vyskou zdkladniho piku peroxidu vodiku, ktery musel byt
stejny pro vSechny vzorky. Vzhledem k tomu, Ze mnoZstvi
redukovaného peroxidu vodiku bylo ur¢ovdno koncentraci
rozpusténého vzdusného kysliku, byla pravé ta urcujici. Na ni
meéla pak vliv teplota, atmosféricky tlak apod. JelikoZ repro-
dukovatelnost téchto podminek nebyla zarucena, jevilo se jako
vhodnéjsi pouZzivat relativni souradnice vypoctené podle rov-
nic (2) a (3), takze prvy bod obou kalibra¢nich kfivek lezel pti
stejne proudové ¢i potencidlové hodnoté [ i, resp. E . Jelikoz

jresp. E; pro prvni kiivku nebyl v absolutnich ﬁodnotach
s}flodny S I qresp. E; | druhé kiivky, doslo by po piepoctu do
relatlvnlch souradmc v rozmezi 0-1 a ndsledném srovndni
v grafické podobé k nepiipustnym deformacim kiivek. Proto
byly vzaty relativni soufadnice zvolené kiivky za vztaznou
soustavu a body druhé kiivky byly pfepocteny do relativnich
soufadnic kiivky prvni. Pokud byly absolutni hodnoty /., resp.
E,, vztazné soustavy mensi nez [, resp. E, ; druhé invky,
mohlo byt dosazeno relativnich ho not Yresp X vétsSichnez 1.

1,0 I
Y
0,5 4
. L e————¢
0,0 L

0,0 0.5 1,0

c, mg.l_1

Obr. 5. Vliv Tritonu X-100 na relativni vySku DPV redukc¢niho
piku peroxidu vodiku v 0,1 M-KCl na HMDE B a na m-AgSAE ¢
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Obr. 7. Zavislost relativniho potencidlového posuvu DPV reduk-
¢niho piku peroxidu vodiku v 0,1 M-KCl na koncentraci guani-
nu ® a adeninu @ na HMDE

967

Laboratornf pfistroje a postupy

Ackoli obé elektrody, HMDE i m-AgSAE, mély stejnou
aktivni plochu, registrované relativni zmény vySek proudu Y
redukéniho piku za pfitomnosti Tritonu X-100 se podstatné
lisi (relativni zména na rtutové elektrodé je az 20x vétsi) (viz
obr. 5). Ve srovndni s tim dosahuje relativni potencidlovy
posuv X na HMDE maximdlné dvakrdt vétsi hodnoty nez
hodnoty X na m-AgSAE (obr. 6). Zatimco izoterma Y vs. ¢
vykazovala na obou elektroddch prakticky identicky tvar (li-
$ici se pouze velikosti), tvar izoterem potencidlového posuvu
byl vyrazné odlisny: priibéh izotermy méfené na amalgamové
elektrodé byl parabolicky, zatimco pribéh izotermy na rtufové
elektrodé byl sigmoidni.

Lze konstatovat, Ze rozdily v relativnich posuvech Y na
HMDE v zdvislosti na koncentraci adeninu a guaninu vyka-
zuji parabolicky priibéh a lisf se jen nepatrné. Naproti tomu
relativni potencidlové rozdily X v zdvislosti na koncentraci
téchto latek vykazuji vzdjemné rozdily: zatimco izoterma
guaninu se v koncentraénim rozsahu 01,2 mg.I™! dd velmi
dobie aproximovat piimkou (korela¢ni koeficient r = 0,9982),
izoterma adeninu vykazuje klesajici sigmoidni tvar (vyska
redukéniho piku H,O, se se vzrtstajici koncentraci adeni-
nu snizuje, a proto hodnoty X nabyvaji zdpornych hodnot)
(obr. 7).

Naopak na amalgamové elektrodé neni velky rozdil mezi
relativnimi potencidlovymi posuvy X v zdvislosti na koncen-
traci adeninu a guaninu. Jako vyrazné€jsi na m-AgSAE se vSak
jevi rozdily mezi izotermami relativnich proudovych posuvi
Y (obr. 8).
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Obr. 6. Vliv Tritonu X-100 na relativni polohu DPV reduké¢niho
piku peroxidu vodiku v 0,1 M-KCl na HMDE M a na m-AgSAE ¢

1,5
Y
1,0

0,5

0,0 1 1
0.0 0,5 1,0

c, mg.l_1

Obr. 8. Zavislost relativniho proudového naristu DPV redukéni-
ho piku peroxidu vodiku v 0,1 M-KCl na koncentraci guaninu ®
a adeninu M na m-AgSAE
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Tabulka I

Regresni parametry izotermy dle rovnic (4) a (5)

Laboratornf pfistroje a postupy

Parametr HMDE m-AgSAE
adenin guanin adenin guanin

X Y X Y X Y X Y
b,1lmg” 0,16 0,43 0,32 0,72 0,31 0,32 0,39 0,38
A, 7,53 -6,97 -1,39 -5,96 -14,26 -10,10 -9,04 -10,65
A, 7,96 10,85 - 11,97 113,03 76,98 18,85 30,12
A, —4,96 -7,60 - -9,21 -378,21 -272,30 - -20,72
A, - - - - 434,95 332,60 - -
MEP? 0,19 0,06 0,05 0,02 0,06 0,05 0,11 0,14

*MEP = A i(yzméfeno - Yvyp()éteno)2 dle Cit’zg
i=I

Vyklad pozorovanych déju

A% przici23 byly odvozeny vztahy pro ptipad ovlivnéni re-
dukéniho piku peroxidu vodiku purinovymi bazemi adeninem
a guaninem. Bylo zde predpoklddano, Ze PAL pokryvajici po-
vrch elektrody maji vliv jak na rychlostni konstantu probihaji-
ciho faradaického déje, tak na Gibbsovu energii, tj. na polohu
vrcholu faradaického piku. Prace”®?**diskutuji nékolik moz-
nosti vysvétleni daného efektu (maxima druhého druhu, posuv
vrchol piki v disledku zmény koncentrace zdkladniho elek-
trolytu, zvySovani ireverzibility, homogenizace povrchu elek-
trody, regenerace redukované formy, atd.). Tyto prace vyvra-
ceji i predpoklad, Ze by sledovany pik mohl byt povazovén za
pouhy faradaicky pik zvySeny o desorpéni pik PAL (samotné
desorp¢ni piky se vyskytuji v jiné oblasti potencidld a jejich
vy$ka neni probihajici redukci dotéena). Jejich autoii nakonec
dospivaji k zdvéru, ze uvedené jevy vznikaji v disledku sla-
bych interakénich sil (napf. diky vodikovym mustktm, uplat-
Hujicim se jak u zkoumané PAL, tak u peroxidu vodiku).
Vazba muize mit pfi tom inter- ¢i intramolekuldrni charakter.
Pisobenim téchto slabych interakénich sil dochdzi k nahroma-
déni vétstho mnozstvi peroxidu vodiku v okoli elektrody, nez
jaké by odpovidalo transportu bez pfitomnosti PAL. Pravé
slabé interak¢ni sily také brzdi nebo akceleruji pribéh reakce,
takze k jejimu nastartovani dochdzi pfi negativnéjSim nebo
naopak pozitivnéjsim potencidlu (viz posuv potencidlu piku),
zato vSak s v&tSim mnozstvim peroxidu (viz rdst piku).
mé miiZzou v piitomnosti PAL urychlovat nékteré reakéni
stupné, takze vysledny efekt se projevi jako akcelerace elek-
trodového déje. V disledku toho se zvySuje Al s koncentraci
PAL, ptfipadné pri jinych potencidlech (posunutych o AEP),
nez je tomu bez pfitomnosti PAL. Celkové bychom mohli
hovofit o tom, Ze dé&j probihd s jinou vyslednou efektivni
rychlostni konstantou, vy$si nez bez pritomnosti PAL (tj. méni
se rychlostni konstanty dil¢ich reakci, coZ se projevi ve vy-
sledku jako zména efektivni rychlostni konstanty souhrnné
reakce, tj. redukce H,0,). Lze tedy fici, Ze n€které z dil¢ich
reakci probihajf za danych podminek rychleji, ale soucasné se
zpomaluji zpétné reakce.
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Pokud se vrcholy piku redukce peroxidu posunuji k pozi-
tivnim hodnotdm, ackoliv vyska piku stoupd, 1ze to vysvétlit
napt. kompetici mezi rdznymi slabymi interakénimi silami
a ndbojem elektrody.

Pro bdze na meniskové stiibrné amalgdamové elektrode za
pritomnosti chloridd je charakteristicky posun k pozitivnéjsim
potencidlovym hodnotdm. Na obou testovanych elektroddch
(HMDE i m-AgSAE) probihd reakce na rtutovém povrchu,
a tudiz by mély byt vSechny interakce prakticky shodné (resp.
probihat stejnym zptisobem). Neni v8ak ziejmé, jakou roli
hraje vliv stfibrnych ionti v amalgamové elektrodé. K inter-
akénim silam pravdépodobné piistupuje vliv specificky se
sorbujicich chloridovych iontti ve vnitini Helmholtzové rovi-
né, které také ovliviiuji popisované interakéni sily a efekty.
Pro objasnéni dé&ji by bylo vhodné porovnat vyse popisované
vysledky s vlivem bdzi ¢i PAL naredukci kysliku na kovov;fch
stifbrnych nebo kompozitnich stiibrnych elektrodach® 2’ za
a bez pritomnosti chloridovych iontli; v literatuie nebyly pfi-
slusné informace nalezeny a budou proto pfedmétem dalsitho
vyzkumu.

Pro vytvoteni regresniho modelu byla uzita izoterma podle
Novotného dle rovnic (4) a (5) a byly ziskdny parametry pro
adenin a guanin na HMDE a m-AgSAE, shrnuté v tabulce L.

Ukdzalo se, ze hodnota parametru b (souvisejictho s ad-
sorptivitou resp. adsorpénim koeficientem danych latek) se
pohybovala v f4du desetin 1L.mg™ (0,16-0,72 L.mg™"), coz od-
povidd kategorii stiedné silné az silné adsorptivnich latek.
Pfitom bylo nalezeno, Ze se parametr b ptipad od pripadu lisil
jenrelativné mdlo; jeho hodnoty na m-AgSAE byly vzdjemné
téméi shodné (viz tab. I). Naopak jednotlivé parametry A,
souvisejici ziejmé s uplatnénim povrchovych a mezicdstico-
vych interakct, se u obou sledovanych latek i elektrod vzajem-
né vyrazné liSily. Zapornd polarita parametru A, ve vSech
zminénych piipadech souhlasi s pfedstavou o podobném cha-
rakteru interakci jak mezi molekulami adeninu, tak i guaninu.
V souladu s klasickymi predstavami lze tedy tuto interakci
interpretovat jako mezimolekuldrni pritazlivost. Koeficienty
A, a dalsi, prislusejici v rovnicich (4) a (5) ¢lentim vyssiho
fadu, jiz tuto jednotnou polaritu podle predpokladu nevykazo-
valy.
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Zavér

Pro rozliseni mezi béZnymi PAL a nukleovymi bazemi je
mozno pouZit jejich vliv na redukci peroxidu vodiku, resp.
jejich rozdilného potencidlového posuvu vrcholu redukéniho
piku na amalgamové elektrodé. Byla zjiSténa mozZnost vzdjem-
ného rozliSeni nékterych bdzi (adeninu a guaninu) na zdkladé
riznych tvart izoterem relativnich posuvi, a to proudového
na amalgamové a potencidlového na HMDE.

K vyhodam uzit{ této metody patii i fakt, ze méfené proudy
se pohybuji fddové v desitkach az stovkdch nA, coz je asi o
jeden fdd vice, nez odpovidajici vysky voltametrickych fara-
daickych pikd uvedenych bézi.

Velmi podstatnym se jevi vliv chloridovych iontd, které
svymi specifickymi interakcemi s bazemi, povrchem elektro-
dy, resp. s peroxidem vodiku umoznuji rozliseni mezi béznymi
PAL a uvedenymi bazemi a zvySuji selektivitu analyzy.

Autori dekuji za financnipodporu grantu ¢. 101/02/U111/CZ.
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R. Fadrna (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.



