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Abstract 

 

The main aim of this work was to use traditional mercury electrodes for the development of 

voltammetric methods of determination of organic xenobiotics and for the electrochemical 

study of the interaction between double-stranded deoxyribonucleic acid (DNA) and these 

compounds. 

In relation to my previous research work (conducted in the framework of my diploma 

thesis), firstly, 4-nitrobiphenyl (4-NBP), the suspected carcinogen, was studied. Interaction of 

DNA with 4-NBP was studied using differential pulse voltammetry (DPV), cyclic 

voltammetry (CV), and chronocoulometry at a hanging mercury drop electrode (HMDE), 

and using CV and alternating current voltammetry at a DNA modified HMDE. Using CV, 

the reduction mechanism was investigated. The interaction of DNA with 4-aminobiphenyl 

(4-ABP), a metabolite of 4-NBP, and 4-NBP reduction intermediates was studied. It was 

found that the interaction of DNA with 4-NBP or 4-ABP results in a formation of a DNA 

aggregate with these analytes. 

The second studied analyte was methyl violet 2B (MV). For determination of MV in 

a buffered solution were used: direct current tast polarography and differential pulse 

polarography at a dropping mercury electrode, and direct current voltammetry, DPV, 

and differential pulse adsorptive stripping voltammetry (DPAdSV) at HMDE. The lowest 

limit of quantification was reached using DPAdSV at HMDE, i.e., 13 nmol L−1. 

The developed methods were used for determination of MV in model samples of drinking and 

river water. 

Interaction of DNA with MV in buffered solution was studied using DPV, CV, 

chronocoulometry, and UV-Vis spectrophotometry. As same as for 4-NBP, the reduction 

mechanism of MV was studied using CV. It was found that the reduction of DNA with MV 

results in a formation of a DNA–MV complex. Moreover, based on the decrease 

of the MV peak current with an increasing concentration of DNA in the measured solution, 

the method of indirect determination of DNA was developed. 
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1. Introduction 

Since the polarography was invented by Jaroslav Heyrovský in 1922, wide range of inorganic 

and organic analytes in various matrices was studied, and a number of different electrode 

materials was developed. For the basic research of the electrochemical behavior and study of 

the reduction mechanism, mercury still represents the most reliable electrode material. 

Nowadays, voltammetry is not intended only for the determination of analytes in different 

samples, but it is also a useful tool for a modern biochemical research.  

Presented dissertation thesis is focused on the use of mercury electrodes for 

the determination of biologically active compounds, and for the study of the DNA damage 

caused by its interaction with them [1-5]. In this thesis, (i) the DNA damage caused by 

4-nitrobiphenyl (4-NBP, CAS Number 92-93-3) [3], the environmental pollutant [6], 

and (ii) the electrochemical behavior of methyl violet 2B (MV, CAS Number 8004-87-3), 

belonging to the group of triphenylmethane (TPM) dyes inducing many negative effects [7-9], 

its determination [4], and interaction with DNA [5] are studied in detail. 

 

1.1 Analytes 

4-NBP belongs to the group of nitrated aromatic hydrocarbons (NAHs). Sometimes, 

it is categorized also to the group of nitrated polycyclic aromatic hydrocarbons (NPAHs). 

They are formed by reactions of (polycyclic) aromatic hydrocarbons with atmospheric 

nitrogen oxides during incomplete combustion processes or in polluted atmosphere [10]. 

4-NBP is one of the most volatile NAHs, and in the air, it occurs in the gas phase [11]. From 

the air, it can be transferred by rain into natural waters and soil. 4-NBP was found in soil 

extracts [12], air [13], residential honeycomb coal briquette combustion emissions [14], 

and diesel exhaust particles [15]. 

In living organisms, the genotoxicity of NAHs/NPAHs is induced by forming of free 

anion-radicals from NAHs/NPAHs by their enzymatic transformation [16]. By the metabolic 

reduction of the aromatic nitro group, harmful species, which can react with the cellular 

macromolecules, are formed [17]. Therefore, the importance of monitoring NAHs and 

NPAHs in the environment is still increasing [18]. 

According to the International Agency for Research on Cancer (IARC), 4-NBP is listed 

in group 3 (agents not classifiable as to its carcinogenicity to humans) [19]. However, its 
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carcinogenic effect was observed on dogs [20]. There are ten reductive metabolites of 

4-NBP [21], the major ones are 4-aminobiphenyl (4-ABP, CAS Number 92-67-1) 

and N-hydroxy-4-aminobiphenyl, both are carcinogens [22-24]. A general overview of the 

metabolism, DNA damage, and mutagenesis induced by NAHs is figured in Fig. 1 [24], it is 

expected that 4-NBP undergoes the same metabolic ways. 

 

 

Fig. 1. An overview of the metabolism, DNA damage, and mutagenesis induced by 

NAHs [24]. Ar stands for aromatics. 

 

For the determination of 4-NBP, chromatographic techniques are very useful and in 

a routine analysis often used [6,13,15,25]. Electrochemical behavior and determination of 

4-NBP have been studied at mercury electrodes [26], a mercury meniscus modified silver 

solid amalgam electrode [27], or a glassy carbon rotating disk electrode [26]. 

MV is a synthetic dye belonging to the group of TPM dyes. These organic dyes were 

used for fabrics dyeing [28,29]. Nowadays, TPM dyes are used in paper dyeing [30], 

as inks [31], as pH indicators [32], and for coloring in food industry [33], pharmacy, 

and cosmetics. Because of the bactericidal and fungicidal effects, TPM dyes are used for 

medical purposes, e.g., as local antiseptic agents [34]. TPM dyes are potentially harmful 

for humans because of their many negative effects [7,9,35]. Studies engaged in the biological 

effects, and monitoring of their occurrence are required [30], as same as the studies of the 

treatment of environment and removal of TPM dyes from it [36,37]. 
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MV can be determined using spectrometric methods [28,29]. MV is chemically 

reducible due to the presence of the double bond between nitrogen and carbon atoms. 

Hence, the investigation of its electrochemical behavior and its determination are possible 

using electrochemical methods [38,39]. 

 

1.2 DNA Damage Detection 

Damage to DNA arises from the interactions of DNA with chemical or physical agents 

occurring in the environment and may involve a variety of entities [40]. There are several 

types of consecutive DNA structural changes. Two basic groups can be distinguished, i.e., 

strand breaks or damage to DNA bases [41]. Formation of DNA double-strand breaks 

frequently leads to chromosome aberrations and mitotic faults; their accumulation represents 

carcinogenic or teratogenic risk [40]. 

Non-covalent DNA interactions with small molecules, e.g., potentially genotoxic 

agents, can be monitored using electrochemical measurements. Formation of the non-covalent 

DNA–analyte complexes may lead to the changes of electrochemical signals of either 

DNA [3,42] or the analytes [3,5]. Electrochemical techniques represent in these studies very 

useful tools, utilizing mercury [3,5,42], amalgam [43], and carbon [44] working electrodes. 

DNA biosensors are useful tools for the detection of DNA damage. In general, a biosensor is 

a device incorporating a biological sensing element (e.g., DNA) either intimately connected 

to or integrated within a transducer (e.g., carbon or mercury electrode) [3,5,44,45]. For this 

purpose, HMDE is suitable. The mercury is simply dropped into the DNA stock solution. 

After flushing with deionized water, the DNA modified HMDE (DNA-HMDE) biosensor is 

ready to use, see Fig. 2. 

For DNA damage detection, cyclic voltammetry (CV), differential pulse voltammetry 

(DPV), square wave voltammetry (SWV), and chronopotentiometry are the most frequently 

used techniques [2,3,43], other used are electrochemical impedance spectroscopy and 

alternating current voltammetry (ACV) [2]. The DNA detection techniques can be categorized 

into the following groups: (i) label-free [3,5,42]; (ii) using redox indicators non-covalently 

bound to DNA [46]; and (iii) employing electrochemically active labels covalently bound to 

DNA. All three groups are described in [2]. 

Use of CV in the label-free mode allows the study of the peak of cytosine and adenine 

moieties (peak CA) at ca −1.45 V in a reduction scan, and of the 7,8-dihydroguanine moiety 
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at ca −0.3 V in an anodic scan. Causes of the changes of the DNA CV peak currents are 

explained in detail in [2,3,5].  

 

 

Fig. 2. Scheme of the preparation of DNA modified hanging mercury drop electrode 

(DNA-HMDE). BE stands for a base electrolyte. 

 

Using ACV in the label-free mode, DNA structural changes and DNA damage are 

studied via the surface changes of DNA-HMDE. In AC voltammograms of DNA, three peaks 

can be distinguished: peak 1 at ca −1.2 V (reorientation or desorption of adsorbed DNA), 

peak 2 at ca −1.3 V (caused by native (double-stranded) DNA form), and peak 3 at ca 70 mV 

more negative potential than peak 2 (caused by denatured (single-stranded) DNA form). 

Changes of the DNA ACV peak currents are explained in detail in [3,42]. 

Using DPV in the label-free mode, the study of the analyte peak is possible, too. 

If the analyte can serve as a redox indicator and the interaction is noncovalent, it is possible 

to predict how the analyte interacts with DNA from the peak potential (Ep) shift [2]. Moreover, 

from the change of the analyte peak current (Ip), it is possible to calculate values of the binding 

constant (K) and binding ratio (m) [5]. 
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2. Aims of the Study 

This dissertation thesis has been submitted as a contribution to a demand for methods of 

determination of biologically active organic compounds and for the methods of DNA damage 

detection caused by the interaction with these compounds. It was elaborated under 

the framework of a long-term research at UNESCO Laboratory of Environmental 

Electrochemistry in Prague. In this dissertation thesis, the research continues on the diploma 

thesis Voltammetric Determination of Genotoxic Nitrobiphenyls, and voltammetric behavior 

and interaction of DNA with another biologically active compound, methyl violet 2B, 

is investigated. 

The presented dissertation thesis is based on the following five scientific 

publications [1-5]. To distinguish the references referring to these publications in the entire 

text of the thesis, corresponding numbers in square brackets are in bold. 

 

[1] J. Gajdár, E. Horáková, J. Barek, J. Fischer, V. Vyskočil: Recent Applications of 

Mercury Electrodes for Monitoring of Pesticides: A Critical Review. 

Electroanalysis 28 (2016), DOI: 10.1002/elan.201600239, in press. 

[2] V. Vyskočil, M. Blašková, A. Hájková, E. Horáková, Z. Krejčová, K. Stávková: 

Electrochemical DNA Biosensors – Useful Diagnostic Tools for the Detection of 

Damage to DNA Caused by Organic Xenobiotics (A Review). In Book Sensing in 

Electroanalysis, K. Kalcher, R. Metelka, I. Švancara, K. Vytřas (Eds.), 141-162. 

University Press Centre, Pardubice 2012. 

[3] E. Horáková, J. Barek, V. Vyskočil: Voltammetry at a Hanging Mercury Drop 

Electrode as a Tool for the Study of the Interaction of Double-Stranded DNA with 

Genotoxic 4-Nitrobiphenyl. Electroanalysis 28 (2016), DOI: 10.1002/elan.201600241, 

in press. 

[4] E. Horáková, J. Barek, V. Vyskočil: Determination of Methyl Violet 2B Using 

Polarographic and Voltammetric Methods at Mercury Electrodes. Analytical Letters 49, 

56-65 (2016). 

[5] E. Horáková, V. Vyskočil, J. Barek: Interaction Study of Methyl Violet 2B with DNA 

and Voltammetric Determination of DNA in Aqueous Solutions. Monatshefte für 

Chemie - Chemical Monthly 147, 119-126 (2015). 
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With respect to the facts mentioned in previous chapter, the presented dissertation thesis 

is focused on the use of mercury electrodes for the determination of biologically active 

compounds, and for the study of the DNA damage caused by the interaction with them. In this 

thesis, (i) the DNA damage caused by its interaction with 4-NBP, and (ii) the electrochemical 

behavior of MV, its determination, and interaction with DNA are studied in detail. 

 

Main aims of this study were: 

 

 Development of the methods for the investigation of the interaction between DNA 

and 4-NBP at a hanging mercury drop electrode (HMDE) and DNA modified HMDE 

(DNA-HMDE), and a characterization of the interaction. Investigation of the reduction of 

4-NBP in the absence and in the absence of DNA. 

 

 Study of DNA damage caused by its interaction with 4-NBP. 

 

 Development of sensitive polarographic and voltammetric methods for 

the determination of MV in solution at a dropping mercury electrode (DME) and HMDE, 

and verification of developed methods on model samples of drinking and river water. 

 

 Study of the interaction of DNA with MV at HMDE, and characterization of this 

interaction. Investigation of the reduction of MV in the absence and in the absence of DNA. 

 

 

3. Methods and Reagents 

3.1 Working Electrodes 

DME was used for the basic polarographic studies of the electrochemical behavior of MV. 

Determination of MV was performed using direct current tast polarography (DCTP) and 

differential pulse polarography (DPP). The electronically controlled (by the Eco-Tribo 

Polarograph potentiostat driven by Polar Pro 5.1) mercury drop lifetime was 1 s, 

the maximum mercury drop surface was 2.25 mm2, and the flow rate of mercury through the 

capillary was 4.30 mg s−1 [4]. The main advantages of DME are the inhibited passivation by 



 13 

the products and intermediates of the reduction, the wide potential range, reliability, 

simplicity, etc. [47,48]. The greatest disadvantages are low robustness and lower selectivity. 

The usual limits of quantification (LQ) achieved using DPP at DME are around 

10−5 mol L−1 [48]. 

HMDE was used for the determination of MV and for the interaction studies of DNA 

with 4-NBP or MV. HMDE is a very useful tool for the environmental analysis [1,5,47] and 

detection of DNA damage [4,5]. There are many advantages of the use of HMDE in 

comparison to the use of DME, e.g., the reachable LQ are lower thanks to the opportunity of 

the use of adsorptive or electrolytic accumulation (LQ up to 10−10 mol L−1), a consumption 

of mercury is lower, and it is possible to modify the electrode surface. On the other hand, it 

can be passivated, and the mechanics and electronics are more complex [48]. 

For the determination of MV [3], the HMDE was controlled by the Eco-Tribo Polarograph 

potentiostat driven by Polar Pro 5.1, the mercury drop surface was 1.37 mm2. 

For the interaction studies of DNA with 4-NBP [3] or MV [5], the HMDE was controlled by 

the Autolab PGSTAT10 potentiostat/galvanostat connected to a Metrohm 663 VA Stand 

controlled by the Nova 1.1 (measurements of DPV, CV, and chronocoulometry) or Nova 2.0 

(CV and ACV) software, the mercury drop surface area was 0.49 mm2. 

 

3.2 Polarography and Voltammetry 

Thanks to the use of modern digital potentiostats, wide range of voltammetric techniques is 

available. In analytical chemistry for the determination of analytes, the most frequently used 

are DCV, DPV, and DPAdSV [1,27,43].  

For the purposes of the research on reduction/oxidation mechanisms or DNA damage, 

CV, ACV, and SWV are often employed [2,3,5,40,42,49,50]. 

DCTP and DPP represent very robust polarographic techniques which are employed in 

current research and analysis [1]. In this work, DCTP and DPP at DME with scan rate (ν) 

4 mV s−1; and DCV, DPV, and DPAdSV at HMDE with ν 20 mV s−1 were used for 

the determination of MV. DPV, CV, and ACV were used for the interaction studies. 

The specific values of ν and other method settings are given in the appropriate papers [3,4,5]. 

The measurements were performed in a three-electrode system, with DME or HMDE 

as a working electrode, a Ag|AgCl (3 mol L−1 KCl) reference electrode, and platinum wire as 

an auxiliary electrode. 
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3.3 General Procedures 

Measurements at DME and HMDE: The measured solutions were prepared into a 10 mL 

volumetric flask, and transferred into a voltammetric cell. When the interaction was studied, 

then, an appropriate volume of DNA was added. Oxygen was removed by bubbling with 

nitrogen (purity class 4.0, Linde Gas, Czech Republic) for 5 min before each measurement, 

and a nitrogen atmosphere was then maintained above the solution in the cell; this time served 

also for the equilibration of the interaction of DNA with the analyte. 

Measurement at DNA-HMDE: the HMDE drop was created into a drop of the DNA 

solution (1 mg mL−1), immediately washed with deionized water, and transferred into a base 

electrolyte. In this way, the DNA modified HMDE was prepared. The incubation of 

DNA-HMDE in the analyte solution was foregoing some measurements (for the scheme, see 

Fig. 2). All measurements were performed after 2 min bubbling with nitrogen.  

All measurements were performed three times, and all values for the construction of 

functional dependences were calculated as arithmetic averages. All measurements were 

carried out at laboratory conditions. All figures were drawn up using the Origin Pro 8.0 

software (OriginLab Corporation, USA), and mathematical and statistical quantities (all for 

the significance level α = 0.05) were calculated using the Microsoft Excel 2013 software 

(Microsoft Corporation, USA). 

 

3.4 Reagents 

Stock solutions (1 mmol L−1) of 4-NBP, MV, and 4-ABP (all p.a. purity) were prepared by 

dissolving of appropriate amount of the substance in 100 mL of methanol (99.9%, p.a. purity). 

The stock solutions of DNA (γDNA: 1, 10, and 50 mg mL−1; concentration 10 mg mL−1 

corresponds to the concentration of DNA base pairs 0.04 mol L−1) were prepared by 

dissolving low molecular weight salmon sperm double-stranded DNA in 0.3 mol L−1 NaCl or 

in deionized water, and stored at 4 °C. Phosphate buffer (pH 7.0) was prepared from 

NaH2PO4·H2O and Na2HPO4·10 H2O in concentrations 0.1, 0.01, or 0.001 mol L−1.  

Britton-Robinson buffers were prepared by titrating a mixture of H3BO3, H3PO4, and 

CH3COOH (all 0.04 mol L−1) with 0.2 mol L−1 NaOH. Acetate buffer (0.01 mol L−1, pH 4.0) 

was prepared from CH3COONa·3 H2O and from CH3COOH.  
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All used chemicals were of p.a. purity. Deionized water produced by a Milli-Q Plus 

system (Millipore, USA) was used in all cases. If not stated otherwise, all solutions were 

stored in glass bottles in the dark at laboratory temperature. 

 

 

4. Results and Discussion 

4.1 Study of the Interaction of DNA with 4-Nitrobiphenyl 

The first series of experiments was performed in the solution of 4-NBP in 0.01 mol L–1 

phosphate buffer pH 7.0 (PB)–methanol (8:2) at HMDE at laboratory temperature with 

interaction time (tint) 5 min. The 4-NBP Ip was investigated. Using DPV, it was found that 

the presence of DNA in the solution of 4-NBP resulted (i) in a decrease of Ip of 4-NBP; 

(ii) in a peak CA formation at ca −1500 mV; and (iii) in a significant shift of Ep to less 

negative values at the DNA concentrations over 100 µg mL−1. It was concluded that during 

the mutual interaction between DNA and 4-NBP, the DNA structure changes occurs, however, 

a DNA–4-NBP complex is not formed (explained in detail in [3]). 

Then, cyclic voltammograms of 4-NBP in the absence and in the presence of DNA in 

PB–methanol (8:2) were measured. At tint from 0 to 30 min in the presence of DNA 

(5 μg mL−1), the change of the 4-NBP Ip was not significant, and the peak CA current (ICA) 

decrease to ca 75% (after 5 min). After 30 min, the decrease was the same. The decrease of 

ICA can be caused by the DNA aggregation with 4-NBP, leading to the DNA structure changes. 

The resulting DNA behavior can be affected by the presence of 4-NBP, and vice versa. 

From slopes of plotting log (−Ip) of 4-NBP on the logarithm of the scan rate (log ν), it can be 

concluded that in both the absence and the presence of DNA, the electrochemical reduction is 

controlled by both adsorption and diffusion [52]. 

The values of diffusion coefficients (D) were determined using chronocoulometry in 

the solution of 4-NBP in PB–methanol (8:2) in the absence and in the presence of DNA, 

and with reaction times from 4 to 64 s. The values of D of 4-NBP were calculated using 

Anson's equation [53]. The standard rate constant (k0) was determined using the data form 

CV [54]. The reaction is electrochemically irreversible, and is not affected by the presence of 

DNA in the solution [52]. It is concluded, that the DNA–analyte complex is not formed, 

and the competitive sorption of 4-NBP and DNA on the electrode surface occurs.  
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Using measurements at DNA-HMDE in buffered solution, the DNA damage was 

investigated after incubation in the 4-NBP solution. For this purpose, CV in PB and ACV in 

0.3 mol L−1 NaCl with 0.05 mol L−1 NaH2PO4 (adjusted to pH 8.5 by titration with 

0.2 mol L−1 NaOH) were employed investigating ICA and peak 3 current (Iac3), respectively. 

The optimization of the interaction conditions and the parameters are described in detail in [3]. 

Firstly, the influence of DNA denaturation processes of DNA (by the increased temperature, 

by the chemical agents NaOH and DMSO) on IAC and Iac3 was studied. The influence of the 

DNA damaging process is described in detail in [3]. In comparison to previously published 

works investigating DNA damage, our voltammograms are similar to voltammograms 

of single-stranded DNA [55]. Based on this, it can be concluded that in comparison to ACV, 

CV is a more sensitive and reliable tool for the study of DNA damage. 

Using CV, interaction between DNA and 4-NBP was studied at DNA-HMDE in PB. 

The relative change of ICA was not significant, and was affected neither by the 4-NBP 

concentration nor by the tinc. 

Using CV (from −300 mV to −800 mV or from 0 to −800 mV) or potentiostatic 

electrolysis (at −800 mV) during the incubation of DNA–HMDE in the solution of 4-NBP in 

PB, the reduction intermediates of 4-NBP were generated. After that, changes of ICA measured 

using CV or of Iac3 measured using ACV were investigated. The interaction of DNA with the 

reduction intermediates (generated by CV and potentiostatic electrolysis) was conclusively 

confirmed (the changes of ICA were observed, suggesting the destabilization or denaturation 

of DNA). 

Interaction of DNA with 4-ABP was studied using CV at HMDE and using CV and 

ACV at DNA-HMDE (all at the same experimental conditions as those used for 4-NBP). It is 

supposed that the DNA aggregate with 4-ABP is formed, too. The interaction between DNA 

and 4-ABP was confirmed. 

For a purpose of a long-term study, the solutions of 4-NBP in PB and 4-ABP in PB, 

both with DNA, and DNA in PB (as a blank) were studied using CV (investigating ICA) and 

ACV (investigating Iac3) at HMDE for 7 days 16 hours. DNA damage was not confirmed. 

As mentioned above, the DNA aggregates with the analyte can be formed and influence 

the voltammetric behavior of DNA. 
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4.2 Polarographic and Voltammetric Determination of Methyl Violet 2B at Mercury 

Electrodes 

Firstly, the influence of pH on the electrochemical behavior MV was investigated using DCTP 

and DPP in Britton-Robinson (BR) buffer (pH 2.0 – 12.0) at DME. For the determination of MV 

using DCTP and DPP, the optimum medium BR buffer pH 4.0 was chosen. The calibration 

curves were linear across the entire calibration range, i.e., from 1 to 100 µmol L−1 for DCTP 

and from 0.1 to 100 µmol L−1 for DPP. The obtained LQs were 1.7 µmol L−1 for DCTP and 

0.16 µmol L−1 for DPP. 

For measurements of MV in BR buffer (at pH 2 – 12) using both DCV and DPV at 

HMDE, two peaks were observed. The calibration dependences were evaluated from 

the second peak of MV in BR buffer at pH 4.0 using both DCV and DPV. Calibration curves 

were linear from 0.2 to 10 µmol L−1 for DCV and from 0.1 to 10 µmol L−1 for DPV. 

The obtained LQs were 65 nmol L−1 for DCV and 45 nmol L−1 for DPV. 

To achieve a lower LQ of MV, DPAdSV at HMDE was investigated. The optimum 

accumulation time was 600 s at an accumulation potential −500 mV (the optimization is 

described in [4]). The calibration curve was linear from 20 to 100 nmol L−1, and the achieved LQ 

was 13 nmol L−1. 

For the comparison, UV-Vis spectrophotometric determination of MV in BR buffer 

pH 4.0 was utilized, with LQ 0.5 μmol L−1 (measured at the maximum absorbance (λ = 584 nm)). 

The developed method of determination of MV using DPAdSV at HMDE was 

employed in the analysis of drinking and river water. The calibration curves of MV were 

linear from 0.04 to 1.00 µmol L−1 in drinking water and from 0.02 to 1.00 µmol L−1 in river 

water. The achieved LQs were 40 nmol L−1 in drinking water and 20 nmol L−1 in river water. 

 

4.3 Study of the Interaction of DNA with Methyl Violet 2B 

Experiments were performed in the solution of MV in 0.1 mol L−1 acetate buffer pH 4.0 (AB) 

in the absence and in the presence of DNA at laboratory temperature with tint 5 min.  

Using DPV at HMDE, electrochemical behavior of MV in the absence and in 

the presence of DNA (0 – 1000 μg mL−1) was studied in AB. The presence of DNA 

in the solution of MV resulted in (i) a decrease of the Ip of MV, and (ii) a shift of Ep to more 

positive values, reaching the most positive value at the concentration of DNA 50 µg mL−1, 
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suggesting that the interaction occurs by DNA intercalation or binding into the DNA minor 

or major groove, followed by the electrostatic interaction which is supported by the low ionic 

strength [56]. 

Cyclic voltammograms of MV (10 μmol L−1) in the absence and in the presence of DNA 

(5 and 100 μg mL−1) in AB were measured, too. No peaks or waves were observed in the 

reverse scan for both the free form of MV and the DNA–MV complex. It can be assumed that 

the reduction of MV, as well as of the DNA–MV complex, is chemically irreversible. 

The dependences of the log (−Ip) of MV on log ν were investigated in the absence and 

in the presence of DNA (5 and 100 μg mL−1) using CV. From the slopes of plotting log (−Ip) 

of MV vs. log ν, it can be concluded that in the absence of DNA the electrochemical reduction 

is controlled by both adsorption and diffusion [52]. On the other hand, the values of the slopes 

in the presence of DNA in the MV solution show the reduction is diffusion controlled, 

suggesting the formation of the DNA–MV complex formation. 

The UV-Vis spectrophotometric behavior of MV in AB in the absence and in 

the presence of DNA was investigated. A shift of the MV spectral band maximum was not 

significant. However, the hypochromic effect was observed, reaching the absorbance 

minimum at the DNA concentration 50 µg mL−1. Results and conclusions obtained using 

UV-Vis spectrophotometry are the same as those obtained using voltammetric methods. 

Values of D were calculated Anson's equation [53], and values of k0 were determined 

using data from CV. It is concluded that the reaction of both the free from of MV and 

the DNA–MV complex is electrochemically irreversible [52].  

The values of K and m of the DNA–MV complex were evaluated using DPV with 

the constant concentration of DNA and the changing concentration of MV. The value of K 

was determined as (4.6 ± 0.3) × 104, and from the value of m it is estimated that MV and DNA 

base pairs formed the complex in the ratio 1:1. The value of K was determined using a titration 

of the solution of MV with the DNA solution, too, as (6.5 ± 0.1) × 104. Using UV-Vis 

spectrophotometry, the value of K was determined as (6.0 ± 1.4) × 104.  

The decrease of Ip of MV caused by the addition of DNA into the solution was used for 

the construction of calibration curves of DNA (1 – 1000 µg mL−1) in aqueous solution. 

The procedure of optimization is described in detail in [5]. The optimal concentration of MV 

was 10 µmol L−1, with LQ of DNA 0.77 µg mL−1. 
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5. Conclusion 

In this dissertation thesis, it was shown that mercury electrodes represents very useful and 

reliable tool for the environmental analysis, interaction studies of double-stranded DNA with 

organic compounds, and DNA damage investigation. Voltammetry and polarography are 

suitable for these purposes. For the determination of methyl violet 2B (MV), 

triphenylmethane dye, dropping mercury electrode (DME) and hanging mercury drop 

electrode (HMDE) were used. HMDE was used for the investigation of the interaction 

between DNA and MV or 4-nitrobiphenyl (4-NBP), environmental pollutant, too. Moreover, 

HMDE was modified by DNA (DNA-HMDE) which served as a biosensor for the study of 

the interaction between DNA and 4-NBP. 

All the aims were fulfilled. Using cyclic voltammetry (CV), differential pulse 

voltammetry (DPV), and alternating current voltammetry (ACV), the interaction of DNA with 

4-NBP was studied in phosphate buffer or phosphate buffer–methanol (8:2) at HMDE and at 

DNA-HMDE. It was found that the interaction results in the decrease of Ip of 4-NBP and the 

peak of cytosine and adenosine moieties (peak CA) decrease. Electrochemical reduction of 

4-NBP is a quasi-reversible process controlled by both adsorption and diffusion in the absence 

of DNA as well as in the presence of DNA. Using CV in PB and ACV in 0.3 mol L−1 NaCl 

with 0.05 mol L−1 NaH2PO4 (pH 8.5), the peak CA and peak 3 currents were investigated at 

DNA-HMDE. After incubation in 4-NBP solution, no significant changes of peak CA or 

peak 3 were observed. However, the interaction of DNA with reduction intermediates of 

4-NBP was confirmed. 

Moreover, the interaction of DNA with 4-aminobiphenyl (4-ABP), the metabolite of 

4-NBP, was studied at the same conditions as 4-NBP. A long-term study of the solutions 

of DNA with 4-NBP or 4-ABP was performed using CV and ACV, too. It can be concluded, 

that the interaction of DNA with 4-NBP or 4-ABP results in formation of DNA aggregate 

with the analytes. 

The second analyte, MV, was firstly studied using polarographic techniques at DME 

and voltammetric techniques at HMDE. The optimum medium for its determination was 

found to be Britton-Robinson buffer pH 4.0. The lowest limit of quantification (LQ) 

13 nmoL L−1 was observed using differential pulse adsorptive stripping voltammetry 

(DPAdSV) at HMDE. The obtained values of LQs are comparable or lower than the one 



 20 

obtained using UV-Vis spectrophotometry. Using DPAdSV at HMDE, MV was determined 

in model samples of drinking and river water.  

Secondly, the interaction of DNA with MV in acetate buffer was studied using CV and 

DPV at HMDE and UV-Vis spectrophotometry. The interaction of MV with DNA results in 

the formation of a supramolecular complex. The electrochemical reduction of both the free 

form of MV and the DNA–MV complex is an irreversible process. Using UV-Vis 

spectrophotometry and results from DPV, the values of the binding constant and the binding 

constant of the DNA–MV complex were calculated. 

The decrease of the MV peak current caused by the increasing of DNA in the solution 

was used for the development of a method for the indirect determination of DNA in aqueous 

solutions, with LQ 0.77 μg mL−1. 

It was shown that the employment of HMDE for the investigation of the interaction of 

DNA with biologically active compounds is possible using several approaches and confirming 

different types of interactions. Mercury electrodes still represent reliable and modern tools for 

the basic in vitro studies. 
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Abstrakt 

 

Hlavní cílem této dizertační práce bylo využití pro voltametrickou analýzu tradičních 

rtuťových elektrod k vývoji elektroanalytických metod stanovení organických xenobiotik a 

ke studiu jejich interakce s dvouvláknovou deoxyribonukleovou kyselinou (DNA). 

V návaznosti na můj předchozí výzkum (vedený v rámci mé diplomové práce) byl 

prvním zkoumaným analytem 4-nitrobifenyl (4-NBP), který je podezřelý z karcinogenity. 

Interakce DNA se 4-NBP byla studována diferenční pulzní voltametrií (DPV), cyklickou 

voltametrií (CV) a chronocoulometrií na visící rtuťové kapkové elektrodě (HMDE), a dále s 

využitím CV a AC voltametrie (voltametrie se střídavým potenciálem) na DNA modifikované 

HMDE. Pomocí CV byl studován mechanismus redukce 4-NBP. Dále byla věnována 

pozornost studiu interakce DNA se 4-aminobifenylem (4-ABP), metabolitem 4-NBP, 

a s meziprodukty redukce 4-NBP. Bylo zjištěno, že vlivem interakce DNA se 4-NBP a 4-ABP 

dochází ke vzniku agregátů DNA s těmito analyty.  

Druhým studovaným analytem byla methylová violeť 2B (MV). Ke stanovení MV 

v pufrovaném roztoku byly použity DC tast polarografie a diferenční pulzní polarografie 

na kapající rtuťové elektrodě (DME) a DC voltametrie, DPV a diferenční pulzní adsorpční 

rozpouštěcí voltametrie (DPAdSV) na HMDE. Nejnižší mez stanovitelnosti (13 nmol L−1) 

byla dosažena metodou DPAdSV na HMDE. Vyvinuté metody byly použity ke stanovení MV 

v modelových vzorcích pitné a říční vody.  

Interakce DNA s MV v pufrovaném roztoku byla studovaná pomocí DPV, CV, 

chronocoulometrie a UV-Vis spektrofotometrie. Stejně jako u 4-NBP, i mechanismus redukce 

MV byl studován pomocí CV. Bylo zjištěno, že vlivem interakce DNA s MV dochází ke 

vzniku komplexu DNA–MV. Na základě poklesu proudu píku MV se vzrůstající koncentrací 

DNA v roztoku byla vyvinuta metoda nepřímého stanovení DNA. 
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1. Úvod 

Od vynalezení polarografie Jaroslavem Heyrovským v roce 1922 byla stanovena celá řada 

anorganických i organických analytů v rozličných matricích a bylo vyvinuto množství 

různých elektrodových materiálů. Nicméně pro základní výzkum elektrochemického chování 

a studium redukčních mechanismů zůstává nejspolehlivější elektrodovým materiálem rtuť. 

V současném výzkumu nabízí voltametrie, kromě stanovení analytu ve vzorku, také možnost 

využití v moderním biochemickém výzkumu.  

Překládaná dizertační práce je zaměřena na využití rtuťových elektrod pro stanovení 

biologicky aktivních organických látek a na detekci poškození DNA, ke které může docházet 

po její interakci s těmito látkami [1-5]. V této práci bylo studováno 1) poškození DNA 

důsledkem interakce se 4-nitrobifenylem (4-NBP, registrační číslo CAS: 92-93-3), 

polutantem životního prostředí [3], a 2) elektrochemické chování a stanovení [4] methylové 

violeti 2B (MV, registrační číslo CAS: 8004-87-3), triphenylmethanového (TPM) barviva, 

která má celou řadu negativních účinku [7-9]. Dále byla zkoumána interakce DNA s MV [5]. 

 

1.1 Analyty 

4-NBP patří do skupiny nitrovaných aromatických uhlovodíků (NAH), někdy je 

zařazován také do skupiny nitrovaných polycyklických aromatických uhlovodíků (NPAH). 

Tyto sloučeniny vznikají reakcí (polycyklických) aromatických uhlovodíků s oxidy dusíků 

při nedokonalém spalování nebo ve znečištěném ovzduší [10]. 4-NBP je jedním 

z nejtěkavějších NAH, v ovzduší se tedy nachází v plynné fázi [11]. Prostřednictvím deště se 

tak může dostávat do přírodních vod nebo půdy. 4-NBP byl nalezen v půdních 

extraktech [12], ovzduší [13], v emisích po spalování uhelných briket využívaných 

v domácnostech [14] a ve výfukových zplodinách z dieselových motorů [15]. 

K vyvolání jejich genotoxických účinků v živých organismech dochází vlivem 

enzymatické transformace NAH/NPAH na příslušné anion-radikály [16]. Metabolickou 

redukcí nitroskupiny vázané na aromatický kruh vznikají další nebezpečné sloučeniny, které 

mohou dále reagovat s buněčnými makromolekulami [17]. Na základě těchto skutečností 

roste zájem o sledování množství NAH a NPAH v životním prostředí [18]. 

Mezinárodní agentura pro výzkum rakoviny (IARC) řadí 4-NBP do skupiny 3 (látky, 

u nichž nebyla karcinogenita pro člověka prokázána) [19]. Nicméně u psů byl v důsledku 
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působení 4-NBP pozorován vznik rakoviny [20]. Metabolickou přeměnou 4-NBP vzniká 

alespoň deset redukčních metabolitů [21], tím hlavním je 4-aminobifenyl (4-ABP, registrační 

číslo CAS: 92-67-1) a N-hydroxy-4-aminobifenyl, obě látky vykazují karcinogenní 

účinky [22-24]. Přehled metabolické přeměny NAH a následné poškození DNA a vyvolání 

mutagenity jsou schematicky znázorněny na obr. 1 [24]. Předpokládá se, že 4-NBP prochází 

stejnými metabolickými drahami. 

 

 

Obr. 1. Přehled metabolické přeměny NAH a následné poškození DNA a vyvolání 

mutagenity [24]. Ar označuje aromatický kruh. 

 

Ke stanovení 4-NBP jsou velmi účinně používané chromatografické techniky 

[6,13,15,25]. Elektrochemické chování 4-NBP bylo již studováno za pomoci rtuťových 

elektrod [26], rtuťovým meniskem modifikované stříbrné pevné amalgámové elektrody [27] 

a uhlíkové rotující diskové elektrody [26].  

MV je syntetické barvivo patřící mezi TPM barviva. Tato organická barviva se dříve 

používala k barvení textilií [28,29], nyní se využívají při barvení papírů [30], jako součást 

inkoustů [31], jako pH indikátory [32] a jsou také používána jako potravinářská, 

farmaceutická a kosmetická barviva [33]. Díky baktericidním a fungicidním účinkům 

nacházejí TPM barviva uplatnění také v lékařství, např. při přípravě lokálních antiseptik [34]. 

TPM barviva jsou pro člověka potenciálně nebezpečná a vykazují řadu negativních 

účinků [7,9,35]. Z těchto důvodů jsou žádané studie zabývající se jejich biologickými účinky 

a sledováním výskytu TPM barviv v životním prostředí a jejich odstranění z něj [30,36,37]. 
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MV lze stanovit spektrofotometricky [28,29]. Díky přítomnosti dvojné vazby mezi 

atomy dusíku a uhlíku je možné MV redukovat a studovat a stanovovat také 

elektrochemicky [38,39].  

 

1.2 Detekce poškození DNA 

Důsledkem interakce DNA s chemickými nebo fyzikálními vlivy přítomnými v okolním 

prostředí dochází k poškození DNA [40]. Existuje několik typů strukturálních změn DNA, 

lze je ale rozdělit na dvě základní skupiny: řetězcové zlomy a poškození bází DNA [41]. 

Po vzniku zlomů v obou řetězcích DNA často dochází k chromozomovým aberacím 

a k chybám v buněčném dělení. Hromadění těchto důsledků představuje karcinogenní a 

teratogenní riziko [40]. 

Nekovalentní interakce DNA s malými molekulami, např. potenciálně genotoxickými 

látkami, lze sledovat elektrochemicky. Vznik nekovalentně vázaného komplexu DNA–analyt 

může způsobit změnu elektrochemické odezvy DNA [3,42] i analytu [3,5]. Elektrochemické 

techniky se v této oblasti úspěšně používají ve spojení se rtuťovými [3,5,42], amalgamovými [43] 

a uhlíkovými [44] elektrodami. K detekci poškození DNA se možné použít DNA biosenzory. 

Obecně platí, že biosenzor je zařízení využívající biologický citlivý prvek (např. DNA), a to 

buď připojený přímo, nebo přes převodník (např. uhlíková nebo rtuťová elektroda) 

[3,5,44,45]. Pro tento účel je velmi vhodná HMDE. Kapka rtuti se jednoduše vytvoří do 

zásobního roztoku DNA. Po opláchnutí deionizovanou vodou je biosenzor, DNA modifikovaná 

HMDE (DNA-HMDE), připravený k okamžitému použití, viz obr. 2.  

Nejpoužívanější techniky k detekci poškození DNA jsou cyklická voltametrie (CV), 

diferenční pulzní voltametrie (DPV), square wave voltametrie (voltametrie se superponovaným 

pravoúhlým napětím, SWV) a chronopotenciometrie [2,3,43]. Další elektrochemické 

techniky, které lze využít, jsou elektrochemická impedanční spektroskopie a AC voltametrie 

(alternating current, voltametrie se střídavým potenciálem, ACV) [2]. Techniky sloužící 

k detekci poškození DNA lze rozdělit do následujících skupin: 1) bez využití značek [3,5,42], 

2) využívající na DNA nekovalentně vázané redoxní značky [46] a 3) využívající na DNA 

kovalentně vázané elektrochemicky aktivní značky. Všechny tři skupiny jsou přehledně 

popsány v [2]. 
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Obr. 2. Příprava DNA modifikované visící rtuťové kapkové elektrody (DNA-HMDE). 

ZE označuje základní elektrolyt. 

 

Při měření CV bez použití značek lze pozorovat v redukčním skenu pík cytosinu a 

adeninu (CA pík) při cca −1,45 V a v oxidačním skenu pík 7,8-dihydroguaninu 

při cca −0,3 V. Příčiny změn proudů píků DNA naměřených CV jsou detailně vysvětleny 

v pracích [2,3,5]. 

Při měření ACV bez použití značek lze prostřednictvím studia povrchových změn na 

DNA-HMDE sledovat strukturní změny DNA a poškození DNA. V AC voltamogramu lze 

pozorovat tři píky: pík 1 při cca −1,2 V (reorientace a desorpce adsorbované DNA), pík 2 při 

cca −1,3 V (způsobený dvouvláknovou formou DNA) a pík 3 při potenciálu negativnějším 

než pík 2 asi o 70 mV (způsobený denaturovanou (jednovláknovou) formou DNA). Změny 

proudů DNA píků naměřených ACV jsou podrobně vysvětleny v pracích [3,42]. 

Při měření DPV bez použití značek je možné studovat i signály analytu. Pokud se analyt 

chová jako redoxní indikátor a interkalace nemá kovalentní charakter, lze z posunu potenciálu 

píku (Ep) analytu odhadnout, jak DNA s analytem interaguje [2]. Ze změny výšky píku (Ip) 

analytu je možné vypočítat hodnotu vazebné konstanty (K) a vazebný poměr (m) komplexu 

DNA–analyt [5]. 
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2. Cíle dizertační práce 

Tato dizertační práce představuje příspěvek k aktuálnímu tématu vývoje metod stanovení 

biologicky aktivních organických látek a metod detekce poškození DNA, ke kterému dochází 

vlivem interakce DNA s těmito látkami. Tato dizertační práce byla vypracována v rámci 

dlouhodobého výzkumu UNESCO laboratoře elektrochemie životního prostředí v Praze. 

Tato práce navazuje na můj dosavadní výzkum prováděný v rámci diplomové práce 

(Voltametrické stanovení genotoxických nitrobifenylů) a navíc se zabývá voltametrickým 

chováním methylové violeti 2B a její interakcí s DNA. 

Předkládaná dizertační práce je založena na následujících vědeckých publikacích [1-5]. 

K rozlišení citací odkazujících na tyto publikace jsou odpovídající čísla v celém textu 

vyznačena tučně. 

 

[1] J. Gajdar, E. Horakova, J. Barek, J. Fischer, V. Vyskocil: Recent Applications of 

Mercury Electrodes for Monitoring of Pesticides: A Critical Review. 

Electroanalysis 2 (2016), DOI: 10.1002/elan.201600239, v tisku. 

[2] V. Vyskočil, M. Blašková, A. Hájková, E. Horáková, Z. Krejčová, K. Stávková: 

Electrochemical DNA Biosensors – Useful Diagnostic Tools for the Detection of 

Damage to DNA Caused by Organic Xenobiotics (A Review). V knize Sensing in 

Electroanalysis, K. Kalcher, R. Metelka, I. Švancara, K. Vytřas (Eds.), 141-162. 

University Press Centre, Pardubice 2012. 

[3] E. Horakova, J. Barek, V. Vyskocil: Voltammetry at a Hanging Mercury Drop 

Electrode as a Tool for the Study of the Interaction of Double-Stranded DNA with 

Genotoxic 4-Nitrobiphenyl. Electroanalysis 28 (2016), DOI: 10.1002/elan.201600241, 

v tisku. 

[4] E. Horakova, J. Barek, V. Vyskocil: Determination of Methyl Violet 2B Using 

Polarographic and Voltammetric Methods at Mercury Electrodes. Analytical Letters 49, 

56-65 (2016). 

[5] E. Horakova, V. Vyskocil, J. Barek: Interaction Study of Methyl Violet 2B with DNA 

and Voltammetric Determination of DNA in Aqueous Solutions. Monatshefte für 

Chemie - Chemical Monthly 147, 119-126 (2015). 
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Z důvodů uvedených výše, v kapitole 1, je tato práce zaměřena na použití rtuťových 

elektrod ke stanovení biologicky aktivních organických látek a na studium poškození DNA, 

které je důsledkem její interakce s těmito látkami. Tato práce se podrobně zabývá 

1) poškozením DNA vlivem interakce se 4-NBP a 2) elektrochemickým chováním a stanovením 

MV a interakcí DNA s MV. 

 

Hlavní cíle této práce: 

 

 Vývoj metod pro výzkum interakce DNA se 4-NBP pomocí visící rtuťové kapkové 

elektrody (HMDE) a DNA modifikované HMDE (DNA-HMDE) a následný popis této 

interakce. Zkoumání redukce 4-NBP bez a v přítomnosti DNA v roztoku.  

 

 Studium poškození DNA způsobeného její interakcí se 4-NBP. 

  

 Vývoj citlivých polarografických a voltametrických metod stanovení MV v roztoku 

na kapající rtuťové elektrodě (DME) a HMDE a ověření aplikovatelnosti těchto metod na 

modelových vzorcích pitné a říční vody. 

 

 Studium interakce DNA s MV na HMDE a popis této interakce. Zkoumání redukce 

MV bez a v přítomnosti DNA v roztoku.  

 

 

3. Metody a chemikálie 

3.1 Pracovní elektrody 

Pro základní polarografické studium elektrochemického chování MV byla použita DME. 

Ke stanovení MV byly využity techniky DC tast polarografie (DCTP) a diferenční pulzní 

polarografie (DPP). Doba kapky 1 s byla řízena elektronicky (potanciostatem Eco-Tribo 

Polarograph kontrolovaným softwarem Polar Pro 5.1), maximální plocha rtuťové kapky byla 

2,25 mm2, průtok rtuti kapilárou byl 4,3 mg s−1 [4]. Použití DME má několik výhod, např. 

vyloučení pasivace povrchu elektrody produkty a meziprodukty redukce, široké potenciálové 

okno, spolehlivost, jednoduchost [47,48]. Největšími nevýhodami jsou malá robustnost a 
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selektivita. Meze stanovitelnosti (LQ) dosažitelné pomocí DPP na DME jsou v řádu 

10−5 mol L−1 [48]. 

HMDE byla použita ke stanovení MV a ke studiu interakce DNA se 4-NBP a MV. 

HMDE je vhodným nástrojem pro environmentální analýzu [1,5,47] a detekci poškození 

DNA [4,5]. HMDE má ve porovnání s DME mnoho výhod: dosažitelné LQ jsou nižší díky 

použití adsorpčních a elektrolytických akumulací (až 10−10 mol L−1), nižší spotřeba rtuti, 

možnosti modifikace elektrodového povrchu. Na druhou stranu může docházet k pasivaci 

elektrodového povrchu a použitá mechanická zařízení a elektronika jsou komplikovanější [48]. 

Ke stanovení MV [3] byla použita HMDE s plochou rtuťové kapky 1,37 mm2 (řízena 

potenciostatem Eco-Tribo Polarograph kontrolovaným softwarem Polar Pro 5.1). Ke studiu 

interakce DNA se 4-NBP [3] a MV [5] byla použita HMDE s plochou rtuťové kapky 

0,49 mm2. HMDE byla řízena potenciostatem Autolab PGSTAT10 potentiostat/galvanostat 

připojeným k Metrohm 663 VA Stand kontrolovaným softwarem Nova 1.1 (pro měření DPV, 

CV a chronocoulometrie) nebo Nova 2.0 (CV a ACV). 

 

3.2 Polarografie a voltametrie 

Moderní digitální potenciostaty nabízejí možnost využití širokého spektra voltametrických 

technik. V analytické chemii se ke stanovení analytů nejčastěji používají DCV, DPV a 

DPAdSV [1,27,43].  

Ve výzkumu redukčních/oxidačních mechanismů nebo poškození DNA jsou často 

využívány tyto techniky: CV, ACV a SWV [2,3,5,40,42,49,50]. 

V současné analýze představují DCTP a DPP velmi robustní a spolehlivé techniky [1]. 

V této práci byly ke stanovení MV použity DCTP a DPP na DME s rychlostí polarizace (ν) 

4 mV s−1 a DCV, DPV a DPAdSV na HMDE s ν 20 mV s−1. Ke studiu interakce DNA 

s analyty byly použity DPV, CV a ACV. Konkrétní hodnoty ν a ostatní nastavení metod jsou 

uvedeny v příslušných článcích [3,4,5]. 

Měření byla provedena ve tříelektrodovém zapojení s DME nebo HMDE jako pracovní 

elektrodou, Ag|AgCl (3 mol L−1 KCl) referentní elektrodou a drátkovou platinovou 

pomocnou elektrodou.  
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3.3 Obecné postupy 

Měření na DME a HMDE: studovaný roztok by připraven do 10mL odměrné baňky a pak 

převeden do voltametrické nádobky. Při studiu interakcí DNA s analyty bylo navíc přidáno 

odpovídající množství DNA. Studovaný roztok byl před každým měřením probublán po dobu 

5 min dusíkem (čistoty 4.0, Linde Gas, Česká republika) a po dobu měření byl dusík foukán 

nad studovaný roztok. Čas k vybublání sloužil také k ustavení interakce DNA s analytem. 

Měření na DNA-HMDE: do roztoku DNA (1 mg mL−1) byla vytvořena rtuťová kapka 

HMDE, jež byla bezprostředně poté opláchnutá deonizovanou vodou a následně přenesena do 

základního elektrolytu. Takto byla připravena DNA modifikovaná HMDE. Některým 

měřením předcházela inkubace DNA-HMDE v roztocích analytu (viz obr. 2). Roztoky byly 

před každým měřením probublány 2 min dusíkem. 

Všechna měření byla provedena třikrát a hodnoty pro sestrojení závislostí byly 

vypočítány jako aritmetické průměry. Všechna měření byla provedena za laboratorních 

podmínek. Grafy byly vytvořeny pomocí softwaru Origin Pro 8.0 (OriginLab Corporation, 

USA) a k matematickým a statistickým výpočtům (na hladině významnosti α = 0.05) byl 

použit software Microsoft Excel 2013 (Microsoft Corporation, USA). 

 

3.4 Chemikálie 

Zásobní roztoky (1 mmol L−1) 4-NBP, MV a 4-ABP (čistota p.a.) byly připraveny 

rozpuštěním odpovídajícího množství látky v methanolu (99.9 %, čistota p.a.). Zásobní 

roztoky DNA (γDNA: 1, 10 a 50 mg mL−1; koncentrace 10 mg mL−1 odpovídá koncentraci 

DNA bází 0,04 mol L−1) byly připraveny rozpuštěním nízkomolekulární dvouvláknové DNA 

z lososích spermií v 0,3 mol L−1 NaCl nebo v deionizované vodě a skladovány při 4 °C. 

Fosfátový pufr (pH 7,0) byl připraven z NaH2PO4·H2O a Na2HPO4·10 H2O v koncentracích 

0,1; 0,01 a 0,001 mol L−1. Brittonův-Robinsonův pufr byl připraven titrací směsi H3BO3, 

H3PO4 a CH3COOH (všechny 0.04 mol L−1) 0,2 mol L−1 roztokem NaOH. Acetátový pufr 

(0,01 mol L−1, pH 4,0) byl připraven z CH3COONa·3 H2O a CH3COOH. 

Všechny použité chemikálie byly p.a. čistoty. K přípravě všech roztoků byla použita 

deionizovaná voda z Milli-Q Plus systému (Millipore, USA). Pokud není uvedeno jinak, 

všechny roztoky byly skladovány ve tmě při laboratorní teplotě. 
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4. Výsledky a diskuze 

4.1 Studium interakce DNA se 4-nitrobifenylem 

První část experimentů byla provedena v roztoku 4-NBP v 0,01 mol L–1 fosfátovém 

pufru pH 7,0 (PB)–methanol (8:2) na HMDE. Byl studován proud píku 4-NBP (Ip). Při měření 

DPV bylo zjištěno, že přítomnost DNA v roztoku 4-NBP vede k: 1) poklesu Ip 4-NBP, 

2) vzniku CA píku při potenciálu cca −1500 mV a 3) k významnému posunu potenciálu píku 

k méně negativním hodnotám při koncentraci DNA vyšší než 100 µg mL−1. Bylo vyvozeno, 

že během interakce DNA se 4-NBP dochází ke strukturním změnám DNA, ale ne ke vzniku 

komplexu DNA–analyt, podrobně vysvětleno v [3]. 

Poté byla změřena CV 4-NBP v PB–methanol (8:2) bez a s DNA v měřeném roztoku. 

Změna proudu píku 4-NBP s DNA v roztoku nebyla v interakčním čase (tint) 0 až 30 min 

významná, proud CA píku (ICA) píku klesl po 5 min na 75 %. Po 30 min byl pokles stejný. 

Pokles ICA může být způsoben strukturními změnami DNA podmíněnými vznikem DNA 

agregátu se 4-NBP. Výsledné chování DNA může být ovlivněno přítomností 4-NBP a opačně. 

Ze směrnic závislostí log (−Ip) 4-NBP na logaritmu rychlosti polarizace (log ν) bylo zjištěno, 

že elektrochemická redukce 4-NBP je bez s DNA v roztoku kontrolována adsorpcí i difúzí [52].  

Difúzní koeficient (D) byl stanoven z chronocoulometrických měření v roztoku 4-NBP 

v PB–methanol (8:2) bez a s DNA v roztoku, s reakčními časy 4 až 64 s. Hodnoty D byly 

vypočteny pomocí Ansonovy rovnice [53]. Standardní rychlostní konstanta (k0) redukce byla 

vypočítána z dat naměřených pomocí CV [54]. Reakce je elektrochemicky ireverzibilní a není 

ovlivněna přítomností DNA v roztoku [52]. Lze shrnout, že nedochází ke vzniku komplexu 

DNA–analyt a dochází ke konkurenční sorpci 4-NBP a DNA na povrch elektrody. 

Poškození DNA bylo studováno na DNA-HMDE po inkubaci v roztoku 4-NBP pomocí 

CV v PB, přičemž byl studován CA pík, a pomocí ACV v 0,3 mol L−1 NaCl a 

0,05 mol L−1 NaH2PO4 (upraveném na pH 8.5 titrováním 0,2 mol L−1 NaOH), při které byl 

studován pík 3. Optimalizace interakčních podmínek je podrobně popsána v [3]. Nejprve byl 

studován vliv denaturačního procesu na ICA a proud píku 3 (Iac3), ten je podrobně popsán v [3]. 

V porovnání s již publikovanými pracemi, které se zabývají poškozením DNA, vykazují 

voltamogramy naměřené v rámci této práce podobnost s jednovláknovou DNA [55]. 

Na základě toho lze říci, že v porovnání s ACV je CV pro studium poškození DNA citlivější 

a spolehlivější. 
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Pomocí CV (ν = 200 mV s−1) byla studována interakce DNA se 4-NBP na 

DNA-HMDE. Relativní změna ICA nebyla významná, nebyla ovlivněna ani koncentrací 

4-NBP ani tint. 

Pomocí CV (20 cyklů od −300 mV do −800 mV nebo od 0 do −800 mV, obojí 

ν = 50 mV s−1) nebo potenciostatické elektrolýzy (při −800 mV po dobu 10 min) byly 

generovány meziprodukty redukce 4-NBP během inkubace DNA-HMDE v roztoku 4-NBP. 

Poté byly sledovány změny ICA měřeného pomocí CV a Iac3 měřeného pomocí ACV. 

Byly pozorovány změny ICA, což naznačuje destabilizaci nebo denaturaci DNA. Tím byla 

interakce DNA s meziprodukty redukce 4-NBP potvrzena. 

Dále byla pomocí CV a ACV na HMDE studována interakce DNA se 4-ABP 

(při stejných experimentálních podmínkách, jako byl studován 4-NBP). Předpokládá se, že 

dochází také ke vzniku DNA agregátu. Interakce DNA se 4-ABP byla potvrzena.  

V rámci dlouhodobé studie byly pomocí CV a ACV na HMDE po dobu 7 dní a 16 hodin 

studovány roztoky 4-NBP v PB a 4-ABP v PB (obojí s DNA) a DNA v PB (jako blank). 

Poškození DNA nebylo potvrzeno. Jak již bylo zmíněno výše, k ovlivnění voltametrického 

chování DNA může docházet vlivem vzniku DNA agregátu s analytem. 

 

4.2 Polarografické a voltametrické stanovení methylové violeti 2B na rtuťových 

elektrodách 

Nejprve byl pomocí DCTP a DPP na DME studován vliv pH na elektrochemické chování MV 

v Brittonově-Robinsonově (BR) pufru (pH 2,0 – 12,0). Ke stanovení MV pomocí DCTP a 

DPP byl jako optimální vybrán BR pufr pH 4,0. Závislosti proudu píku MV na koncentraci 

byly lineární v celém kalibračním rozsahu, tj. od 1 do 100 µmol L−1 pro DCTP a od 0,1 

do 100 µmol L−1 pro DPP. Dosažené LQ byly 1,7 µmol L−1 pro DCTP a 0,16 µmol L−1 pro 

DPP. 

Při měření MV v BR pufru (pH 2 – 12) pomocí DCV a DPV na HMDE byly pozorovány 

dva píky. Kalibrační závislosti změřené pomocí DCV a DPV byly sestrojeny z druhého píku 

MV v BR pufru pH 4,0. Závislosti proudu píku MV na koncentraci byly lineární v rozsahu od 

0,2 do 10 µmol L−1 pro DCV a od 0,1 do 10 µmol L−1 pro DPV. Dosažené LQ byly 

65 nmol L−1 pro DCV a 45 nmol L−1 pro DPV. 

K dosažení nižší LQ MV byla použita technika DPAdSV na HMDE. Optimální 

akumulační podmínky byly: akumulační čas 600 s a akumulační potenciál −500 mV 
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(optimalizace je popsána v [4]). Kalibrační závislost byla lineární od 20 do 100 nmol L−1 a 

bylo dosaženo LQ 13 nmol L−1. 

Pro porovnání byla MV v BR pufru pH 4,0 stanovena UV-Vis spektrofotometricky, 

s LQ 0,5 μmol L−1 (měřeno při absorpčním maximu, λ = 584 nm). 

Vyvinutá metoda stanovení MV pomocí DPAdSV na HMDE byla ověřena při stanovení 

v pitné a říční vodě. Závislosti proudu píku MV na koncentraci byly lineární v rozsahu od 

0,04 do 1 µmol L−1 v pitné vodě a od 0,02 do 1 µmol L−1 v říční vodě. Dosažené LQ byly 

40 nmol L−1 pro pitnou vodu a 20 nmol L−1 pro říční vodu. 

 

4.3 Studium interakce DNA s methylovou violetí 2B 

Experimenty byly provedeny v roztoku MV v 0,1 mol L−1 acetátovém pufru pH 4,0 (AB) bez 

a s DNA v roztoku za laboratorní teploty a v interakčním čase 5 min.  

Pomocí DPV na HMDE bylo studováno elektrochemické chování MV v PB bez a 

s DNA v roztoku. Při měření DPV bylo zjištěno, že přítomnost DNA v roztoku MV vede k: 

1) poklesu Ip MV, 2) posunu Ep k méně negativním hodnotám, dosahující nejkladnější 

hodnoty při koncentraci DNA 50 µg mL−1. Z toho lze vyvodit, že dochází k interkalaci MV 

mezi páry bází DNA nebo k vazbě do malého nebo velkého žlábku DNA, vzniku komplexu 

DNA–MV, s následnou elektrostatickou interakcí, která je podpořena nízkou iontovou 

silou [56]. 

Dále byly změřeny CV MV v AB bez a s DNA v roztoku. Ve zpětném skenu nebyly 

pozorovány žádné signály, ani MV a ani komplexu DNA–MV. Lze předpokládat, že redukce 

MV i komplexu DNA–MV je chemicky ireverzibilní.  

Ze směrnic závislostí log (−Ip) MV na log ν bylo zjištěno, že elektrochemická redukce 

MV je kontrolována adsorpcí i difúzí [52]. Na druhou stranu redukce komplexu DNA–MV je 

kontrolována difúzí, což naznačuje tvorbu komplexu DNA–MV. 

Chování MV v PB v bez a s DNA v roztoku bylo dále studováno pomocí UV-Vis 

spektrofotometrie. Posun maxima MV nebyl významný, ale byl pozorován hyperchromní 

efekt dosahující minimální absorbance při koncentraci DNA 50 µg mL−1. Výsledky a závěry 

z UV-Vis spektrofotometrie jsou shodné s těmi dosaženými voltametricky.  

Hodnoty D byly stanoveny z chronocoulometrických měření roztoku MV v AB bez a 

s DNA, s reakčními časy 4 až 64 s. Hodnoty D byly vypočteny pomocí Ansonovy 

rovnice [53]. Standardní rychlostní konstanta (k0) redukce byla vypočítána z dat naměřených 
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pomocí CV [52] Lze shrnout, že redukce MV i komplexu DNA–MV je elektrochemicky 

ireverzibilní. 

Hodnoty K a m komplexu DNA–MV byly vypočítány z dat získaných pomocí DPV 

v roztoku s konstantní koncentrací DNA a měnící se koncentrací MV. Hodnota K byla 

vypočítána jako (4,6 ± 0,3) × 104 a z hodnoty m lze stanovit poměr MV a párů bází DNA 1:1. 

K byla dále stanovena z titrace roztoku MV roztokem DNA, (6,5 ± 0,1) × 104. Pomocí 

UV-Vis spektrofotometrie byla hodnota K stanovena jako (6,0 ± 1,4) × 104. 

Pokles Ip MV způsobený přídavkem DNA do roztoku byl využit k sestavení kalibrační 

závislosti pro koncentrace DNA ve vodném roztoku 1 – 1000 µg mL−1. Optimalizace metody 

je podrobně popsána v [5]. Optimální koncentrace MV byla 10 µmol L−1 s LQ DNA 

0,77 µg mL−1. 

 

5. Závěr 

V této dizertační práci bylo ukázáno, že rtuťové elektrody jsou velmi užitečným a 

spolehlivým nástrojem pro environmentální analýzu, interakční studie dvouvláknové DNA 

s organickými látkami a k výzkumu poškození DNA. K tomuto účelu jsou vhodné 

polarografie a voltametrie. Ke stanovení methylové violeti 2B (MV), trifenylmethanového 

barviva, byly použity kapající rtuťová elektroda (DME) a visící rtuťová kapková elektroda 

(HMDE). HMDE byla dále použita ke studiu interakce DNA s MV a 4-nitrobifenylem 

(4-NBP), polutantem životního prostředí. Dále byla ke studiu interakce DNA se 4-NBP jako 

biosenzor použita DNA modifikovaná HMDE (DNA-HMDE). 

Všechny cíle práce byly splněny. Pomocí cyklické voltametrie (CV), diferenční pulzní 

voltametrie (DPV) a AC voltametrie (ACV) ve fosfátovém pufru a prostředí fosfátový pufr–

methanol (8:2) na HMDE a DNA-HMDE byla studována interakce DNA se 4-NBP. 

Bylo zjištěno, že vlivem interakce dochází k poklesu píku 4-NBP a k poklesu píku adenosinu 

a cytosinu (CA pík). Elektrochemická redukce 4-NBP bez i s DNA v roztoku je 

kvazireverzibilní děj kontrolovaný adsorpcí i difúzí. 

Pomocí CV a ACV na DNA-HMDE byly studovány CA pík a pík 3. Po inkubaci 

v roztoku 4-NBP nebyla pozorována žádná významná změna CA píku ani píku 3. Nicméně 

byla potvrzena interakce DNA s redukčními meziprodukty 4-NBP. 
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Dále byla studována interakce DNA se 4-aminobifenylem (4-ABP), metabolitem 

4-NBP, za stejných podmínek jako 4-NBP. Rovněž byla provedena dlouhodobá studie 

roztoku DNA se 4-NBP a 4-ABP pomocí CV a ACV. Bylo zjištěno, že interakcí DNA se 

4-NBP i se 4-ABP dochází ke vzniku DNA agregátu s těmito analyty. 

Druhý analyt, MV, byl nejprve studován polarograficky pomocí DME a voltametricky 

na HMDE. Optimální prostředí pro stanovení byl Brittonův-Robinsonův pufr pH 4,0. Nejnižší 

meze stanovitelnosti (LQ), 13 nmol L−1, bylo dosaženo pomocí diferenční pulzní adsorpční 

rozpouštěcí voltametrie (DPAdSV) na HMDE. Dosažené LQ jsou srovnatelné s nebo nižší než 

LQ získaná pomocí UV-Vis spektrofotometrie. DPAdSV na HMDE byla použita ke stanovení 

MV v modelových vzorcích pitné a říční vody. 

Poté byla pomocí CV a DPV na HMDE a pomocí UV-Vis spektrofotometrie studována 

interakce DNA s MV v acetátovém pufru. Bylo zjištěno, že vlivem interakce dochází 

ke vzniku supramolekulárního komplexu DNA–MV. Elektrochemická redukce MV i 

komplexu DNA–MV je ireverzibilní. Pomocí UV-Vis spektrofotometrie a DPV byly 

vypočteny hodnoty konstanty stability a vazebný poměr komplexu DNA–MV. 

Pokles proudu píku MV způsobený přítomností DNA v roztoku byl využit pro vývoj 

metody nepřímého stanovení DNA ve vodném roztoku s LQ 0,77 μg mL−1. 

Tato práce ukazuje, že využití HMDE k výzkumu interakce DNA s biologicky 

aktivními organickými látkami je vhodné, a to s aplikováním různých přístupů a k potvrzení 

různých druhů interakcí. Rtuťové elektrody jsou stále spolehlivým a moderním nástrojem pro 

základní výzkum in vitro. 
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