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Abstrakt

Pomoci elektrochemického DNA biosenzoru na bazi elektrody ze skelného uhliku
(GCE) a nizkomolekularni DNA z lososich spermii (DNA/GCE) byla vySetfovana interakce
DNA se tfemi zastupci environmentalnich polutantti — naftalenu, anthracenu a 2-aminoanthracenu.
Interakce s DNA byly sledovany pomoci square wave voltametrie (SWV) a elektrochemické
impedanéni spektroskopie (EIS). U naftalenu nebyla pozorovana interakce poskozujici DNA,
Vv ptipad¢ anthracenu byl pozorovan vznik interkala¢niho komplexu [DNA-anthracen], jehoz
tvorba vSak nezplsobuje vznik zlom vlaken DNA. Vznik podobného interkalacniho
komplexu byl pozorovan i u 2-aminoanthracenu [DNA-2-aminoanthracen], u kterého se na
zaklad¢ ziskanych vysledkti piedpoklada, ze interkalace 2-aminoanthracenu do
dvousroubovice DNA vyvolava pnuti a nasledny vznik jednofetézcovych zlomd, které
zpusobuji, ze fragmenty DNA odpadavaji z povrchu elektrody.

Interkala¢ni interakce DNA s anthracenem a 2-aminoanthracenem byla vyuzita pro
vyvoj elektrochemickych metod pro stanoveni téchto latek na GCE a DNA/GCE. Pii vyvoji
metod byly pouzity DC voltametrie (DCV) a diferen¢ni pulzni voltametrie (DPV). Pro
stanoveni anthracenu byla vyvinuta DPV metoda vyuzivajici prostiedi ethanol/Brittontiv-
Robinsontiv (BR) pufr o pH 5,0 (1:1). Mez stanovitelnosti metody (Lg) na GCE byla
2,2 umol/L. Pomoci DNA/GCE se podafilo zvysit citlivost metody a snizit Lg na
0,15 umol/L. Optimalni prostfedi pro stanoveni 2-aminoanthracenu bylo ethanol/BR pufr
opH 7,0 (1:9). Lo pro DPV stanoveni 2-aminoanthracenu ¢inily 0,30 umol/L na GCE a
0,28 umol/L GCE/DNA. Aplikovatelnost nové vyvinutych metod pro stanoveni anthracenu a

2-aminoanthracenu na DNA/GCE byly Gspé$né ovéfeny na modelovych vzorcich Stérku a pisku.
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Abstract

The interaction between three selected representatives of environmental pollutants —
naphthalene, anthracene, and 2-aminoanthracene — and DNA was investigated using an
electrochemical DNA biosensor based on a glassy carbon electrode (GCE) and low molecular
weight DNA from salmon sperm (DNA/GCE). The interactions with DNA were monitored
using square wave voltammetry (SWV) and electrochemical impedance spectroscopy (EIS).
For naphthalene, there was no DNA damaging interaction observed. In the case of anthracene,
the formation of an intercalation complex [DNA-anthracene] was observed. However, its
formation does not cause DNA strand breaks. The formation of similar intercalation complex
was observed for 2-aminoanthracene [DNA-2-aminoanthracene], where we suppose on the
basis of the results obtained that the intercalation of 2-aminoanthracene into the DNA double
helix induces a tension and subsequent formation of single-strand breaks, which cause that the
fragments of DNA fall away from the electrode surface.

The intercalative interaction of DNA with anthracene a 2-aminoanthracene was used in
the development of electrochemical methods for determination of these compounds at the
GCE and DNA/GCE. At the development of the methods, DC voltammetry (DCV) and
differential pulse voltammetry (DPV) were used. For the determination of anthracene, the
DPV method was developed in a medium of ethanol/Britton-Robinson (BR) buffer of pH 5.0
(1:1). The limit of quantification (Lg) at the GCE was 2.2 umol/L. Using the DNA/GCE, the
sensitivity of this method was increased and its Lo was decreased to 0.15 pmol/L. The
optimal medium for the determination of 2-aminoanthracene was ethanol/BR buffer of pH 7.0
(1:9). The Lgs for the DPV determination of 2-aminoanthracene were 0.30 and 0.28 pmol/L at
the GCE and GCE/DNA, respectively. The applicability of the newly developed methods for
the determination of anthracene and 2-aminoanthracene at the DNA/GCE was successfully
verified on model samples of gravel and sand.
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Seznam pouZzitych zkratek a symbol

2-AA 2-aminoanthracen

APAH aminoderivaty polycyklickych aromatickych uhlovodiku
c molarni koncentrace (mol/L)

BR pufr Brittontiv-Robinsontiv pufr

DCV DC voltametrie

DNA deoxyribonukleova kyselina

DNA/GCE  deoxyribonukleovou kyselinou modifikovana elektroda ze skelného uhliku
DPV diferen¢ni pulzni voltametrie

E elektricky potencial (V)

Ep elektricky potencial piku, poloha piku (V)

EIS elektrochemické impedancni spektroskopie

GCE elektroda ze skelného uhliku

I elektricky proud (A)

Ip.A elektricky proud piku, vyska piku adenosinu (A)

Ip.G elektricky proud piku, vyska piku guanosinu (A)

Lo mez stanovitelnosti (mol/L)

n pocet méteni

PAH polycyklické aromatické uhlovodiky

PBS fosfatovy pufr

pH zaporny dekadicky logaritmus aktivity oxoniovych iontu
Rct odpor pienosu naboje ()

R korelacni koeficient

SWV square-wave voltametrie

Y realna slozka impedance ()

A imaginarni slozka impedance (Q)
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1. Uvod
1.1 Cile prace

Cilem této diplomové prace bylo vyuzit jednoduchy biosenzor na bazi elektrody ze
skelného uhliku a nizkomolekularni DNA z lososich spermii pii vySetfovani interakce
vybranych environmentalnich polutantl (naftalenu, anthracenu a 2-aminoanthracenu) s DNA.
Tento biosenzor predstavuje rychlou a levnou cestu jak ziskat informace o poskozeni DNA,
piipadné o interakci DNA s nejriiznéjSimi latkami zatézujicimi zivotni prostiedi.

Dalsim cilem této prace bylo vyvinout citlivé elektroanalytické metody pro stanoveni
anthracenu a 2-aminoanthracenu jako alternativni moznosti stanoveni téchto latek k rutinné
pouzivanym separacnim metodam. Pii vyvoji téchto metod bylo vyuzito akumulace
stanovovanych latek do struktury DNA ke zvySeni citlivosti jejich stanoveni. Prakticka

pouzitelnost vyvinutych metod pak byla ovéfena na modelovych vzorcich s redlnou matrici.

1.2 Polycyklické aromatické uhlovodiky a jejich derivaty

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH) jsou latky charakteristické ptitomnosti
nejméné dvou kondenzovanych benzenovych jader. Na mnozstvi benzenovych jader zavisi
jejich fyzikalni a chemické vlastnosti. S rostoucim poctem jader, tedy s rostouci molekulovou
hmotnosti, klesa rozpustnost ve vodé¢ a roste jejich lipofilita. Mnoho latek ze skupiny PAHU je
podezielych z karcinogenity, genotoxicity a teratogenity. "

V soucasné¢ dobé¢ jsou PAHy a jejich derivaty béZznou soucdsti ovzdu$i, jsou
produkovany pfevazné pii spalovani organickych materidli. K expozici ¢lovéka mtze dojit
jak vdechovénim, poZitim, tak i lokdlni absorpci. V lidském téle jsou potom tyto latky
metabolizovany a vytvofené metabolity mohou interagovat s biomolekulami, napt. s DNA.
Timto zplisobem mohou v lidském téle vyvolat mutagenni buj eni.®"

V dnes$ni dobé je snaha o regulaci mnoZstvi téchto karcinogenli v Zivotnim prostiedi a
Vv potravinach. NejpouZivangj$i techniky pro stanoveni PAHO a jejich identifikaci jsou

Y810 5 vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

(11-13)

plynova chromatografie (GC
S UV-VIS a fluorescenc¢ni detekci.

V této praci bylo pracovano se dvéma zastupci polycyklickych aromatickych uhlovodika
— naftalenem a anthracenem — a s aminoderivatem anthracenu — 2-aminoanthracenem. Naftalen
(obr. 1) i anthracen (obr. 2) jsou bilé krystalické latky, velmi malo rozpustné ve vod¢. Naftalen
se pouziva pri vyrob¢ plastickych hmot, pryskyfic, pohonnych hmot a barviv. V minulosti se

pouzival také jako insekticid.*



Obr. 1. Strukturni vzorec naftalenu

Obr. 2. Strukturni vzorec anthracenu

2-Aminoanthracen (obr. 3) patii mezi aminoderivaty polycyklickych aromatickych
uhlovodiki (APAH). Jedna se o zluty prasek, malo rozpustny ve vode. Vznika metabolizaci

. “ . - 15
nitroanthracenu v ovzdusi nebo v Zivych organlsmech.( )

OO h

Obr. 3. Strukturni vzorec 2-aminoanthracenu

1.3 DNA a biosenzory

Hlavni role DNA v bunikdch je udrZet a spravné vyjadfit genetickou informaci.
PoSkozeni DNA v bunice vlivem pusobeni fady chemickych, ale i fyzikalnich vlivii ma casto
za nasledek mutace ve struktufe molekuly DNA, které mohou nasledné vést k rozvoji
rakovinného bujeni. Je proto diilezité, aby analytické metody byly schopné rychlé a citlivé
detekce jak poSkozeni DNA, tak i latek, které interakci s DNA toto poSkozeni zpusobuji.
V minulosti byla interakce DNA s nejriznéjsimi typy latek studovana pomoci mnoha metod,
jako je gelova elektroforéza®™®, fluorescence, NMR®*?) UV-VIS spektroskopie a

(21-26)

Vv neposledni fad€ elektrochemie Elektrochemické metody nabizi velmi dobrou

alternativu ke vSem uvedenym technikdm diky vysoké citlivosti, nizkym pofizovacim



nakladiim a jednoduchosti. V oblasti elektrochemickych metod nasly své uplatnéni také DNA
biosenzory.?"*)

Biosenzor obecné je analyticky néstroj, sestdvajici se z bioreceptoru a fyzikalng-
chemického prevodniku. Piitomnost analytu vyvolava méfitelny signal. VySka tohoto signalu
je umérna koncentraci analytu. Jako bioreceptor mohou byt pouzity nejriiznéjsi enzymy,
buiiky, tkdné¢ nebo protilaitky a nukleové kyseliny. Fyzikdlné-chemicky ptevodnik byva
nejcasteji elektrochemicky systém, pouzité ale mohou byt i optické systémy. Elektrochemické
pievodniky maji vyhody v konstrukéni jednoduchosti, dobré citlivosti a nizkych financnich
nakladech na pofizeni.(zg’so)

Pro konstrukci DNA biosenzori se pouziva nejriaznéjsich elektrodovych materiali, které
umoznuji pozorovani jak redukci, tak i oxidaci bazi v molekule DNA. Pro pozorovani
redukénich déji se pouzivaji hlavné rtutové elektrody. Za pouZziti rtutové elektrody také doslo
k vlastnimu objevu elektrochemické aktivity DNA Emilem Paleckem. Oxidacni odezvy
nukleovych kyselin se pozoruji ptevazné na pevnych elektroddch, mohou se pouzivat

uslechtilé kovy jako zlato a platina(?’l)

, nebo kovové (¢i uhlikové) sitotiskové elektrody
(SPE)®2233) \feImi ¢asto se uzivaji také uhlikové materialy, at’ uz uhlikova pastova elektroda
(CPE), elektroda ze skelné¢ho uhliku (GCE) nebo grafitova tuzkova elektroda (PGE). Vyhoda
uhlikovych materidlu spociva v Sirokém potencidlovém okné¢ a snadno obnovitelném
povrchu,®*3°)

Povrch uhlikovych elektrod se také ve spojitosti s biosenzory c¢asto modifikuje
nejriuznéjSimi zplsoby, napt. za Ucelem urychleni elektrodového dé&je ¢i usnadnéni piistupu
latky k povrchu elektrody, a tim zvySeni citlivosti stanoveni.®” K tomuto ucelu se uziva

(36) (37)

polymernich filmt nebo nejriznéjSich druhli nanomateriald,

(41)

napi. uhlikovych
nanotrubicek®®*% nebo zlatych nanocastic.

Od objevu elektrochemické aktivity nukleovych kyseliny Emilem Paleckem na konci
roku 1950 bylo v oboru DNA biosenzorti dosazeno obrovskych pokroki. Vyhodnocenim
interakci nejriznéjSich latek s DNA pomoci biosenzori mizeme odhalit zdravotni rizika
téchto chemickych latek a ziskat informace o mechanismu interakce s molekulou DNA. Takto
mohou biosenzory na bazi DNA poslouzit k predikci poskozeni DNA a nasledné
k vySetiovani vzniku nezadoucich toxickych, karcinogennich a mutagennich ucinkt
zpusobenych latkami z fad polutantl Zivotniho prostiedi. Jednou z hlavnich moznych aplikaci
elektrochemickych DNA biosenzorll je tedy testovani vody, potravin, pidy a rostlinnych

vzorkd.?7?®)
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Poskozeni DNA je v elektrochemii pozorovano diky zméné vysky dnes uz prevazné
oxida¢nich pikd nukleotidli purinovych bazi DNA — guanosinu a adenosinu. Na uhlikové
elektrodé¢ mizeme tyto signaly pozorovat pii potencidlu (vici argentchloridové elektrodeé,
3 mol/L KCI) kolem 1,0 V pro guanosin a kolem potencialu 1,2 V pro adenosin. PoSkozeni
DNA se muze projevit napiiklad pierusenim cukr-fosfatové kostry hydrolyzou N-glykosidické
vazby v dusledku oxidacnich reakci. Poskozeni DNA zplsobuje také oxidativni stres
vyvolany pisobenim reaktivnich forem kysliku na organismus. Tak mtZe dochazet k oxidaci
bazi DNA, pfevazné k oxidaci guaninu za vzniku 8-oxoguaninu. Tento metabolicky produkt je
zodpovédny za Spatné parovani bazi pii replikaci, a tim mize vyvolat vznik rakoviny.(42‘45)
Lidské télo by se mé¢lo t€émto reaktivnim formam kysliku umét branit za pomoci piisobeni
antioxidant. Najdeme mnoho elektrochemickych praci zabyvajicich se vySetfovanim
schopnosti riznych antioxidant ochranit molekulu DNA, a tim zabranit rozvoji nemoci. ¢4

Dals$im typem poSkozeni DNA je interkalace cizorodé¢ latky do dvousroubovice DNA.
Tam miize zpUsobit pnuti vlaken, které vede k rozstipani dvousSroubovice a vzniku jedno-
nebo dvoutetézcovych zlomu. Latka také miize utvotit komplex s DNA, a tim ovlivnit expresi

ge i, (42-49)

1.4 PouZzité elektrochemické techniky
Diferencni pulzni voltametrie (DPV)

Pulzni techniky patii v dneSni dobé mezi velmi popularni. K jejich Sirokému rozsifeni
pfispiva pfedevs§im schopnost eliminovat nabijeci proud, a tim snizit limity detekce analytl
oproti béznym voltametrickym a polarografickym technikdm. Témito technikami muizeme
méfit i koncentrace v fadu 107 mol/L, a proto nachazeji uplatndni také v oblasti ochrany
zivotniho prosttedi, diky moznosti stanoveni riznych organickych sloucenin.

Pii DPV je na pracovni elektrodu vkladan linearné rostouci potencial s periodicky
opakujicimi se napétovymi pulzy o stejné amplitudé. Zaznamenava se rozdil proudd
mefenych tésné pied vlozenim a pied koncem napétového pulzu, kdy je piispévek nabijeciho
proudu prakticky uz nulovy. Vysledny voltamogram, tedy zavislost proudu prochézejiciho
pracovni elektrodou na vloZeném potencidlu, se zobrazi jako voltametricky pik. Poloha tohoto
piku ndm dava informaci o kvalité analytu, vySka piku ndm dava informaci o kvantit€ analytu,

kdy koncentrace analytu je pfimo imérna vySce piku.(SO’SZ)
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DC voltametrie (DCV)

DCV je technika, pfi niz je na pracovni elektrodu vkladan potencial linearné se ménici
s Casem. Rychlost zmény potencidlu je mald ve srovnani s ustavenim rovnovahy v okoli
elektrody, proto je tato technika povazovana za stacionarni. Zavislost proudu prochazejiciho
pracovni elektrodou na vloZzeném potencidlu se opét zobrazi jako voltametricky pik, neboli
V tomto piipad¢ 1épe feCeno voltametrickd vina. Vyska viny je opét piimo imérnéd koncentraci

analytu a poloha piku vypovida o identité analytu.®®

Square-wave voltametrie (SWV)

SWYV patii podobné jako DPV mezi elektroanalytické techniky, které eliminuji nabijeci
proud a diky tomu vykazuji vyssi citlivost stanoveni nejrtiznéj$ich analyti. Na pracovni
elektrodu je vkladan linedrné rostouci potencial, ktery je modulovany pravouhlymi pulsy
0 amplitudé 1 — 50 mV. Proudova odezva se méti vzdy tésné pred dal§i zménou potencialu.
SWV ma oproti DPV vyhodu v moznosti pracovat pfi vysokych skenovacich rychlostech.
Skenovaci rychlost SWV muize byt az tisickrat vyssi.

SWV je elektrochemicka technika v dneS$ni chemii Casto pouzivana pii zkoumani
poskozeni DNA imobilizované na povrchu elektrody. VyuZiva se oxida¢nich pikii guanosinu
(Ip,c) a adenosinu (Ipa). Pokles odezvy téchto pikti svéd¢i o degradaci DNA. Ta mize byt
zpiisobena rozevieni dvousroubovice DNA v dasledku interkalace cizorodé latky mezi vlakna

DNA, coz muze vést ke vzniku zlomi vlaken DNA. 5052

Elektrochemicka impedané¢ni spektroskopie (EIS)

Tato technika je uzivana pro charakterizaci povrchu elektrody a jeho zmén zpisobenych
hybridizaci nebo poskozenim DNA. Impedanéni spektra umoziiuji pozorovat vazbu
nizkomolekularnich latek s vysokou afinitou k DNA. EIS umoziuje studovat kinetiku dé&ji na

povrchu elektrody. Pii méfeni EIS se nejcastéji jako simulace pouziva Randlestv obvod (obr. 4).

CDL

Rer w

Obr. 4. Randlestiv obvod; Rs — odpor roztoku elektrolytu, Cp_ — kapacita elektrické

dvojvrstvy, Rct — odpor pienosu naboje, W — Warburgova impedance.
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Vysledna data ziskavame jako zavislost Z“ (imaginarni slozka impedance zavisla na
frekvenci) a Z’ (realna slozka impedance nezavisla na frekvenci). Tato zavislost se nazyva
Nyquistv graf. M4 charakteristicky ptilkruhovy tvar, kde oblast vysokych frekvenci ptlkruhu
charakterizuje faradaicky transport elektronti k elektrodé¢ a linedrni oblast charakterizuje
transport elektronti fizeny difiizi.

Existuji dva pfistupy métfeni EIS. Prvni moznosti je méfeni bez ptitomnosti redoxniho
indikéatoru, tento pfistup je nazyvan nefaradaicky. Druhou mozZnosti je méfeni pomoci
redoxniho indikétoru, napt. [Fe(CN)g]* /[Fe(CN)]*, tedy faradaicky. Méfeni se provadi pii
formalnim potencialu redoxniho paru, napiiklad pro par [Fe(CN)g]*/[Fe(CN)s]* je tento
potencidl roven 0,2 V (vaci argentchloridové elektrodé, 3 mol/L KCI). Tento potencial
zajistuje dosazeni rovnovahy systému.

Piitomnost DNA na elektrodé se projevi zvétSenim odporu pienosu naboje (Rcr)
v disledku elektrostatické repulze negativné nabitého [Fe(CN)g]*/[Fe(CN)s]*> a negativng
nabité¢ cukr-fosfatové kostry DNA. Molekula DNA pokryje povrch elektrody, a tim brani
pristupu elektroni k povrchu elektrody. Naopak poskozeni DNA odpor pfenosu naboje
snizuji. Pii  poSkozeni DNA mulze dojit krozevieni dvousroubovice a vzniku
jednofetézcovych zlomi, které z elektrody odpadévaji, a tim znovu umozni snadnéjsi piistup

iontt k elektrods.®>%®
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2. Experimentalni Cast

2.1 Reagencie

Zasobni roztoky naftalenu (99 %), anthracenu (99 %) a 2-aminoanthracenu (96 %) (vse
Sigma-Aldrich, CR) o koncentraci 1-10”° mol/L byly p¥ipraveny rozpus§ténim dané &isté latky
ve 100 mL ethanolu (99 %, &istota p.a., Lach-Ner, CR). Zasobni roztoky byly uchovavany pii
laboratorni teploté ve tmé.

Roztok DNA (kat. &. 31149, Sigma-Aldrich, CR) o koncentraci 1 mg/mL byl pfipraven
rozpusténim 1,0 g nizkomolekularni DNA v 10 ml fosfatového pufru o pH 7,0.

Fosfatovy pufr o koncentraci 0,1 mol/L a pH 7,0 byl pfipraven rozpusténim 35,8 g
dodekahydratu hydrogenfosforeénanu sodného (&istota p.a., Lach-Ner, CR) a 13,8 g
monohydratu dihydrogenfosforeénanu sodného (istota p.a., Lach-Ner, CR) v deionizované
vodé¢. Celkovy objem roztoku byl 1,0 L.

Ekvimolarni smés hexakyanoZelezitanu draselného (&istota p.a., Lach-Ner, CR) a
hexakyanoZeleznatanu draselného (&istota p.a., Lach-Ner, CR) o koncentraci 1-10™ mol/L byl
pfipraven ve 250mL odmérné bance rozpusténim 0,0823 g Kj3[Fe(CN)g] a 0,1062 ¢
K4[Fe(CN)¢] ve fosfatovém pufru o pH 7,0.

Pro proméfeni pH zévislosti byl pfipraven Brittoniiv-Robinsonliv (BR) pufr. Pro
ptipravu kyselé slozky bylo navazeno 2,74 g kyseliny trihydrogenborité (Cistota p.a., Lach-
Ner, CR) a odméfeno 2,7 mL kyseliny trihydrogenfosfore¢né (85 %, &istota p.a., Lach-Ner,
CR) a 2,3 mL kyseliny octové (99 %, &istota p.a., Lach-Ner, CR). Tyto chemikalie byly
doplnény deionizovanou vodou do objemu 1,0 L. Vysledné pH kyselé slozky bylo 1,7. Pro
ptipravu zasadité slozky BR pufr bylo navaZeno 8,0 g hydroxidu sodného (Cistota p.a., Lach-
Ner, CR), ktery byl opét doplnén deionizovanou vodou na celkovy objem 1,0 L. Vysledné pH
zasadité slozky BR pufru bylo 13,7.
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2.2 Aparatura

Diferencni pulzni voltametrie (DPV), DC voltametrie (DCV), které¢ byly pouzity pro
zjisténi pH zavislosti a proméieni kalibra¢nich piimek analytu, square-wave voltametrie
(SWV) a elektrochemicka impedan¢ni spektroskopie (EIS), které slouzily k detekci poskozeni
DNA, byly méfeny na pfistroji Micro Autolab III/FRA 2 (Metrohm Autolab, Nizozemsko) se
softwarem GPES (General Purpose Electrochemical System) a FRA (Frequency Response
Analysis), oba verze 4.9. Systém GPES byl vyuzivan pro méteni technik DPV, DCV a SWV.
Pii méteni EIS byl pouzit software FRA. Micro Autolab III/FRA 2 byl fizen stolnim
pocitacem s operaénim systémem Microsoft Windows XP Professional. Méfeni probihala
v tiielektrodovém zapojeni. Pracovni elektrodou byla elektroda ze skelného uhliku (GCE),
(Metrohm Autolab, Nizozemsko) s primérem uhlikového disku 3,0 mm. Argentchloridova
elektroda (3 mol/L KCI, Monokrystaly, CR) byla pouzita jako referentni a platinova elektroda
(Monokrystaly, CR) jako pomocna. Pro akumulaci DNA na povrch pracovni elektrody bylo
uzivano piistroje Eco-Tribo Polarograph (Polaro-Sensors, CR) se softwarem Polar Pro, verze

5.1. Vysledky byly zpracovany programem Microsoft Excel 2007.

2.3 Pracovni postupy

pH zavislosti: Roztoky pro zjisténi pH zavislosti anthracenu a 2-aminoanthracenu byly
pfipravovany v 10mL odmérnych bankach nésledujicim zplisobem: do kazdé banky byl
automatickou pipetou napipetovan 1 mL zasobniho roztoku anthracenu (¢ = 1:10° mol/L) a
4 mL ethanolu. Roztok byl po rysku doplnén BR pufrem o poZadovaném pH, v rozmezi 2-13.
V pifipad€é 2-aminoanthracenu byl do kazdé banky odpipetovan 1 mL zasobniho roztoku
2-aminoanthracenu (¢ = 1-10”° mol/L) a doplnén BR pufrem po rysku. Roztoky byly fadn&
promichany a pfevedeny do voltametrické nddobky. V ptipad¢ anthracenu byla pred méfenim
jednotlivych hodnot pH technikami DCV a DPV pracovni elektroda aktivovana vloZenim
potencidlu o hodnoté¢ 1,8 V po dobu 60 s. Pfi méfeni pH zavislosti 2-aminoanthracenu
elektroda aktivovdna nebyla. Poté byly zméfeny zdznamy pomoci DCV a DPV. VSechna
méteni byla provadéna pétkrat, méteni pro zjisténi opakovatelnosti méteni dvacetkrat. DCV 1
DPV byly méfeny s parametry: potencidlovy krok 3 mV, scanovaci rychlost 20 mV/s a

modula¢ni amplituda 50 mV.
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Kalibraéni zavislost na GCE: Pro méfeni kalibrani zavislosti anthracenu

v koncentraénim #adu 10 mol/L byla pouZita metoda standardnich piidavki (spikovani), kdy
do 10 mL zakladniho elektrolytu, slozeného z 5 mL ethanolu a 5 mL BR pufru o pH 5,0 (pH
zjisténo na zéklad¢ predchozi optimalizace), bylo pomoci automatické pipety ptidavano
odpovidajici mnoZstvi zasobniho roztoku anthracenu (¢ = 1-10° mol/L). Roztoky pro
koncentraéni fad 10° mol/L byly pfipraveny v 10mL odmérnych baikach odpipetovanim
odpovidajiciho mnoZstvi zésobniho roztoku anthracenu (¢ = 1-10° mol/L), doplnénim
ethanolem do 5 mL a doplnénim po rysku BR pufrem o pH 5,0. VSechny roztoky byly fadn¢
promichany a ptevedeny do elektrochemické cely. Pfed pouzitim obou technik a pfed kazdou
métenou koncentraci byl na elektrodu vloZzen aktiva¢ni potencial o hodnoté 1,8 V po dobu
60 s. Poté byly zméfeny DP a DC voltamogramy. VSechna méfeni byla provadéna pétkrat.
DCV i1 DPV byly opét méfeny se stejnymi parametry, tedy: potencidlovy krok 3 mV,
scanovaci rychlost 20 mV/s a modulaéni amplituda 50 mV. V ptipad¢ kalibracni zavislosti
2-aminoanthracenu na GCE byly prom&fovany fady 107 mol/L (piidavky zasobniho roztoku
2-aminoanthracenu o koncentraci 1-10* mol/L) a 10®° mol/L (pfidavky zasobniho roztoku
2-aminoanthracenu o koncentraci 1-10° mol/L) do 10 mL zékladniho elektrolytu slozeného
Z 1 mL ethanolu a 9 mL BR pufru o pH 7,0 (pH zjiSténo na zdkladé pfedchozi optimalizace).

Elektroda byla pied kazdym méfenim lesténa pomoci praSkové aluminy.

2.4 Prace s DNA
Akumulace DNA: Akumulace DNA na povrch elektrody byla provadéna z 10 mL

roztoku nizkomolekularni DNA (¢ = 1 mg/mL), na elektrodu byl po dobu 3 min vkladan
potencial 500 mV. Povrch elektrody byl obnovovan otfenim elektrody o aluminovy prasek na
plsténé podloZce.

Square-wave voltametrie: SWV byla méfena v 10 mL fosfatového pufru na DNA

modifikované elektrodé (DNA/GCE) s nasledujicimi parametry: amplituda 40 mV, frekvence
200 Hz, polariza¢ni rychlost 3 V/s, potencidlovy krok 0,015 V.

Elektrochemickd impedanéni spektroskopie: EIS byla méfena v 10 mL ekvimolarni

smési  K3[Fe(CN)s]/K4[Fe(CN)g] pii potencialu odpovidajicimu formalnimu redoxnimu
potencialu tohoto indikatoru. Tento potencial je 0,208 V. Méteno v rozsahu frekvenci 0.1-5000 Hz,

coz odpovida 51 bodiim, potencidlovd amplituda 10 mV.
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Casové zavislost inkubace DNA/GCE v roztoku anthracenu a 2-aminoanthracenu; Na

elektrodu bylo naakumulovana DNA, poté byl zméten DP voltamogram v 10 mL roztoku
ethanol/BR pufr o pH 5,0 (v poméru 1:1) v ptipad¢ anthracenu a v 10 mL roztoku ethanol/BR
pufr o pH 7,0 (v poméru 1:9) pro 2-aminoanthracen. Tim do$lo k zoxidovani bazi DNA.
Elektroda byla poté pienesena do roztoku anthracenu (¢ = 1:10° mol/L) v prostiedi
ethano/BR pufr o pH 5,0 (v poméru 1:1) nebo do roztoku 2-aminoanthracenu
(c = 1-10° mol/L) v prostiedi ethanol/BR pufr pH 7,0 (v poméru 1:9). V t&chto roztocich
probihala inkubace po dobu 1, 2, 3, 5 a 7 min, poté byl v tomto roztoku zaznamenan DP
voltamogram.

Koncentraéni zavislost na DNA/GCE: Kalibra¢ni zavislost koncentraéniho ftadu

10" mol/L pro anthracen byla méfena metodou spikovani, kdy do 10 mL zakladniho
elektrolytu, slozeného z 5 mL ethanolu a 5 mL BR pufru o pH 5,0, bylo pomoci automatické
pipety pfidavano odpovidajici mnoZstvi zasobniho roztoku anthracenu (¢ = 1-10 mol/L).
Koncentraéni fad 10° mol/L byl méfen stejnou metodou, jen koncentrace pouzitého
zésobniho roztoku anthracenu byla 1-10° mol/L). Po kazdém pridavku byla provedena
inkubace DNA/GCE v roztoku po dobu 5 min za stalého michéani. Poté byl zaznamenan DP
voltamogram. Koncentra¢ni zavislost 2-aminoanthracenu na DNA/GCE byla provedena
stejnym zpusobem. Zakladnim elektrolytem v pfipadé 2-aminoanthracenu byl roztok slozen

z 1 mL ethanolu a 9 mL BR pufru o pH 7,0.

2.5 Modelové vzorky

3 g pisku nebo Stérku byly prevedeny do extrakéni nadobky. Pomoci automatické pipety
bylo ke vzorku piidano 30 pL zasobniho roztoku anthracenu (¢ = 1-10° mol/L) nebo 30 pL
zasobniho roztoku 2-aminoanthracenu (¢ = 1:10° mol/L). Po odpafeni ethanolu byly pfidany
ke vzorkiim obsahujicim anthracen 3 mL hexanu jako extrakéniho c¢inidla. Vzorek byl
protiepan a do voltametrické nadobky byl pomoci automatické pipety odebran 1 mL extraktu.
Po odpateni Cinidla byl extrakt anthracenu rozpustén v zékladnim elektrolytu ethanol/BR pufr
o pH 5,0 (v poméru 1:1). Po 5 min inkubaci v tomto roztoku byl zméten DP voltamogram na
DNA/GCE. V piipadé 2-aminoanhtracenu byl jako extrakéni ¢inidlo pouzit ethanol (3 mL).
Po protiepani vzorku s extrakénim cinidlem byl odebrani 1 mL extraktu a doplnén 9 mL BR
pufru o pH 7,0. Po 5 min inkubaci vtomto roztoku byl zméfen DP voltamogram na
DNA/GCE.
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3. Vysledky a diskuze
3.1 VySetiovani interakce s DNA

Byla vysetiovana interakce DNA se tfemi zastupci z fad polycyklickych aromatickych
uhlovodikii a jejich derivati. Sledovanim interakce DNA s naftalenem pomoci SW
voltametrie (obr. 5) i EIS (obr. 6) miZzeme pozorovat, ze zaznamy samotného DNA
biosenzoru i po 5 min inkubaci DNA biosenzoru v roztoku naftalenu (c = 1-10* mol/L) ve
smési ethanol/PBS (v poméru 1:1) nevykazuji zadné znamky poskozeni DNA ani signal
piipadné interkalovaného naftalenu. Na SWV nevidime Zadny vyznamny pokles hodnot
vySky piku guanosinu (l,c) ani adenosinu (l,a), ktery by znacil odpaddvani casti
dvousroubovice DNA z elektrody, a tim snizovani poctu guanosinti a adenosint pfistupnych
oxidaci. Také zaznam EIS, ktery poskytuje informace o povrchu elektrody, nasvédcuje, Ze
povrch DNA biosenzoru po inkubaci v roztoku naftalenu zistava stejné pokryty (nedochazi
k poklesu odporu pienosu naboje Rct), coz opét naznacuje, ze v molekule DNA nedochazi
vlivem interakce s naftalenem ke zlomum ve vldknech DNA, ktera by mohla odpadavat
z elektrody. Pfi vzajemné interakci naftalenu s DNA tedy nedochazi k poskozeni jeji struktury,

nebo nami vybranymi technikami neni mozné toto poskozeni pozorovat.
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Obr. 5. SW voltamogramy méfeny v PBS (¢ = 0,1 mol/L, pH= 7,0) na DNA/GCE, po 5 min
inkubaci v roztoku ethanol/PBS (v poméru 1:1) (modra kiivka), a na DNA/GCE, po 5 min
inkubaci v roztoku naftalenu (¢ = 1-10“ mol/L) v prostiedi ethanol/PBS (v poméru 1:1)

(Cervena ktivka), voltamogramy jsou korigovany na zakladni linii.
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Obr. 6. Nyquistovy grafy méfené v roztoku redoxniho indikatoru Fe'/Fe"' v PBS
(c = 1-10® mol/L) na GCE (modra kfivka), na DNA/GCE, po 5 min inkubaci v roztoku
ethanol/PBS (v poméru 1:1) (Cervena kiivka), na DNA/GCE, po 5 min inkubaci v roztoku
naftalenu (¢ = 1-10* mol/L) v prostiedi ethanol/PBS (v poméru 1:1) (zelena kiivka).

Pfi vySetfovani interakce DNA s anthracenem (¢ = 1-10* mol/L) ve smési ethanol/PBS
(v poméru 1:1) jsme pii SW voltametrii na DNA/GCE (obr. 7) pozorovali vznik komplexu
[DNA—anthracen], ktery vznika v disledku interkalace anthracenu do dvousroubovice DNA.
Polohy tohoto komplexu a oxida¢niho piku guanosinu jsou ale shodné, coZ neumoznuje dalsi
vySetfovani poskozeni DNA. Na EIS (obr. 8) opét nevidime pokles odporu pfenosu naboje
(Rect), to ukazuje, ze povrch elektrody se vlivem interkalace anthracenu do dvousroubovice
DNA neobnazil. Miizeme proto fict, ze interakce DNA s anthracenem nevede ke vzniku
jednotetézcovyvh zlomt, které by odpadavali z povrchu elektrody, a umoznily tak lepsi
piistupnost povrchu elektrody elektronim pfenesenym z roztoku redoxniho indikéatoru
Fe'/Fe"'. Zjisténa interkalace anthracenu do molekuly DNA byla vyuZita pii vyvoji
elektrochemické metody pro stanoveni anthracenu na DNA/GCE (kapitola 3.2.3).
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Obr. 7. SW voltamogramy méteny v PBS (c = 0,1 mol/L, pH= 7,0) na DNA/GCE, po 5 min
inkubaci v roztoku ethanol/PBS (v poméru 1:1) (modra kiivka), a na DNA/GCE, po 5 min
inkubaci v roztoku anthracenu (¢ = 1-10* mol/L) v prostiedi ethanol/PBS (v poméru 1:1)

(Cervena kiivka), voltamogramy jsou korigovany na zakladni linii.
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Obr. 8. Nyquistovy grafy meéfené v roztoku redoxniho indikatoru Fe'/Fe"' v PBS
(c = 1-10° mol/l) na GCE (modra kiivka), na DNA/GCE, po 5 min inkubaci v roztoku
ethanol/PBS (v poméru 1:1) (ervena kiivka), na DNA/GCE, po 5 min inkubaci v roztoku
anthracenu (c = 1-10™ mol/L) v prostiedi ethanol/PBS (v poméru 1:1) (zelend k¥ivka).

20



Pii sledovani interakce DNA s 2-aminoanthracem po inkubaci DNA/GCE v inkuba¢nim
roztoku 2-aminoanthracenu (¢ = 1-10™ mol/L) ve smé&si ethanol/PBS (v poméru 1:9) na SWV
(obr. 9) vidime opét vznik komplexu [DNA-2-aminoanthracen]. Dale mizeme pozorovat
poklesy hodnot I, a Ipa. Tento pokles je zplsoben poskozenim DNA vlivem interakce
S 2-aminoanthracem, ktery se vmezefuje do molekuly DNA, zpiisobuje pnuti ve
dvousroubovici, a tim vznik jednofetézcovych zlomt. Na zaznamu EIS (obr. 10) vidime na
DNAJ/GCE po inkubaci v roztoku 2-aminoanthracenu pokles Rct. To opét odpovida vzniku
jednotetézcovych zlomt DNA, které odpadavaji z povrchu elektrody a umoznuji leh¢i piistup
elektronim k povrchu elektrody.

Tyto vysledky umoznily dalsi vySetiovani poskozeni DNA zptsobené 2-aminoanthracenem.
Pomoci SWV byla zméfena zavislost poklesu Ipa @ lpc na dobé inkubace v inkuba¢nim
roztoku 2-aminoanthracenu (c = 1-10 mol/L) ve smé&si ethanol/PBS (v poméru 1:9) (obr. 11).
MiZzeme pozorovat, ze poSkozeni DNA, tedy pokles Ipa @ lpg, s rostoucim ¢asem inkubace
roste. Znac¢né rozdily Iy, ktery je pro hodnoceni poSkozeni DNA nejvhodnéjsi, pozorujeme
po inkubacni dobé 1 min (pokles na 54 % vysky piku na DNA/GCE bez poskozeni) a 2 min
(pokles na 39 %), poté uz se poskozeni DNA razantné¢ neméni. Ve Ctvrté az paté minuté
dochézi k ustaleni signalt a méftitelné poskozeni DNA dale nepokracuje. Byla také prométena
zavislost poSkozeni DNA na koncentraci inkuba¢niho roztoku 2-aminoanthracenu ve smési
ethanol/PBS (v poméru 1:9) po 5 min inkubaci (obr. 12). Po inkubaci DNA/GCE v
1-10° mol/L roztoku 2-aminoanthracenu pozorujeme pokles lbc na 47 %, s rostouci
koncentraci roztoku 2-aminoanthracenu poskozeni roste az v 5-10” mol/L roztoku hodnota
poskozeni |, dosdhne 82 %. Spolu s rostoucim poSkozenim DNA (pokles lpc a lpa)
pozorujeme narust piku odpovidajici komplexu [DNA-2-aminoanthracen]. Vysledky jsou
shrnuty v tabulce 1 a 2. Pomoci EIS byla zmétena zavislost poklesu Rcr na koncentraci
roztoku 2-aminoanthracenu ve smési ethanol/PBS (v poméru 1:9) (obr. 13). I na Nyquistovych
grafech je viditelny rst poskozeni DNA s rostouci koncentraci 2-aminoanthracenu
v inkuba¢nim roztoku. Pokles Rer pii inkubaci v 5:10” mol/L roztoku 2-aminoanthracenu je
12 %, zatimco pokles Rer po inkubaci v 1-10™ mol/L roztoku 2-aminoanthracenu je 22 %.
Zjisténa interakce 2-aminoanthracenu s DNA byla opét vyuzita pfi vyvoji elektrochemické

metody pro stanoveni této latky (kapitola 3.3.3).
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Obr. 9. SW voltamogramy méteny v PBS (¢ = 0,1 mol/L, pH = 7,0) na DNA/GCE, po 5 min
inkubaci v roztoku ethanol/PBS (v poméru 1:9) (modra ktivka), a na DNA/GCE, po 5 min
inkubaci v roztoku 2-aminoanthracenu (¢ = 1-10™ mol/L) v prostiedi ethanol/PBS (v pomé&ru

1:9) (Cervena ktivka), voltamogramy jsou korigovany na zakladni linii.
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Obr. 10. Nyquistovy grafy méfené v roztoku redoxniho indikatoru Fe'/Fe'"' v PBS

(c = 1-10° mol/L) na GCE (modra kfivka), na DNA/GCE, po 5 min inkubaci v roztoku
ethanol/PBS (v poméru 1:9) (Cervena ktivka), na DNA/GCE, po 5 min inkubaci v roztoku

Z(ke) 3 4 5

2-aminoanthracenu (c = 1:10™ mol/L) v prostiedi ethanol/PBS (v poméru 1:9) (zelena k¥ivka).
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Obr. 11. Casova zavislost poskozeni DNA zptisobeného 2-aminoanthracenem, méfeno
pomoci SW voltametrie v PBS (¢ = 0,1 mol/L, pH=7,0) na DNA/GCE v roztoku ethanol/PBS
(v poméru 1:9) (oranzova kiivka), na DNA/GCE po 1 min inkubaci (modra kiivka), 2 min
inkubaci (Cervena kiivka), po 3 min inkubaci (zelend ktivka), po 4 min inkubaci (Cerna
kiivka), a po 5 min inkubaci (fialové kiivka) v roztoku 2-aminoanthracenu (c = 10 mol/L)

Vv prostiedi ethanol/PBS (pomér 1:9).
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Obr. 12. Koncentraéni zavislost poskozeni DNA zptisobené¢ho 2-aminoanthracenem, méfeno
pomoci SW voltametrie vPBS (¢ = 0,1 mol/L, pH = 7,00 na DNA/GCE v roztoku
ethanol/PBS (v poméru 1:9) (oranzova kiivka), na DNA/GCE po 5 min inkubace v roztoku
2-aminoanthracenu Vv prostfedi ethanol/PBS (pomér 1:9) o koncentraci 2-aminoanthracenu
1-10° mol/L (modra kitivka), 510 mol/L (Servena kiivka), 1-10° mol/L (zelena kfivka)
a 5-10™ mol/L (fialova kiivka).

Tabulka 1. Zavislost relativnich vysek piki guanosinu, adenosinu (poskozeni vyjadieno jako
procentualni pokles vySky piku na danou hodnotu) a vysky piku vznikajiciho komplexu
[DNA-2-AA] na dobé& inkubace biosenzoru v 2-aminoanthracenu (¢ = 1-10™* mol/L) ve smési
ethanol/PBS (1:9)); mé&teno SWV na DNA/GCE v 0,1 mol/L PBS o pH 7,0.

inf()uot?jce Relativni vyska piku Relativni vysSka piku Vyska piku komplexu
- guanosinu (%) adenosinu (%) DNA-2-AA (hA)
(min)
: >4 73 145
: 39 54 22,1
’ 37 54 25,5
) 34 54 26,8
° 33 53 27,1
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Tabulka 2. Zavislost relativnich vysek pikl guanosinu, adenosinu (poskozeni vyjadieno jako
procentudlni pokles vySky piku na danou hodnotu) a vysky piku vznikajiciho komplexu
[DNA-2-AA] na koncentraci 2-aminoanthracenu v inkuba¢nim roztoku (rtizna ¢ (2-AA) ve
smési ethanol/PBS (1:9)), mé&feno SWV na DNA/GCE v 0,1 M PBS o pH =7,0.

Koncentrace
2-AA
Relativni vyska piku Relativni vyska piku  Vyska piku komplexu
Vv inkuba¢nim ) ]
guanosinu (%) adenosinu (%) DNA-2-AA (nA)
roztoku
(wmol/L)

1 47 71 14,5
5 33 64 18,2
10 24 54 28,1
50 18 44 30,3

3,5 -

3,0 - ¢

b ]
2,5 - o s *
° m ¢
52,0 - ¢
¢ o s
N ° m, ¢
N 15 - ° u, *
° ue
1,0 X ‘g:
,0 1 .
Y. :°“' TR
0,5 - ﬂo
0,0 T v T T T T 1
0 1 2 zkq) 3 4 5

Obr. 13. Nyquistovy grafy méfené v roztoku redoxniho indikatoru Fe'/Fe'"' v PBS
(c = 1-10° mol/L) na GCE (fialova kfivka), na DNA/GCE, po 5 min inkubaci v roztoku
ethanol/PBS (v poméru 1:9) (modra ktivka), na DNA/GCE, po 5 min inkubaci v roztoku
2-aminoanthracenu (¢ = 5-10° mol/L) v prostiedi ethanol/PBS (v poméru 1:9) (Servena
kfivka), a na DNA/GCE, po 5 min inkubaci v roztoku 2-aminoanthracenu (c = 1-10™ mol/L)

v prostiedi ethanol/PBS (v poméru 1:9) (zelena kiivka).
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3.2 Stanoveni anthracenu
3.2.1 Zjisténi optimalniho pH

Pfi vyvoji metody pro stanoveni anthracenu byl nejdiive sledovan vliv pH prostfedi na
elektrochemické chovani anthracenu na GCE pomoci DCV a DPV. Na zaklad¢ vysledkl bylo
vybrano optimalni pH pro dalsi métfeni. Byly méfeny roztoky obsahujici 1:10* mol/L
anthracenu v BR pufru v rozmezi pH 2,0 — 11,0. Anthracen je malo rozpustny ve vodé, proto
byly vSechny roztoky ethanolické, v poméru ethanol/BR pufr 1:1. V celém rozsahu méfenych
pH hodnot poskytoval anthracen pouze jeden pik, a to v anodické oblasti. Na obr. 14 a 15 pro
DCV a 16 a 17 pro DPV muzeme vidét, ze potencidl oxidacniho piku anthracenu se
s ménicim se pH neméni. Oxidace anthracenu tedy pravdépodobné neprobiha za vymény
vodikovych kationtd, ale radikalové®®. Optimalni hodnotu pH jsme tedy vybirali pouze na
zéklad¢ vysky piku (lp) jejiz zavislost na pH je znazornéna na obr. 18 pro DCV a na obr. 19
pro DPV. Jako optimalni pH prostiedi byla zvolena hodnota pH= 5,0 pro ob¢ techniky, kde
oxidacni pik anthracenu dosahoval nejvysSich hodnot l,. Vysledky obou technik jsou

v piehledové tabulce 3 (pro DCV) a tabulce 4 (pro DPV).

I, (HA)

E(V)

Obr. 14. DC voltamogramy roztoku anthracenu (¢ = 1-10“ mol/L) na GCE v prostiedi
ethanol/BR pufr o pH = 2,0 (modra ktivka), pH = 4,0 (Cervena kiivka), pH = 6,0 (zelena
ktivka), pH = 8,0 (fialova ktivka), pH = 10,0 (oranzova ktivka) (v poméru 1:1).
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Obr. 15. DC voltamogramy roztoku anthracenu (c = 1-10* mol/L) na GCE v prostiedi
ethanol/BR pufr o pH = 3,0 (modra kiivka), pH = 5,0 (Cervena kiivka), pH = 7,0 (zelena
ktivka), pH = 9,0 (fialova ktivka), pH = 11,0 (oranzova kiivka) (v poméru 1:1).

0,7 0,9 1,1 1,3 1,5 1,7
E(v)

Obr. 16. DP voltamogramy roztoku anthracenu (¢ = 110 mol/L) na GCE v prostiedi
ethanol/BR pufr o pH = 2,0 (modra kiivka), pH = 4,0 (Cervena kiivka), pH = 6,0 (zelena
ktivka), pH = 8,0 (fialova ktivka), pH = 10,0 (oranzova ki¥ivka) (v poméru 1:1).
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Obr. 17. DP voltamogramy roztoku anthracenu (¢ = 1-10® mol/L) na GCE v prostiedi
ethanol/BR pufr o pH = 3,0 (modra kiivka), pH = 5,0 (Cervena kiivka), pH = 7,0 (zelena
ktivka), pH = 9,0 (fialova kiivka), pH = 11,0 (oranzova ktivka) (v poméru 1:1).
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Obr. 18. Zavislost vysky oxida¢niho piku (Ip) anthracenu (c = 1-10* mol/L) na pH, mé&feno na

GCE pomoci DC voltametrie v prostiedi ethanol/BR pufr o rizném pH (v poméru 1:1).
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Obr. 19. Zavislost vysky oxida¢niho piku (Ip) anthracenu (c = 1-10"* mol/L) na pH, m&feno na

GCE pomoci DP voltametrie v prostfedi ethanol/BR pufr o rizném pH (v poméru 1:1).

Tabulka 3. Zavislost vysky piku (lp) a polohy piku (Ep) na pH, méfeno na GCE, technikou
DC voltametrie v roztoku anthracenu (c = 1-10” mol/L) v prosttedi ethanol/BR pufr o

ruznych pH (v poméru 1:1).

pH Ep (V) b (uA)
2,0 0,995 0,779
3,0 0,995 0,615
4,0 1,001 0,671
50 1,010 0,748
6,0 1,007 0,609
7,0 1,007 0,664
8,0 0,995 0,702
9,0 0,986 0,427
10,0 0,983 0,242
11,0 0,989 0,103
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Tabulka 4. Zavislost vysky piku (lp) a polohy piku (Ep) na pH, méfeno na GCE, technikou
DP voltametrie v roztoku anthracenu (¢ = 1-10* mol/L) v prostiedi etanol/BR pufr o réiznych

pH (v poméru 1:1).

pH Ep (V) Ip (A)
2,0 0,956 1,010
3,0 0,949 0,885
4,0 0,958 0,972
5,0 0,964 0,992
6,0 0,964 0,902
7,0 0,964 0,952
8,0 0,949 0,905
9,0 0,946 0,554
10,0 0,947 0,387
11,0 0,947 0,190

3.2.2 Opakovatelnost méteni

Po zjisténi optimalni hodnoty pH prostiedi byla zméfena opakovatelnost dvaceti po
sob& nasledujicich m&feni op&t pomoci DCV a DPV v roztoku anthracenu (¢ = 5-10” mol/L)
v prostiedi ehtanol/BR pufr o pH = 5,0 (v poméru 1:1). Pfed zacatkem méfeni byla elektroda
zaktivovana vlozenim potencialu 1,8 V po dobu 60 s. Mezi kazdym méfenim byl roztok
promichan. Na obr. 20 a 21 jsou vyobrazeny voltametrické zaznamy pro DCV a DPV.
Hodnoty vysky oxida¢niho piku anthracenu (l,) byly zaneseny do regula¢nich diagrami na
obr. 22 (pro DCV) a obr. 23 (pro DPV). V ptipadé DP voltametrie mtizeme pozorovat celkovy
pokles hodnot Iy, tento pokles ale nema statistickou vyznamnost pro dany soubor dat. Hodnota
opakovatelnosti méfeni DP voltametrii je 1,8 %. V pfipadé DC voltametrie vidime normalni

rozdéleni s hodnotou opakovatelnosti 1,5 %.
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Obr. 20. DC voltamogramy oxidace anthracenu (c = 5-10™ mol/L), m&feni opakovatelnosti na

GCE v prostiedi ethanol/BR pufr o pH = 5,0 (v pomé&ru 1:1), pocet méfeni (n;) = 20.

I, (HA)
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Obr. 21. DP voltamogramy oxidace anthracenu (¢ = 5-10™ mol/L), mé&feni opakovatelnosti na
GCE v prostiedi ethanol/BR pufr o pH = 5,0 (v poméru 1:1), pocet méteni (n;) = 20.
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Obr. 22. Zavislost vysky oxida¢niho piku anthracenu (lp) na poradovém cisle méfeni, méfeno

DCV na GCE v prostfedi ethanol/BR pufr o pH = 5,0 (v poméru 1:1). Vyhodnoceno na hladiné

vyznamnosti 95 %, hodnota A(l,) pfedstavuje aritmeticky primér namétenych hodnot pro n; = 20,

hodnoty A(lp) + 20 predstavuji varovné meze a hodnoty A(l,) + 36 pfedstavuji regulacni meze.
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Obr. 23. Zavislost vysky oxida¢niho piku anthracenu (lp) na pofadovém c¢isle méfeni, méfeno

DPV na GCE v prostiedi ethanol/BR pufr o pH = 5,0 (v poméru 1:1). Vyhodnoceno na hladiné

vyznamnosti 95 %, hodnota A(l,) pfedstavuje aritmeticky primér naméfenych hodnot pro n;= 20,

hodnoty A(lp) + 20 ptedstavuji varovné meze a hodnoty A(l,) + 3¢ predstavuji regulacni meze.
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3.2.3 Kalibracni zavislosti

Protoze béhem dosavadnich méfeni byla pozorovana vyssi citlivost DP voltametrie
oproti DC voltametrii, coz odpovida zndmému faktu, ze pulzni techniky jsou diky eliminaci
nabijeciho proudu citlivéjsi, a také kvili shodnym pracovnim podminkdm obou technik, bylo
dale mé&feno pouze technikou DP voltametrie.

Byly prométeny kalibracni zavislosti koncentrace anthracenu na GC elektrodé
v prostiedi ethanol/BR pufru o pH = 50 (v poméru 1:1) vrozmezi koncentraci
(1-10)-10° mol/L a (1-10)-10” mol/L. Namé&fené voltamogramy jsou zobrazeny na obr. 24
(pro tad 10 mol/L) a obr. 25 (pro ¥ad 10™ mol/L) a jim odpovidajici kalibraéni zavislosti na
obr. 26 a 27. Ve vy$sim koncentraénim ¥adu (obr. 27) pozorujeme od koncentrace 6:10° mol/L
zakiiveni kalibra¢ni zavislosti v dusledku pasivace elektrodového povrchu. X Mez
stanovitelnosti (Lg) pro anthracen byla vypocitana jako podil desetindsobku smérodatné
kalibra¢ni pfimky. Lo méa hodnotu 2,2:10°® mol/L. Parametry kalibra¢nich pfimek jsou shrnuty

v tabulce 5.

0,75 0,85 0,95 1,05 1,15
E(V)

Obr. 24. DP voltamogramy anthracenu méfeno na GCE v prostiedi ethanol/BR pufr o
pH = 5,0 (v poméru 1:1); koncentrace 0-10° mol/L (- kiivka), koncentrace 1-10° mol/L
(modré kfivka), 2:10° mol/L (Servena kiivka), 4-10° mol/L (zelena k¥ivka), 6:10° mol/L
(fialova ktivka), 8 10" mol/L (¢erna kiivka), 10- 10° mol/L (oranzova ktivka).
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Obr. 25. DP voltamogramy anthracenu méfeno na GCE v prostiedi ethanol/BR pufr o
pH = 5,0 (v poméru 1:1); koncentrace 1-10° mol/L (modré kiivka), 210" mol/L (Servena
kiivka), 410 mol/L (zelena kfivka), 6:10° mol/L (fialova kiivka), 8-:10° mol/L (Cerna
k¥ivka), 10-10™ mol/L (oranZova kfivka).

—_—

¢ (umol/L)

Obr. 26. Kalibra¢ni zavislost anthracenu, méfeno na GCE pomoci DP voltametrie v prostiedi

ethanol/BR pufr o pH = 5,0 (v poméru 1:1), koncentraéni ¥ad 10°® mol/L.
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Obr. 27. Kalibra¢ni zavislost anthracenu, méfeno na GCE pomoci DP voltametrie v prostiedi

ethanol/BR pufr o pH = 5,0 (v poméru 1:1), koncentraéni fad 10™ mol/L.

Z méteni zjistujicich poskozeni DNA vime, Ze anthracen interkaluje do dvousroubovice
DNA. Této interakce bylo vyuZito pro zvySeni citlivosti stanoveni a sniZzeni meze
stanovitelnosti anthracenu. Na obr. 28 muzeme pozorovat nartst vysky piku anthracenu (lp)
na DNA/GCE (Cervend kiivka), po 5 min inkubaci elektrody v roztoku anthracenu
(c =1-10° mol/L) v prostiedi ethanol/BR pufr o pH = 5,0 (v poméru 1:1), oproti I, na holé
GC elektrods (modréa kiivka) zmé&fené v roztoku anthracenu (c = 1-10° mol/L) v prostiedi
ethanol/BR pufr o pH = 5,0 (v poméru 1:1). Inkubace je doba, po kterou probiha interkalace
anthracenu do dvousroubovice DNA. Na DNA/GCE byla zméfena zavislost vysky piku
anhtracenu na dob& inkubace v roztoku anthracenu (c = 1-10°® mol/L) v prostiedi ethanol/BR
pufr o pH = 5,0 (v poméru 1:1). Ze ziskané zavislosti (obr. 29) je patrné, ze pii 5 min
inkubace dochazi témét k nasyceni. Dalsi narist I, prodlouzenim doby inkubace je velmi
maly a nevyvazi prodlouZeni celé procedury. Optimalni doba inkubace byla tedy zvolena
5min. Poté byly proméfeny kalibracni zavislosti na DNA/GC elektrod¢ v prostiedi
ethanol/BR pufru 0 pH = 5,0 (v poméru 1:1) vrozsahu koncentraci (1-10)-107 mol/L
a (1-10)-10° mol/L. Kazd4 koncentrace byla méfena na nové pfipraveném DNA biosenzoru
po 5 min inkubaci v roztoku anthracenu. Ziskané kalibra¢ni zavislosti jsou znazornény na obr.
30 a 31. Z obr. 30 je patrné, Ze kalibra¢ni zavislost neni ptes dva méfené koncentracni fady
linedrni, nicmén¢ v ramci jednotlivych koncentracnich fadu je mozné ziskané body prolozit
pfimkou s vysokym korela¢nim koeficientem. Toto chovani je patrné zplisobeno riznym

mechanismem obsazovani interakénich mist DNA v zavislosti na rostouci koncentraci
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analytu. Mez stanovitelnosti byla vypocitana stejnym zptisobem jako pii méfeni na GCE.
Diky DNA biosenzoru se nam podafilo sniZit Lo o jeden ¥ad na hodnotu 1,5-107 mol/L.
Parametry kalibra¢nich ptimek pro stanoveni anthracenu pomoci DP voltametrie na GCE a na

DNAJ/GCE jsou shrnuty v tabulce 5.
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Obr. 28. DP voltamogramy méfeny v roztoku anthracenu (¢ = 1-10° mol/L) v prostiedi
ethanol/BR pufr o pH = 5,0 (v poméru 1:1) na GCE (modra ktivka) a na DNA/GCE (Cervena

kiivka), voltamogramy korigovany na zakladni linii.
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Obr. 29. Zavislost vysky piku anthracenu na case inkubace v roztoku anthracenu
(c = 1-10° mol/L) v prostiedi ethanol/BR pufr o pH = 5,0 (v poméru 1:1), méfeno na
DNA/GCE pomoci DP voltametrie.
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Obr. 30. Kalibra¢ni zavislost anthracenu, méfeno na DNA/GCE pomoci DP voltametrie
v prostfedi ethanol/BR pufr o pH = 5,0 (v pomdru 1:1), koncentraéni fady 107 a 10° mol/L,

doba inkubace v roztoku anthracenu o ruzné koncentraci 5 min.
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Obr. 31. Kalibra¢ni zavislost anthracenu, méfeno na DNA/GCE pomoci DP voltametrie
v prostiedi ethanol/BR pufr o pH = 5,0 (v poméru 1:1), koncentraéni ¥4d 107" mol/L, doba

inkubace v roztoku anthracenu o rizné koncentraci 5 min.
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Tabulka 5. Parametry kalibra¢nich pfimek a limity stanovitelnosti pro stanoveni anthracenu
na GCE a DNA/GCE, méteno pomoci DP voltametrie v prostiedi ethanol/BR pufr o pH = 5,0

(v poméru 1:1).

smérnice korela¢ni
elektroda ¢ (mol/L) usek (nA) o Lo (mol/L)
(mA-L/mol) koeficient
GCE (1-6)-10° 13,8 0,022 0,999 _
(1-10)-10°° 14,7 0,016 0,999 2,2:10°
(1-10)-10° 55,7 0,126 0,999 _
DNA/GCE ; 7
(1-10)-10° 187,3 -0,001 0,997 1,510

3.2.4 Modelové vzorky

Vzhledem Kk velmi nizké rozpustnosti anthracenu ve vod¢, nebylo mozné pouzit jako
modelové vzorky rizné druhy vod a provést méfeni kalibracnich zévislosti. Proto byly
vybrany pevné realné matrice - stérk (praimérna velikost ¢astic 3 mm) a pisek (velikost ¢astic
mensi nez 1 mm) a byla zjistovana vytéznost kapalinové extrakce anthracenu na DNA/GCE
pomoci DPV (a tedy i celkova vytéznost/spravnost metody stanoveni). Pro anthracen, ktery je
malo polarni, byl jako extrak¢ni ¢inidlo pouzit hexan. V tabulce 6 jsou shrnuty vysledky
extrakce. Vytéznost extrakce anthracenu z modelovych vzorki vysla pro Stérk 98 % a pro
pisek 96 %. Tyto vysledky dokazuji praktickou vyuzitelnost vyvinuté metody pro stanoveni
anthracenu pomoci DNA biosenzoru. Pfi praci s modelovymi vzorky jsme vychazeli z prace
Germaniho a Armalise®. Dosahli jsme velmi podobnych vytéZnosti extrakce, ale v najem

pfipadé€ jsme pracovali s o fad niz§imi koncentracemi anthracenu.

Tabulka 6.
Vzorek Koncentrace ptfidand/nalezené (nmol/g) Vytéznost extrakce (%)
Sterk 10/9,8 98 %
Pisek 10/9,6 96 %
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3.3 Stanoveni 2-aminoanthracenu
3.3.1 Zjisténi optimalniho pH

2-Aminoanthracen je latka poskytujici vice signalii v celém rozsahu potencialt. Byly
méfeny roztoky obsahujici 1-10* mol/L 2-aminoanthracenu v BR pufru v rozmezi pH
2,0-11,0. 2-Aminonthracen je 1épe rozpustny ve vodnych prostiedich, proto roztoky pro
stanoveni 2-aminoanthracenu byly piipraveny v poméru ethanol/BR pufr 1:9. Pfi méfeni byly
opét pouzity obé techniky DCV i DPV, ale diky lepsim vysledkim ziskanym pomoci DP
voltametrie, budou ukazany pouze vysledky ziskané touto technikou. Proméfenim pH
zavislosti jsme ziskali dva piky pouzitelné pro stanoveni 2-aminoanthracenu. Na obr. 32 (suda
pH) a 33 (lichd pH) vidime zavislost piku objevujiciho se pii negativnéjSich potencidlech
(Ep1) na pH. Na rozdil od anthracenu mizeme pozorovat s rostoucim pH posun piku do
zaporn€jSich hodnot potencidlu. Oxidace 2-aminoanthracenu tedy probihd za pfispéni
vodikovych kationtd v roztoku. Tento pik s velkou pravdépodobnosti odpovida dimeru
vzniklému reakci dvou —NH skupin za vzniku azoslouceniny (N=N). Skupiny —NH vznikly
zfejmé samovolnou oxidaci —NH, skupiny 2-aminoanthracenu.®®*” Toto tvrzeni podporuje
jak tvar piku — vysoky a uzky znacici reverzibilni d¢j, tak i nizky potencial oxidace, coz znaci
snadnou zpétnou redukci azoslou€eniny. Reverzibilita tohoto dé&je byla ovefena pomoci
cyklické voltametrie. Tento pik proto mize slouzit pouze K neptimému stanoveni
2-aminoanthracenu. Optimalni pH pro tento pik bylo zvolenu pH = 7,0, pii kterém vyska piku
(Ip,1) byla nejvyssi a pik byl nejlépe vyhodnotitelny. Obr. 34 znazorfuje posun piku (Ep 1)
smérem k negativnéjSim potencidlim v zavislosti na pH prostredi.

Na obr. 35 jsou znazornény DP voltamogramy druhého piku (oxidace aminoskupiny),
jenz byl pozorovan pfi pozitivnéjSich potencidlech (Epz) — dobfe vyhodnotitelny byl
v rozmezi pH pouzitého BR pufru 5,0 az 10,0; zavislost je vyhodnocena na obr. 36. Tento pik
je viditelny v uz§im rozsahu pH, ale i tady se jevi pH = 7,0 jako optimalni. Tomuto piku byla
dale vénovana pozornost v souvislosti s DNA biosenzorem. Vyhodnocena méfeni jsou shrnuta

v tabulce 7.
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Obr. 32. DP voltamogramy roztoku 2-aminoanthracenu (c = 110" mol/L) piku Ep1 na GCE
v prostiedi ethanol/BR pufr o pH = 2,0 (modra ktivka), pH = 4,0 (¢ervena ktivka), pH = 6,0
(zelena kiivka), pH = 8,0 (fialova kiivka), pH = 10,0 (oranzova ktivka) (v poméru 1:9).
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Obr. 33. DP voltamogramy roztoku 2-aminoanthracenu (¢ = 1-10™ mol/L) piku Ep1na GCE
v prostiedi ethanol/BR pufr o pH = 3,0 (modra ktivka), pH = 5,0 (¢ervena ktivka), pH = 7,0
(zelena kiivka), pH = 9,0 (fialova kiivka), pH = 11,0 (oranzova ktivka) (v poméru 1:9).
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Obr. 34. Zavislost polohy oxida¢niho piku 2-aminoanthracenu (Ep 1) (C = 1-10"* mol/L) na pH,

méfeno na GCE pomoci DP voltametrie v prostiedi ethanol/BR pufr o rizném pH (v poméru

1:9).
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Obr. 35. DP voltamogramy roztoku 2-aminoanthracenu (¢ = 110" mol/L) piku Ep2 na GCE
v prostiedi ethanol/BR pufr o pH = 5,0 (modra kiivka), pH = 6,0 (Cervena kiivka), pH = 7,0
(zelena kiivka), pH = 8,0 (fialova kiivka), pH = 9,0 (oranzova kiivka), pH = 10,0 (Cernd

kiivka) (v poméru 1:9).
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Obr. 36. Zavislost polohy oxida¢niho piku 2-aminoanthracenu (Ep ) (€ = 1-10 mol/L) na pH,
méteno na GCE pomoci DP voltametrie v prostfedi ethanol/BR pufr o rizném pH (v poméru

1:9).

Tabulka 7. Zavislost vysky piku (lp) a polohy piku (Ep) na pH, méfeno na GC elektrod¢,
technikou DP voltametrie v roztoku 2-aminoanthracenu (¢ = 1-10* mol/L) v prostiedi
ethanol/BR pufr o riznych pH (v poméru 1:9).

pH Ep1 (V) lp1 (MA) Ep2 (V) Ip2 (nA)
2,0 0,114 0,767 - -
3,0 0,038 0,923 - -
4,0 -0,008 4,40 - -
5,0 -0,066 5,14 0,685 0,028
6,0 -0,151 4,83 0,639 0,127
7,0 -0,197 6,38 0,608 0,177
8,0 -0,246 5,79 0,587 0,126
9,0 -0,302 3,80 0,551 0,023
10,0 -0,347 3,76 0,514 0,045
11,0 -0,386 1,47 - -
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3.3.2 Opakovatelnost méieni

Po zvoleni optimalni hodnoty pH prostiedi bylo provedeno métfeni opakovatelnosti
u obou pikli Ep; (nepfimé stanoveni) a Ep,. Opakovatelnost piku E,1 se méfila na GCE,
a protoze u aminl bézné pfi oxidaci vznikaji rGzné aminoslouceniny, které by se mohly
usazovat na povrchu elektrody a zplisobovat jeji pasivaci, byla elektroda pred kazdym
méfenim oleSténa pomoci aluminového praSku na plsténé podlozce. Méieni probihalo
v roztoku 2-aminoanthracenu (¢ = 1-10* mol/L) v prostfedi ethanol/BR pufr o pH = 7,0
(v poméru 1:9). Mé&feni bylo zopakovano dvacetkrat. Vysledky méfeni byly zaneseny do
regula¢niho diagramu (obr. 37), ze kterého je patrné normalni rozd€leni vysledku.
Opakovatelnost méfeni pro pik Ep 1 na GCE ma hodnotu 2,9 %.

Opakovatelnost Ey, se méfila na DNA/GCE. V tomto piipadé¢ probihalo méfeni
v roztoku 2-aminoanthracenu (¢ = 1-10° mol/L) v prosttedi ethanol/BR pufr o pH = 7,0
(vpoméru 1:9). Kazdé méteni bylo provedeno na nové vyrobeném DNA biosenzoru
a vzhledem k ¢asové narocnosti bylo méfeni provedeno pouze desetkrat. Data byla opét
zanesena do regulaéniho diagramu (obr. 38) a opét ukazuji normalni rozd€leni.
Opakovatelnost méteni piku Ep> na DNA/GCE ma hodnotu 3,1 %. Opakovatelnost piku Ep»
byla méfena i na GCE elektrod¢, hodnota této opakovatelnosti je 10 %. Je tedy patrné, ze

pouzitim DNA/GCE se opakovatelnost méteni zlepsSuje.
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Obr. 37. Zavislost vysky oxida¢niho piku 2-aminoanthracenu (l,1) (¢ = 1-10* mol/L) na
poradovém c¢isle méfeni, mé&feno DPV na GCE v prostiedi ethanol/BR pufr o pH = 7,0
(v poméru 1:9). Vyhodnoceno na hladiné vyznamnosti 95 %, hodnota A(l,) piedstavuje
aritmeticky primér nameéfenych hodnot pro n; = 20, hodnoty A(l,) + 20 piedstavuji varovné

meze a hodnoty A(l,) + 3o predstavuji regulacni meze.
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Obr. 38. Zavislost vysky oxida¢niho piku 2-aminoanthracenu (l,2) (¢ = 1-10° mol/L) na
pofadovém c¢isle méteni, méteno DPV na DNA/GCE v prostiedi ethanol/BR pufr o pH = 7,0
(v poméru 1:9). Vyhodnoceno na hladiné vyznamnosti 95 %, hodnota A(lp) pfedstavuje
aritmeticky primér naméfenych hodnot pro n; = 10, hodnoty A(l,) + 26 pfedstavuji varovné

meze a hodnoty A(l,) + 3o predstavuji regulacni meze.

3.3.3 Kalibracni zavislosti

Byly proméfeny kalibracni zavislosti obou nami vybranych pikdi poskytovanych
2-aminoanthracenem. Mez stanovitelnosti (Lg) piku E,; byla stanovena pomoci DPV na
3-107 mol/L. Ale z divodu splnéni cile prace, kterym bylo vyvinout metody pro stanoveni
2-aminoanthracenu diky DNA modifikované elektrodé budou dale diskutovany pouze kalibra¢ni
zavislost namétené timto zplisobem. Nejprve byla na DNA/GCE zmétena zavislost vysky piku
2-aminoanhtracenu na dobé inkubace v roztoku 2-aminoanthracenu (¢ = 1-10°° mol/L) v prosttedi
ethanol/BR pufr o pH = 7,0 (v poméru 1:9). Z naméfenych hodnot (obr. 39) vychazi optimalni
inkubacni doba 5 min, stejn€ jako v piipad¢ anthracenu. Dalsi nériist |, opét nevyvazi prodlouZeni
procedury. Pii zvolené dobé inkubace byly proméfeny koncentrace (1-10)-107 mol/L a
(1-8)-10°® mol/L v prostiedi ethanol/BR pufr o pH = 7,0 (v poméru 1:9). Kazda koncentrace byla
meéfena na nove piipraveném DNA biosenzoru. Ziskané voltamogramy jsou zaznamenany na obr.
40 (pro koncentraéni fad 107 mol/L) a obr. 41 (pro koncentraéni ¥ad 10° mol/L). Na obr. 42 a 43
jsou odpovidajici kalibracni zavislosti. Z kalibra¢ni zavislost celého rozsahu koncentraci (obr. 42)
je patrné, ze v fadu 10 mol/L dochazi k vyraznému zakfiveni zavislosti, a tim ztraté citlivosti
metody. Tento jev znaci, ze vyska piku 2-aminoanthracenu nezavisi pouze na koncentraci, ale také

na jinych vlivech, které jsou v nizkych koncentracich zanedbatelné (napf. pasivace povrchu
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elektrody). Mez stanovitelnosti (Lg) byla spocitana jako podil desetindsobku smeérodatné
piimky. Lo pro stanoveni 2-aminoanthracenu na DNA/GCE mé hodnotu 2,8-10” mol/L. Rovnice
kalibracni pifimky ma pro koncentracni rozmezi 0,2 az 1,0 umol/L tvar 1, = 0,2633c-0,0141
(pro I, v pAac v umol/L) s korelacnim koeficientem (R) 0,999.

t (min)

Obr. 39. Zavislost vysky piku 2-aminoanthracenu (I,;) na ¢ase inkubace Vv roztoku
2-aminoanthracenu (c = 1-10° mol/L) v prostiedi ethanol/BR pufr o pH = 7,0 (v poméru 1:9),

méteno na DNA/GCE pomoci DP voltametrie.
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Obr. 40. DP voltamogramy 2-aminoanthracenu (l,2) méfeno na DNA/GCE v prostiedi
ethanol/BR pufr o pH = 7,0 (v poméru 1:9); koncentrace 0-10” mol/L (-- kiivka), koncentrace
2107 mol/L (modra kfivka), 4107 mol/L (Eervend kiivka), 6:107 mol/L (zelena kiivka),
8:107" mol/L (fialova kiivka), 10- 107" mol/L (oranzové kiivka).

1,5 +

Obr. 41. DP voltamogramy 2-aminoanthracenu (l,2) méfeno na DNA/GCE v prostiedi
ethanol/BR pufr o pH = 7,0 (v poméru 1:9); koncentrace 0-10°® mol/L (-- kiivka), koncentrace
1-10® mol/L (modré kiivka), 2:10° mol/L (Servena kiivka), 4-10° mol/L (zelena kiivka),
6-10° mol/L (fialova ktivka), 8- 10 mol/L (oranzové kiivka).
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Obr. 42. Kalibra¢ni zavislost 2-aminoanthracenu (ly2), méteno na DNA/GCE pomoci DP
voltametrie v prostiedi ethanol/BR pufr o pH = 7,0 (v poméru 1:9), koncentra¢ni fady
107 a 10" mol/L.
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Obr. 43. Kalibra¢ni zavislost 2-aminoanthracenu (ly2), méteno na DNA/GCE pomoci DP
voltametrie v prostiedi ethanol/BR pufr o pH = 7,0 (v poméru 1:9), koncentra¢ni tad
107 mol/L.
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3.3.4 Modelové vzorky

Pro lepsi porovnatelnost vysledkd vyvinutych metod pro stanoveni anthracenu (kapitola
3.2.4) a 2-aminoanthracenu byla i v piipadé 2-aminoanthracenu dana pfednost pevnym
vzorkiim (Stérk, pisek), pfestoze 2-aminoanthracen vykazuje dobrou rozpustnost ve vodnych
roztocich. Byla opét sledovana vytéznost extrakce 2-aminoanthracenu na DNA/GCE
technikou DPV. Vzhledem k jeho vyssi polarnosti byl jako extrakéni ¢inidlo pouzit ethanol.
V tabulce 8 jsou ukazany vytézky extrakei z $térku, ktery dosahl 99 % a z pisku 95 %. Tyto

vysledky opét dokazuji praktickou pouzitelnost vyvinuté metody.

Tabulka 8.
Vzorek Koncentrace ptfidand/nalezené (nmol/g) Vytéznost extrakce (%)
Stérk 10/9,9 99 %
Pisek 10/9,5 95 %
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4. Zavér

Tato prace se zabyva vySetfovanim interakce a nasledného poSkozeni DNA zastupci
polycyklickych aromatickych uhlovodikti (PAH) a jejich aminoderivati (APAH) pomoci
jednoduchého elektrochemického biosenzoru na bazi elektrody ze skelného uhliku (GCE) a
nizkomolekularni DNA z lososich spermii. Touto cestou se snazime poskytnout levng;jsi,
jednodussi, ale stejné citlivou metodu kjiz pouzivanym metodam, jako jsou gelova
elektroforéza nebo UV/VIS spektroskopie. K detekci poskozeni DNA zpusobeného
polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky a jejich derivaty bylo vyuzito dvou
elektrochemickych technik — square-wave voltametrie (SWV) a elektrochemické impedancni
spektroskopie (EIS). PoSkozeni DNA bylo pozorovano na DNA modifikované elektrodé
(DNA/GCE) pomoci poklesu vysky piku guanosinu (lp ) a adenosinu (I, A) pti SWV a diky
zméné odporu prenosu naboje (Rct) pii EIS. Poklesy Iy @ Ipa znaci sniZzeni poctu guanosinu
a adenosinu na povrchu elektrody, které¢ miize byt zptisobeno odpaddvanim ¢asti vlaken DNA
z povrchu elektrody vlivem interkalace poskozujici latky do dvousroubovice DNA. Odpor
pfenosu naboje (Rcr) ndm dava informaci o zménach na povrchu elektrody. Zatimco u holé
elektrody neni Ret témét zddny, na DNA/GCE, kdy je povrch elektrody pokryt vrstvou DNA,
Rcr vyrazné roste. Pii poskozeni DNA mize dojit vlivem interkalace ke zlomim ve struktute
DNA, z povrchu elektrody odpadavaji ¢asti DNA, tim se povrch opét odkryva a Rcr klesa.
Poskozeni DNA bylo pozorovano pfi interakci DNA s 2-aminoanthracenem. Pii interakci
DNA s anthracem doslo ke vzniku komplexu vlivem interkalace anthracenu do molekuly
DNA, potencial komplexu je shodny s potencidlem oxidace guanosinu a to znemoziuje dalsi
vySetfovani. V piipad¢ interakce DNA s naftalenem nebyly pozorované zadné zmény signala
— usuzujeme, ze naftalen nezpisobuje poskozeni DNA.

U anthracenu a 2-aminoanthracenu, u kterych se prokazala interkalace do
dvousroubovice DNA, bylo studovano jejich elektrochemické chovani za ucelem vyvinout
nové, jednoduché a citlivé elektrochemické metody pro jejich stanoveni. Interakce latky
S DNA m¢lo byt vyuzito pro ziskani vys$i citlivosti vyvinutych metod. Chovani bylo
studovano pomoci DC voltametri a diferenéni pulzni voltametrie (DPV) nejprve na
nemodifikované GC elektrod¢. Proméfenim pH zavislosti v Brittonové-Robinsonové pufru
jsme ziskali optimalni pH. V ptipadé anthracenu jsme zvolili pH = 5,0 pro obé& techniky. Pfi
zvoleném pH byla testovana opakovatelnost méfeni, kterd méla pro anthracen hodnotu 1,8 %
pro DPV a 1,5 % pro DCV (n = 20). Kalibra¢ni zavislost anthracenu na GCE byly zméfeny za

zvolenych optimalni podminek v rozsahu koncentraci 1-10° az 10-10° mol/L s dosazenou
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mezi stanovitelnosti (Lo) 2,2:10°° mol/L pro DPV. Na DNA/GCE bylo diky interkalaci latky
do dvousroubovice DNA dosaZeno vysii citlivosti stanoveni a niziho Lo = 1,5-107 mol/L.

V piipadé 2-aminoanthracenu byla pouzivana pouze DPV, kvili vyssi citlivosti pro
stanovovanou latku. 2-Aminoanthracen poskytuje vice voltametrickych signalt, které je
mozné pouzit pro stanoveni. Nejvyssi pik s potencidlem -0,2 V pti pH = 7,0 (Ep1) by monhl
slouzit k nepfimému stanoveni 2-aminoanhtracenu, odpovida totiz pravdépodobné dimerni
azosloucenin¢ 2-aminoanthracenu. Hodnota opakovatelnosti pro Ep: je 2,9 %. Proméfenim
kalibra¢ni zéavislosti tohoto piku metodou DPV na GCE v rozsahu 1-107 az 10-10°® mol/L
ziskivame mez stanovitelnosti (Lg) 3-107 mol/L. V #adu 10° mol/L dochazi k velkému
zaktiveni kalibrani zavislosti. Tento jev muze byt zplsoben tim, ze vyska piku
2-aminoanthracenu nezavisi pouze na koncentraci, ale i jinych vlivech, které jsou v nizkych
koncentracich zanedbatelné (napf. pasivace elektrodového povrchu). Druhym signalem
vhodnym ke stanoveni 2-aminoanthracenu je signdl s potencidlem okolo 0,6 V pifi pH = 7,0
(Ep2). Signal vtéto oblasti je vyuzitelny pro stanoveni 2-aminoanthracenu s pomoci
DNAJ/GCE. Lg i Vvtomto piipadé¢ vyjde velmi podobné, a to 2,810 mol/L. Diky DNA
modifikované elektrod¢ ale ziskavame lepsi opakovatelnost méfeni Ep, rovnou 3,1 % oproti
10 % na GCE.

Pouzitelnost vyvinutych technik byla ovéfena na modelovych vzorcich. Byla provedena
extrakce stanovovanych latek z redlnych matric. Extrakci anthracenu (¢ = 1-10° mol/L)
pomoci hexanu ze Stérku (velikost ¢astic 3 mm) bylo dosazeno 99 % vytéZnosti, z pisku
(velikost ¢astic mensi nez 1 mm) 96 % vytéznosti na DNA/GCE. Extrakci 2-aminoanthracenu
(c = 1-10°® mol/L) pomoci ethanolu ze §térku bylo dosazeno 97 % vyt&znosti a z pisku 98 %

vytéznosti na DNA/GCE.
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