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ABSTRACT

An increasing concentration of heavy metals in the environment is a serious problem for
human and animal health protection and production of foodstuffs in many countries around
the world. The aim of this paper was to suggest a new heavy metal biosensor based on
interaction of metals (cadmium and zinc) with metallothionein, which belongs to group of
intracellular, high molecular and cysteine-rich proteins binding heavy metals, using
adsorptive transfer stripping (AdTS) differential pulse voltammetry (DPV). Primarily, we
studied the electrochemical behaviour of MT on the surface of hanging mercury drop
electrode by AdTS DPV. Perfect coverage of the electrode surface — forming of the surface
assembled monolayer — was reached at time about 240 s for 1 uM protein concentration. The
detection limits of the selected heavy metals (cadmium and zinc), which were analysed in the
presence of the basic electrolyte — 0.5 M NaCl (pH 6.4), were 250 fmole and 340 fmole in 5
ul drop, respectively. In addition, we applied the biosensor to analyse heavy metals in human
body liquids (human blood serum and human urine) and beverages.

Keywords: heavy metal, cadmium, zinc, biosensor, metallothionein, electrochemistry,
adsorptive transfer stripping, differential pulse voltammetry, human blood serum, human

urine, beverages

ABSTRAKT
Vzristajici koncentrace tézkych kovl v zivotnim prostiedi je zdvaznym problémem v ochrané

zdravi organismi a produkci potravin v fadé zemi. Cilem této prace bylo navrhnout novy



biosenzor zalozeny na interakci kovu (kadmium a zinek) s metalothioneinem, ktery pati do
skupiny intracelularnich, vysoko molekuldrnich a na cystein bohatych proteinti, vazajicich
tézké kovy, vyuzitelny pro detekci tézkych kovli pomoci adsorptivni pfenosové techniky
(AdTS) diferencni pulsni voltametrie (DPV). Nejprve jsme studovali elektrochemické
chovani metalothioneinu na povrchu rtutové visici kapkové elektrody pomoci AdTS DPV.
Dokonalé pokryti elektrodového povrchu bylo dosazeno po akumulaci ptiblizné 240 s pii
koncentraci MT 1 uM. Detekéni limity pro kadmium a zinek, které byly analyzovany
v prosttedi zakladniho elektrolytu — 0,5 M NaCl (pH 6,4), byly 250 fmola respektive 340
fmolti v5 ul kapce. Dale jsme navrzeny biosensor aplikovali na analyzu tézkych kovi
v lidskych télnich tekutinach (krevni sérum a moc) a bézné dostupnych napojich.

Kli¢ova slova: tézky kov, kadmium, zinek, biosenzor, metalothionein, elektrochemie,
adsorptivni pfenosova technika, diferencni pulsni voltametrie, lidské krevni sérum, lidska

moc¢, napoje

UVOoD

Rozvoj primyslové vyroby piindsi produkci celé fady skodlivych sloucenin —
pesticidll, toxickych organickych latek a také tézkych kovi. Koncentrace tézkych kovi
v zZivotnim prostfedi je zdvaznym problémem v ochrané lidského zdravi a produkei potravin
v fad¢ zemi. A proto snadnd a rychla detekce tézkych kovi ve velmi nizkych koncentracich je
nezbytna pro zajisténi opatfeni proti akutni intoxikaci, a predevSim, proti dlouhodobé
expozici, ktera mize vést ke vzniku mnoha onemocnéni, poptipadé¢ ke smrti. Nedavno bylo
publikovano né¢kolik praci popisujicich stanoveni tézkych kovii pomoci biosenzora
zalozenych na interakei t&7kého kovu s DNA ', enzymem (pfedeviim ureasou) *'°, bakterii

11-13 . 14,15
a proteinem -

. Wu a Lin publikovali praci popisujici vyuziti metalothineinu pro
konstrukci proteinového biosenzoru detekujiciho tézké kovy. Metalothioneiny (MT) patii do
skupiny intracelularnich, nizkomolekularnich na cystein velmi bohatych proteini (obsah Cys
az 30 % v molekule proteinu) o molekulové hmotnosti od 6-10 kDa '°. Diky své vysoké
afinit¢ k tézkym koviim, napf. k zinku, médi nebo kadmiu, je jejich hlavni funkci
homeostaticka kontrola a detoxikace téchto tézkych kovli u vyvojove rozdilnych organismii.
Cilem této prace bylo navrhnout biosenzor tézkych kovili zalozeny na interakci té¢zkého
kovu (kadmium a zinek) s metalothioneinem. Dale vyuzit navrzeny biosenzor pro detekci

tézkych kovil v lidskych télnich tekutinach (lidska krev a moc€) a pro rychlé a citlivé urceni

obsahu studovanych tézkych kovii v napojich.



MATERIALY A METODY
Chemikalie

Metalothionein (krali¢i jatra, MW 7143) obsahujici 5,9 % Cd a 0,5 % Zn, chlorid
sodny, dusi¢nan kademnaty, dusi¢nan zine¢naty a dalsi pouzité chemikéalie byly zakoupeny od
Sigma Aldrich (St. Louis, USA), vyjma tris(2-karboxyethyl)fosfinu (TCEP), ktery byl od
Molecular Probes (Evgen, Oregon, USA). Zasobni roztoky standardu metalothioneinu v
koncentraci 10 pg.ml”’ byly pfipravovany pomoci ACS vody (Sigma-Aldrich, USA) a
uchovavany ve tmé pii 4 °C. Pracovni standardni roztoky byly pfipravovany denné fedénim
roztokd zéasobnich. Hodnoty pH byly méfeny pomoci WTW inoLab Level 3 pH metrem
(Weilheim, Germany), ktery byl propojen s osobnim pocitatem a fizen programem (MultiLab
Pilot; Weilheim, Germany). pH-elektroda (SenTix- H, pH 0-14/3M KCI) byla pravidelné
kalibrovana sadou WTW pufria (Weilheim, Germany).

Elektrochemické metody

Elektrochemické méteni bylo provadéno na AUTOLABu (EcoChemie, Holandsko) ve
spojeni s VA-Stand 663 (Metrohm, Svycarsko). Byl pouzit t¥ielektrodovy systém a skladal se
z visici rtutové kapkové elektrody (HMDE) jako pracovni elektrody s plochou 0.4 mm?,
Ag/AgCl/3 mol.I" KCI elektrody jako referencni elektrody a platinového dratku jako
pomocné elektrody. GPES software (EcoChemie, Holandsko) byl aplikovan na zpracovani
hrubych dat za pouziti urovné 4 Savitzky and Golay filtru. Analyzované vzorky byly
deoxygenovany pro méteni pomoci probublavani argonem (99.999%) nasyceného vodou po

120 s. VSechny experimenty byly provadény pii pokojové teplote.

Adsorpcni  prenosova  rozpoustéci  (AdTS) diferencni  pulzni  voltametrie (DPV)
metalothioneinu

Metalothionein byl detekovan pomoci AdTS DPV. Vzorky obsahujici metalothionein
byly pred kazdym méfenim redukovany pomoci ptidavku 1 mM tris(2-karboxyethyl)fosfinu
(TCEP) podle . Zakladnim elektrolytem byl 0,5 M chlorid sodny, pH 6,4. DPV parametry
byly nasledujici: pocate¢ni potencial —1,2 V, kone¢ny potencial —0,3 V, modulaéni ¢as 0,057

s, Casovy interval 0,2 s, potencialovy krok 1,05 mV/s, modula¢ni amplituda 25 mV.



Realné vzorky
Lidska moc

Lidskd mo¢ (ziskand od zdravého laboratorniho personalu) byla filtrovana ptes
teflonovy kulaty filtr (0.45 pm a 13 mm primér, Alltech Associates, Deerfield, II, USA) a
pied analyzou byla 10 x zifedéna 0,5 M chloridem sodnym (pH 6,4). Déle jsme do 10 x
ziedéného roztoku lidské moci pfidali Cd(IT) anebo Zn(II) v koncentracich 25, 50, 100, 225,
400, 600 anebo 50, 100, 200, 400, 600, 800 uM.

Lidské krevni sérum

Vzorky lidského krevniho séra byly ziskany z Ustavu klinické biochemie, Urazové
nemocnice Ponavka v Brn¢. Lidské krevni sérum bylo pfed analyzou 1000 x zfedéno pomoci
0,5 M chloridu sodné¢ho (pH 6,4). Navic jsme k takto pfipravenému roztoku ptidali Cd(II)
anebo Zn(II) v koncentracich 50, 100, 200, 400, 600, 800 uM.

Napoje
Mineralni vody pfirodni a ochucené (Magnesia a Mattoni) byly zakoupeny
v supermarketu Tesco. Pied analyzou nebyly vzorky fedény. Kademnaté anebo zineCnaté

ionty byly do vzorku minerélnich vod pfidany v koncentracich 100, 200, 300 a 400 uM.

VYSLEDKY A DISKUSE
V nedavné dobé byly publikovany prace zabyvajici se konstrukci biosenzord na
detekci tézkych kovli pomoci rozdilnych biologickych soucasti (houby, bakterie, proteiny,

2,5,6,10,12-15,18-27 € At o1 o ety
SISV nasi praci jsme se zabyvali elektrochemickym stanovenim tézkych

peptidy)
kovli pomoci jejich interakce s metalothioneinem.

Elektrochemické chovani metalothioneinu bylo jiz dfive popsano pomoci
chronopotenciometrické rozpousStéci rozpoustéci analyzy, cyklické a diferenéni pulzni
voltametrie. Nedavno jsme studovali MT pomoci CPSA v kombinaci s adsorptivni
pfenosovou technikou. V této praci byla zvolena diferenci pulzni voltammetrie v kombinaci s

adsorptivni pfenosovou technikou pro lepsi pochopeni moznych procesi, které probihaji na

povrchu pracovni elektrody.

Adsorptivni prenosovd technika jako zdklad elektrochemického biosenzoru
Adsorptivni  pfenosovd technika byla vyvinuta jako vhodny ndstroj pro

elektrochemickou analyzu biomolekul, jako jsou proteiny a DNA **° Princip analyzy



spociva v adsorbovani studovaného analytu na povrch pracovni elektrody (HMDE). Po
ukonceni expozice je piebytek analytu z povrchu pracovni elektrody omyt v pufru. Bylo
prokazano, ze na povrchu HMDE vzniké pouze film z latek vysokomolekuldrnich nebo silné

interagujicich s povrchem elektrody (za vzniku celé fady fyzikaln¢ chemickych interaket).

Adsorptivni prenosova technika pro detekci metallothioneinu

Metalothionein (MT) je vyznamnym sav¢im proteinem vazajicim kovy. MT studovany
pomoci DPV poskytuje nékolik elektrochemickych signdll, jako komplexy MT s tézkymi
kovy piitomnymi v roztoku, tj. MT(Cd); MT(Zn), CdT', ZnT'a ZnT *"*°. V ziskanych
voltamogramech, jsou vSak krom¢ signalti uvedenych komplexti kovii s MT jeSté navic
ptitomny redoxni signaly iontovych forem Cd(II) a Zn(II) *">°.

Proto nés zajimalo jaky bude elektrochemicky zaznam MT po aplikaci AdTS DPV.
MT (1 uM) byl nejdiive akumulovan na povrch pracovni elektrody a ziskand voltametrické
ktivka je ukazana na Obr. 1Aa. Byly pozorovany vSechny piedpokladané elektrochemické
signdly MT (MT(Cd); MT(Zn), CdT, CdT', ZnT'a ZnT), avSak zadny signal volnych
iontovych forem Cd a Zn. Zjistény fakt, potvrzuje piedpoklad, ze nizkomolekularni
slouceniny nejsou schopny pienosu, a tedy i nasledné detekce. V ptipad¢, ze byla provedena
akumulace (120 s) pouze t€zkého kovu (Cd, Zn), nebyl pozorovan zadny signal odpovidajici
tézkému kovu (neni ukazano). Dale nds zajimalo, jaky bude mit vliv redukéni ¢inidlo TCEP
na pozorované MT signaly. DPV voltamogramy 10 uM MT bez 1 mM TCEP (a) as 1 mM
TCEP (b) jsou ukazany na Obr. 1Aa,b. V piipad¢ analyzy redukovaného MT jsme pozorovali
znacny pokles vysky piku ZnT". Zatimco vyska signali CdT a MT(Cd) vzrostla okolo 30 — 40
% v porovnani z neredukovanym MT. Navic signal CdT" zmizel. Pozorované zmény mohou
byt zptsobeny redukci oxidovanych MT clusteri. A proto jsme v naSich ndasledujicich
experimentech pouzivali 1 mM TCEP pro redukci MT.

Jiz diive jsme zjistili, Z¢ MT je na povrch HMDE velmi dobie akumulovatelny ***.
Zavislost proudové odezvy MT na dobé akumulace u tii MT koncentraci (10 uM, 1 uM a 250
nM) je ukdzéna na Obr. 1Ba. Ziskané zavislosti pro koncentrace MT (1 a 10 mM) mély tvar
Langmuierovské izotermy. Dokonalého pokryti povrchu metalothioneinem bylo dosazeno po
jeho expozici 200 az 250 s, Obr. 1Ba. V piipadé nizké koncentrace byla pozorovana zavislost
hyperbolické a ani do 360 s nebylo dosazeno plného pokryti povrchu pracovni elektrody Obr.

1Ba. Pro nasledujici experimenty jsme pouzivali 10 uM MT, ktery jsme adsorbovali 240 s na

povrch pracovni elektrody.



Koncentraéni zavislost byla studovana metodou postupného fedéni vzorku MT. Jako

analyticky signal byl vyhodnocovan pik CdT (-0.64 V). Ziskana zavislost ve studovaném

rozsahu 50 nM az 10 uM MT mg¢la také tvar Langmuirovské izotermy (Obr. 1Bb). Ve vyssich

koncentracich dochézi pravdépodobné k plnému pokryti povrchu pracovni elektrody, ¢imz se

meéni vlastnosti elektrodové dvojvrstvy. V piipadé nizkych koncentraci (50 nM az 1 uM MT)

jsme ziskali striktné linedrni zavislost koncentrace MT na proudové odezvé signdlu CdT (y =

21.37x - 0.0575; R* = 0.9983) s limitem detekce MT (3S/N) 40 nM, Obr. 1Bb.
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Obr.

1: DPV voltamogramy 10 uM MT bez (Aa) a s 1 mM TCEP - tris(2-

carboxyethyl)phosphine (Ab) ziskané AdTS DPV technikou. DPV parametry: pocatecni
potencial —1,2 V, konecny potencial —0,3 V, modulacni cas 0,057 s, casovy interval 0,2 s,
potencialovy krok 1,05 mV/s, modulacni amplituda 25 mV, E.,; = 0 V. VIiv riiznych dob
akumulace (Ba) a MT koncentrace (Bb a viloZeny obrazek Bb) na velikost CdT proudové
odezvy. Dalsi experimentalni detaily jsou uvedeny v sekci Materialy a metody.



Modifikace HMDE metallothioneinem

Vnasem piipadé bylo vyuzito HMDE jako fyzikdlné chemického casti
a metallothioneinu jako biologické ¢asti biosenzoru na stanoveni téZkych kovl. Jak bylo
popsano vyse, neprokazali jsme, ze by bylo mozné prenaSet na povrchu HMDE samotny
t&zky kov a je znamo, ze PC a MT velmi dobie vazi do svych struktur t&zké kovy *7#4°2,
Proto bylo mozné provést experiment: i) na povrch pracovni elektrody HMDE adsorbovat MT
i1) odstranit pfebytecny MT iii) vystavit adsorbovany MT plisobeni tézkého kovu iv)

detekovat zménu signalu MT (schéma experimentu je zobrazeno na Obr. 2).

1 2 3 4 5 6
adsorpce MT omyti MT interakce omyti elektrochemicka voltamogram
elektrody s t&Zkym kovem elektrody detekce

Obr. 2: Schéma adsorptivni prenosové rozpoustéci techniky pouzité pro detekci tézkych kovii,
(1) obnova povrchu visici rtutové kapkoveé elektrody (HMDE), (2) adsorpce MT na povrch
HMDE; (3) omyti elektrody v chloridu sodném (0.5 M, pH 6.4); (4) interakce tézkého kovu
(kadmium anebo zinek) s proteinem modifikovanym HMDE povrchem; (5) omyti elektrody
v chloridu sodném (0.5 M, pH 6.4); (6) analyza MT pomoci DPV v 0,5 M chloridu sodném,
pH 6,4.

Elektrochemické chovani metallothioneinem modifikované HMDE v pritomnosti Cd(Il) a
Zn(1l)

MT (10 uM) byl na povrch HMDE adsorbovan 240 s a nésledn¢ byla modifikovana
elektroda vystavena 10 uM Cd(II) anebo 100 uM Zn(II) po dobu 120 s. Po té byla elektroda
omyta (0.5 NaCl) a umisténa do méfici nddobky obsahujici zakladni elektrolyt (0,5 M NacCl,
pH = 6.4), experimentalni schéma je zobrazeno na Obr. 2. Ziskané voltmetrické signaly jsou
zobrazeny na Obr. 3Aa. V ptipadé Cd(II) jsme pozorovali ¢tyfi signaly komplextt MT s Cd(II)
— CdT": -0.82 V; CdT: —0.63 V; MT(Zn): —0.46 V a MT(Cd): —0.40 V. Pfi¢emz po ptidavku
Zn(II) se objevily pouze tii signaly — CdT: —0.68 V, MT(Zn): —0.46 V and ZnT: —1.1 V (Obr.
3Aa).

Vliv casu interakce heavy metals s modifikovanou HUDE
Nejdiive jsme studovali vliv doby interakce tézkého kovu (kadmium anebo zinek)
s MT modifikovanou HMDE. Na povrch HMDE byl adsorbovan MT v koncentraci 10 uM po

dobu 240 s. Takto modifikovana elektroda byla vystavena interakci s konstantni koncentraci



kadmia po rizn¢ dlouhou dobu. Zjistili jsme, Ze v prubéhu interakce dochazi k postupnému
snizovani signalu CdT primérné asi o 6% na 60 s expozici tézkym kovem a po 420 s je signal
CdT sniZen o vice jako 50 % (Fig. 3Ab). Signal MT(Zn) se v pribéhu experimentu ménil
primérné o 3%. Jiz na pocatku experimentu byl pozorovatelny signal, ktery byl oznacen jako
MT(Cd), ktery se vzrustajici dobou interakce vzristal. Nejdiive vSak velmi pozvolné, a teprve
od 250 s byl pozorovan vyrazny narist signalu MT(Cd). Negativnéji od piku CdT byl
pozorovan dalsi rychle rostouci signal CdT" teprve od ¢asu akumulace asi 180 s (Obr. 3Ab).
V ptipadé Zn(Il), signal CdT klesal, a signaly MT(Zn) a ZnT rostly se vzriistajici dobou
interakce t¢zkého kovu s povrchem MT modifikované elektrody (neni ukazano). Ze ziskanych
experimentalnich vysledkli jsme vychazeli v dalsi ¢asti prace, kde bylo potfebné exponovat

modifikovanou HMDE tézkym kovem (kadmium anebo zinek) minimalné 300 s.
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Obr. 3: DPV voltamogramy 10 uM MT bez pridavku Cd(1l) a Zn(Il), 10 uM MT + 10 uM
Cd(l) a 10 uM MT + 100 uM Zn(Il) (Aa). DPV parametry: doba akumulace 240 s, doba
interakce 120 s. Zavislost vysky piku CdT na dobé interakce (Ab). Vliv riiznych koncentraci
Cd(Il) (Ba) anebo Zn(Il) (Bb) na vysku piku CdT. MT koncentrace: 10 uM. DPV parametry:
doba interakce 300 s. Dalsi detaily jsou uvedeny v legende Obr. 1.



Primé stanoveni Cd(1l) a Zn(Il) pomoci MT modifikované HMDE

Déle byl studovan vliv rizné koncentrace t€zkého kovu na pozorované MT signaly.
Jako analyticky vyuZitelny signél pro kvantifikaci Cd(Il) 1 Zn(II) byl pouzit pokles signalu
CdT. Ziskana zavislost v ptipadé¢ Cd(II) byla linearni y = -0,0446x + 45,047; R? = 0,9969
a limit detekce t¢zkého kovu se pohyboval kolem 250 fmole v 5 pl kapce (0,05 uM), Obr. 3
Ba). Pro sestrojeni kalibracni kiivky Zn(II) bylo opét vyuzito signalu CdT, ktery linearné
klesal s rostouci koncentraci pfidavaného Zn(Il). Rovnice ziskané pfimky byla y = -0,0442x +
47,559; R* = 0,9929 (Obr. 3Bb) a limit detekce stanoveni Zn(Il) se pohyboval kolem 2.5
pmole v 5 ul kapce (0,5 uM).

Stanoveni Cd(1l) a Zn(Il) pomoci MT modifikované HMDE v pritomnosti lidské moci

Pouzili jsme nas biosenzor tézkych kovii pro detekci Cd(IT) anebo Zn(II) v pfitomnosti
biologické matrice (lidské moci). Konkrétné, MT (10 uM) byl adsorbovan (240 s) na povrch
HMDE a poté byla takto modifikovana elektroda vystavena interakci s Cd(Il) anebo Zn(II)
v ptitomnosti lidské moc¢i (10 x zfedéna) po dobu 300 s. Do vzorku ziedéné lidské moci jsme
pridali Cd(II) anebo Zn(II) v koncentracich 25, 50, 100, 225, 400, 600 anebo 50, 100, 200,
400, 600, 800 uM. Typické voltamogramy ziskané v ptitomnosti lidské moci jsou ukazany na
Obr. 4Aa. Po pridavku Cd(II) jsme pozorovali ¢tyii signaly: CdT’, CdT, MT(Cd) a MT(Zn),
zatimco po ptidavku Zn(Il) pouze tfi: CdT, ZnT a MT(Zn) (neni ukdzano). Tyto vysledky
dobie koresponduji s vysledky ziskanymi v pufrovaném prostiedi. V piipad¢ vzristajici
koncentrace Cd(II) jsme pozorovali pokles sledovaného piku CdT (y = -0,0321 + 33,534; R* =
0,9888; Obr. 4Ab). V ptipadé¢ Zn(Il) je zavislost vysky piku CdT na koncentraci Zn(II)
zobrazena na Obr. 4Ac a jeji rovnice je y = -0,0385x + 39,143; R? = 0,9915. Vsechny
pozorované signaly podobné elektrochemické chovani jako v pufrovaném prostiedi, pouze
vysky vSech zminénych signali byly v ptfitomnosti lidské moci niz§i v porovnani s 0,5 M
NaCl. Tento efekt je pravdépodobné zplisoben adsorpci necistot pritomnych v realném vzorku
na povrch pracovni elektrody. Detekéni limity (3 S/N) pro Cd(II) anebo Zn(II) byly 467 fmol
anebo 390 fmol v 5 ul kapce.

Stanoveni Cd(1l) a Zn(Il) pomoci MT modifikovanée HMDE v pritomnosti lidského krevniho
séra
Nami navrzeny biosenzor jsme dale testovali pro detekci tézkych kovl v ptitomnosti

lidského krevniho séra. Postupné jsme ptidali do vzorki lidského krevniho séra Cd(II) anebo



Zn(Il) v koncentracich 50, 100, 200, 400 a 800 uM. Typické voltamogramy ziskané
v pritomnosti lidského krevniho séra jsou ukazany na Obr. 4Ba. Jak je z obrazku dobie patrné,
muzeme pozorovat tfi dobfe vyvinuté elektrochemické signaly: CdT’, MT(Cd) a CdT. Signal
CdT klesal se vzristajici koncentraci Cd(I) — y = -0,0216x + 23,960; R* = 0,9920 (Obr. 4Bb).
Podobnou zavislost jsme pozorovali v pfipadé Zn(II). Konkrétné, CdT signal klesal se
vzristajici koncentraci Zn(Il) ve vzorku krevniho séra — y = -0.0254x + 29.228, R? =0.9997
(Obr. 4Bc). Detekéni limit (3 S/N) pro Cd(IT) anebo Zn(IT) byl 750 fmol anebo 630 fmol v 5

ul kapce.
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Obr. 4 Biologicka matrice — lidska moc¢. DPV voltamogramy 10 uM MT bez pridavku Cd(Il) a
10 uM MT + 500 uM kadmia ziskané v pritomnosti 10 x ziedené lidské moci (Aa),; viozeny
obrazek: piky MT(Zn) a MT(Cd) upravené programem GPES v modu baseline correction.
Viiv ruznych koncentraci kademnatych (Ab) anebo zinecnatych iontii (Ac) na vysku CdT piku.
Lidské krevni sérum. DPV voltamogramy 10 uM MT bez pridavku Cd(Il), a 10 uM MT + 800
UM kademnatych iontu, a 10 uM MT + 800 uM zinecnatych iontii ziskané v pritomnosti
lidského krevniho séra (Ba). VIiv riiznych koncentraci kademnatych (Bb) anebo zinecnatych
iontii (Bc) na vysku CdT piku. DPV voltamogramy 10 uM MT bez pridavku Cd(Il), a 10 uM
MT + 300 uM kademnatych iontu, a 10 uM MT + 300 uM zinecnatych iontii ziskané v
pritomnosti minerdlni vody (Ca). Vliv ruznych koncentraci kademnatych (Cb) anebo
zinecnatych iontit (Cc) na vysku CdT piku. MT koncentrace: 10 uM. DPV parametry.: doba
akumulace 240 s, doba interakce 300 s. Dalsi detaily jsou uvedeny v legendé Obr. 3.



Stanoveni Cd(Il) a Zn(Il) pomoci MT modifikovanée HMDE v napojich

Na zavér jsme pouzili ndmi navrZzeny biosenzor tézkych kovi na detekci Cd(II)
a Zn(Il) v bézné dostupnych minerdlnich vodach. Nejprve jsme do vzorku minerdlni vody
ptidali Cd(II) anebo Zn(II) v koncentracich 100, 200, 300 a 400 uM. Voltamogramy 10 uM
MT, 10 uM MT + 300 uM Cd(II) a 10 pM MT + 300 uM Zn(Il) ziskané v pfitomnosti
mineralni vody (Magnesia) jsou ukazany na Obr. 4Ca. Zavislosti vySky piku CdT na zvySujici
se koncentraci Cd(II) anebo Zn(Il) ziskané v ptfitomnosti mineralni vody (Magnesia) jsou
zobrazeny na Obr. 4Cb,c. CdT signal linearné klesal se zvySujici se koncentraci té¢zkého kovu
ve vzorku mineralni vody (pro Cd(Il): y = -0,056x + 48.,5; R*> = 0,9987; pro Zn(Il): y = -
0,052x + 45,5; R* = 0,9869). Ze ziskanych kalibragnich kfivek jsme byli schopni zjistit
koncentraci tézkych kovl (kadmia a zinku) pfimo ve vzorcich minerdlnich vod. Mnozstvi
kademnatych ionti se pohybovalo pod hranici limitu detekce naseho biosenzoru. V piipadé

Zn(IT) jsme detekovali 1,2 pg.ml” v Magnesii a 1,4 pg.ml"' v Mattoni.

ZAVER

Vyvoj snadno a rychle obnovitelnych senzorti pro detekci rozdilnych analyti je
vyznamnym Ukolem soucasné analytické chemie a biochemie. V nasi praci byl navrZzen
jednoduchy senzor pro stanoveni Cd(I) a Zn(Il) vyuzivajici modifikace povrchu visici
kapkové rtutové elektrody metalothioneinem. Ziskané vysledky ukazuji na mozné vyuziti této
technologie pro snadnou, rychlou a levnou detekci tézkych kovii pfitomnych v zivotnim

prostiedi, potravinatskych produktech ¢i biologickych vzorcich.

Podékovani

Piispévek vznikl za podpory FRVS 164/2004, IGA MZLU 3/2004, GACR 525/04/P132.
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