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Abstrakt 

Cílem této práce bylo nalézt vhodné podmínky pro stanovení vybraných modelových 

environmentálních polutantů – 5-nitrobenzimidazolu a kyseliny pikrové – pomocí technik DC 

voltametrie (DCV) a diferenční pulsní voltametrie (DPV) na leštěné stříbrné pevné 

amalgámové kompozitní elektrodě (p-AgSA-CE) ve vodných roztocích Brittonova-

Robinsonova (B-R) pufru a nalezení meze stanovitelnosti (LQ) pro tyto látky. Pro 

5-nitrobenzimidazol byly nalezeny optimální podmínky voltametrického stanovení 

v prostředí B-R pufru o pH 5, ale nebyly získány kalibrační závislosti. Důvodem byla s časem 

se zhoršující kvalita odezvy 5-nitrobenzimidazolu, která i přes pravidelné provádění 

předúpravy pracovní elektrody vedla k nereprodukovatelným výsledkům. Pro kyselinu 

pikrovou byly pro DPV i DCV na p-AgSA-CE zjištěny vhodné podmínky v prostředí B-R 

pufru o pH 2. Koncentrační závislosti byly pro techniku DPV proměřeny v rozmezí 1.10-6 až 

1.10-4 mol.L-1 s dosaženou LQ 2,5.10-7 mol.L-1 a pro techniku DCV v rozmezí 1.10-7 až 

1.10-4 mol.L-1 s hodnotou LQ vypočtenou na 5,5.10-8 mol.L-1. Pro srovnání nově vyvinutých 

voltametrických metod stanovení kyseliny pikrové bylo provedeno UV-VIS 

spektrofotometrické stanovení v deionizované vodě v koncentračním rozmezí 2.10-6 až 

1.10-4 mol.L-1 s dosaženou LQ 2,5.10-6 mol.L-1. 

 

Abstract 

The aim of this study was the finding of applicable conditions for the determination of 

selected model environmental pollutants, namely 5-nitrobenzimidazole and picric acid, using 

DC voltammetry (DCV) and differential pulse voltammetry (DPV) at a polished silver solid 

amalgam composite electrode (p-AgSAE-CE) in the aqueous solution of Britton-Robinson 

(BR) and finding of the limit of quantification (LQ) for these substances. For 

5-nitrobenzimidazole, the optimum conditions of voltammetric determination have been 

found in the medium of B-R buffer pH 5, but any calibration dependences were obtained. The 

reason was the deteriorating quality of 5-nitrobenzimidazole response even if the routine 

pretreatment of working electrode was maintained. This resulted in obtaining of 

irreproducible results upon the determination of 5-nitrobenzimidazole. For picric acid, the 

optimum conditions have been found for both DPV and DCV at p-AgSAE-CE in the medium 

of B-R buffer pH 2. The concentration dependences were measured in the range 1.10-6 -  

1.10-4 mol.L-1 for DPV with the value of reached LQ 2,5.10-7 mol.L-1 and, for DCV, in the 

range 1.10-7 - 1.10-4 mol.L-1 with LQ calculated as 5,5.10-8 mol.L-1. For comparison of newly 

developed voltammetric methods of picric acid determination, a UV-VIS spectrophotometric 

determination in deionized water was developed in the concentration range 2.10-6 -  

1.10-4 mol.L-1 with LQ reached 2,5.10-6 mol.L-1. 
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Tato bakalářská práce vznikla v souvislosti s řešením výzkumných záměrů MŠMT  
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Seznam použitých zkratek a symbolů 

5-NBIA   5-nitrobenzimidazol 

AdSV   adsorpční rozpouštěcí voltametrie 

B-R pufr  Brittonův-Robinsonův pufr 

CAS  Chemical Abstract Service 

DCV  DC voltametrie 

DPP   diferenční pulsní polarografie  

DPV  diferenční pulsní voltametrie 

E  potenciál (mV) 

Ep  potenciál píku látky (mV) 

Ereg   regenerační potenciál 

ECD  detektor elektronového záchytu 

GC  plynová chromatografie 

RP-HPLC  vysokoúčinná kapalinová chromatografie (na obrácené fázi) 

I  elektrický proud (nA) 

Ip  elektrický proud píku látky (nA) 

Kow   rozdělovací koeficient oktanol-voda 

LD50   poloviční smrtná dávka 

LLE            extrakce kapalinou 

LQ  mez stanovitelnosti (mol L-1) 

p-AgSA-CE  leštěná stříbrná pevná amalgámová kompozitní elektroda 

MS  hmotnostní spektrometrie 

n  počet měření 

NPAH  nitrované polycyklické aromatické uhlovodíky 

R  korelační koeficient 

r  mez opakovatelnosti 

s    směrodatná odchylka 

SFE   extrakce superkritickou tekutinou  

SPE   extrakce tuhou fází 

sr  relativní směrodatná odchylka 

TLC   tenkovrstvá chromatografie 

ZE  základní elektrolyt 

α  hladina významnosti 
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1. Úvod 

1.1. Cíl práce 

Bakalářská práce byla vypracována na Katedře analytické chemie Přírodovědecké 

fakulty Univerzity Karlovy v Praze, v UNESCO laboratoři elektrochemie životního prostředí, 

která se soustavně zabývá elektrochemickými metodami stanovení stopových množství 

biologicky, ekologicky, farmaceuticky, lékařsky nebo toxikologicky významných 

organických sloučenin.  

Tato práce má za cíl zjistit vhodné podmínky pro stanovení vybraných 

environmentálních polutantů, jmenovitě kyseliny pikrové (2,4,6-trinitrofenolu) a 

5-nitrobenzimidazolu (5-NBIA) použitím technik diferenční pulsní voltametrie (DPV) a DC 

voltametrie (DCV) na leštěné stříbrné pevné amalgámové kompozitní elektrodě (p-AgSA-

CE) a porovnání s výsledky UV-VIS spektrofotometrického stanovení. Vyvinutím těchto 

voltametrických metod má být ověřena možnost aplikovatelnosti p-AgSA-CE jako senzoru 

pro případné stanovení vybraných environmentálních polutantů ve vodném prostředí. 



1.2. Chemické a fyzikální vlastnosti a výskyt 5- nitrobenzimidazolu 

 

CAS Name: 5-Nitrobenzimidazole. 

 

CAS Registry Number: 94-52-0. 

 

Strukturní vzorec: 

 

 

N

N
H

N

O

O

Sumární vzorec:  C7H5N3O2. 

Molekulová hmotnost: 163,14. 

Bod tání: 203°C. 

5-Nitrobenzimidazol (5-NBIA) je pevná látka, která po vykrystalizování tvoří jehlice, 

nepatrně se rozpouští v benzenu, chloroformu a etheru, velmi dobře se rozpouští v etanolu, ve 

vodě lze rozpustit více než 250 mg.l-1 při blíže neurčené teplotě [1]. 5-NBIA má dvě 

absorpční maxima v etanolu 235 nm a 302 nm [2] a dvě absorpční maxima ve vodě 234 nm a 

309 nm.  Pokud je látka zahřívána až do svého rozkladu, uvolňuje toxické páry oxidů dusíku 

[3].  

5-NBIA patří do skupiny látek, která se nazývá nitrované polycyklické  

heterosloučeniny nebo také azaareny. Používá se jako ustalovač při vyvolávání fotografií [4]. 

5-NBIA se připravuje reakcí o-fenyldiaminu s kyselinou mravenčí za vzniku benzimidazolu, 

po níž následuje nitrace benzenového jádra [5].  

1.2.1. Studie toxicity u zvířat 

Stejně jako u nitrovaných polycyklických aromatických uhlovodíků (NPAHů) [6-10], 

se kterými jsou si blízké svou strukturou, byla u této látky prokázána karcinogenita u myší při 

podávání 5-NBIA do potravy [11] a mutagenita na bakteriích Salmonella typhimurium [12]. 
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Při studiu toxického účinku na krysách při podávání do potravy vyvolala látka nerakovinová 

poškození [11]. Pro myši byla stanovena smrtná dávka LD50 na 125-150 mg.kg-1 [13]. 

1.2.2. Chování látky v životním prostředí 

5-NBIA se v neutrálních půdách vyskytuje v neutrální formě, v kyselých půdách je 

protonován [14]. Z půdy se vypařuje minimálně [15]. K odbourávání 5-NBIA dochází v půdě 

například díky bakterii Salomnella typhimurium, která používá enzymy nitroreduktasy [16]. 

Tento pochod není ale příliš významný, protože vzniká aminobenzimidazol, který dál 

odbouráván není a navíc pozastavuje růst mnoha dalších bakterií [1, 17]. V atmosféře se 

může tato látka vyskytovat jak ve formě páry, tak i ve formě malých pevných částeček [18]. 

Páry 5-NBIA reagují s fotochemicky vzniklými hydroxylovými radikály [19]. Pevné 

částečky 5-NBIA mohou být ze vzduchu odstraněny ve formě aerosolů buď suchou, nebo 

vlhkou cestou. 5-NBIA také může reagovat přímo se světlem, a být tedy fotochemicky 

degradován, protože reaguje se zářením v UV oblastí. Ve vodě nedochází k usazování 

5-NBIA v sedimentech [20], schopnost postupné akumulace ve vodních organismech je velmi 

malá [1]. 

1.3. Analytické laboratorní metody stanovení 5-nitrobenzimidazolu 

Látky jako jsou NPAHy a azaareny lze stanovit několika analytickými metodami. 

Patří mezi ně chromatografické, spektrofotometrické, polarografické a voltametrické metody 

a jejich kombinace. Pro zvýšení selektivity se dají těmto stanovením předřadit předběžné 

separace pomocí extrakce kapalina-kapalina (LLE) [21], extrakce do pevné fáze (SPE) [21-

23], pomocí ultrazvuku [24] nebo extrakce superkritickou tekutinou (SFE) [25].   

1.3.1. Polarografické a voltametrické metody 

NPAHy a azaareny obsahující nitroskupinu mohou být stanoveny pomocí 

elektrochemických metod, jelikož elektroaktivní nitroskupina je redukovatelná. Stanovení 

této skupiny látek v stopových množstvích lze provést pomocí diferenční pulzní polarografie 

(DPP), diferenční pulzní voltametrie (DPV) a adsorpční rozpouštěcí voltametrie (AdSV) [21, 

26-28]. V současné době je snaha o nahrazení rtuťových elektrod jinými typy, jako jsou 

stříbrná elektroda, grafitová kompozitní elektroda, stříbrná kompozitní elektroda [29, 30], 

stříbrná pevná amalgámová elektroda [31, 32], stříbrná pevná amalgámová kompozitní 

elektroda [33]. 
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1.3.2. Chromatografické metody 

Pomocí chromatografických metod byly NPAHy a azaareny stanovovány už v  

80. letech, používala se kapalinová [34, 35] nebo plynová chromatografie [36]. 

Chromatografické metody jsou výhodné kvůli vysoké citlivosti a účinnosti separace [37]. 

Velmi snadnou a rychlou metodou stanovení s dobrou opakovatelností je tenkovrstevná 

chromatografie (TLC) [38, 39]. Zcela běžně se tyto látky stanovují pomocí vysokoúčinné 

kapalinové chromatografie (HPLC) [23] a její formě na obrácené fázi (RP-HPLC) [25, 40-42] 

v množství několika stovek až jednotek pikogramů. Nitrosloučeniny lze pro analýzu HPLC 

upravit předem redukcí na aminosloučeniny [43] nebo spřaženou elektrochemickou redukcí 

následující po dělení v koloně [24, 41]. Stanovení se provádí i pomocí plynové 

chromatografie (GC) s různými typy detektorů, např. hmotnostním spektrometrem (MS) [36, 

37, 39] či detektorem elektronového záchytu (ECD) [44]. 

1.3.3. Spektrometrické metody 

Spektrofotometrické stanovení lze provést, protože 5-NBIA obsahuje dva aromatické 

systémy, benzenové jádro a kruh s heteroatomem. Látka absorbuje světlo v ultrafialové a 

viditelné oblasti světla, jak již bylo popsáno výše.  



1.4. Chemické a fyzikální vlastnosti a výskyt kyseliny pikrové 

CAS Name: 2,4,6-Trinitrophenol. 

CAS Registry Number: 88-89-1. 

Strukturní vzorec: 

OH

N
+

O
-

O

N
+

O
-

O

N
+

O
-

O

 

Molekulový vzorec: C6H3N3O7. 

Molární hmotnost: 229,11. 

Bod tání: 122-123°C. 

Hustota: 1,763 g.cm-3. 

Disociační konstanta: pKa = 0,35 při 25°C. 

Rozdělovací koeficient oktanol/voda: log Kow = 1,33. 

Kyselina pikrová je pevná látka, tvoří žluté krystaly, nemá žádný zápach. Je rozpustná 

ve vodě, etanolu, etheru a velmi dobře rozpustná v acetonu. V suchém, pevném stavu je velmi 

citlivá k otřesům [45]. Kyselina pikrová absorbuje ve vodném roztoku světelné záření  

v oblasti blízkého a středního UV záření při vlnových délkách 205 a 357 nm. 

1.4.1. Vliv na lidské zdraví 

Systematická otrava požitím kyseliny pikrové vyvolává bolesti hlavy, závratě, 

projevuje se ztmavnutím moči. Vysoké dávky ničí červené krvinky a vyvolávají poruchy 

trávicího ústrojí, hemorhagickou nefritidu a akutní žloutenku, která se projevuje zežloutnutím 

všech tkání včetně rohovky [46, 47]. Při akutním pozření může nastat lokální nebo celková 

alergická reakce. Po pozření nebo po absorpci přes kůži může dojít k nevolnosti, zvracení, 

svědění, střevním potížím, břišním bolestem, můžou se objevit žluté skvrny na kůži, v tomto 
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případě nejde o žloutenku, ale o anurii a oligurii, při kterých mohou nastat křeče až smrt [48]. 

Ke smrti dochází v důsledku poškození ledvin a anurie. Zřídka předchází smrti žloutenka a 

stav ustrnutí v kómatu [49]. Kontakt prášku kyseliny pikrové s kůží vyvolává vyrážky na 

kůži. Obvykle se to týká obličeje, hlavně v oblasti nosu a úst. Konečným projevem je tvorba 

otoků, puchýřků a nakonec odloupávání kůže [46]. Páry a prach kyseliny pikrové dráždí oči, 

projevy můžou být zesíleny zvýšenou citlivostí na tuto látku. Při zasažení očí dochází 

k poškození rohovky [47]. Do styku s kyselinou pikrovou se dostanou hlavně pracovníci 

zacházející s výbušninami a elektrickými bateriemi, v provozovnách, kde se leptá měď a 

vyrábí barevné sklo [50]. Kyselina pikrová se využívá také ke stanovení kreatininu 

v klinických a biochemických laboratořích [51, 52]. 

1.4.2. Studie toxicity u zvířat 

 Kyselina pikrová, stejně jako další podobné aromatické sloučeniny, urychluje 

uvolňování acetylcholinu z nervových zakončení a vyvolává tak stahy tenkého střeva  

u morčat [53]. U bakterií rodu Salmonella byly vyvolány mutace působením kyseliny pikrové 

v přítomnosti mikrosomů, v jejich nepřítomnosti nebyl tento proces pozorován [54, 55].  

U bakterií Salmonela typhimurium byla mutagenita (delece nebo inzerce jednoho nebo 

několika párů bází, bodová mutace) prokázána pouze po přidání homogenátu preparátu 

krysích jater [56]. Pro králíky byla smrtná dávka LD50 po podkožním podání stanovena na 

120 mg.kg-1, pro kočky 500 mg.kg-1 a pro psy 100-125 mg.kg-1. Po podání akutní smrtné 

dávky zemřeli psi na ochrnutí dýchací soustavy. Výsledkem pitvy bylo nalezení žlutých skvrn 

v podkožním tuku, plicích a trávicím ustrojí [54]. Roztok kyseliny pikrové v pufru vytváří 

velmi závažná poškození, pokud se dostane do styku s okem králíka, přičemž není žádný 

rozdíl v závažnosti poškození při pH roztoku od 1,5 do 9 [57]. 

1.4.3. Metabolické přeměny 

V těle je kyselina pikrová metabolizována redukční reakcí v játrech, ledvinách a 

slezině nebo je vylučována z těla nepozměněna. K největší metabolické přeměně dochází 

v játrech, kde se redukuje na kyselinu pikramovou (2-amino-4,6-dinitrofenol) [54].  

1.4.4. Chování látky v životním prostředí 

Do životního prostředí se může kyselina pikrová dostat různými cestami pro 

vypouštění odpadů z továren, kde se používá. Ve vzduchu se vyskytuje jak ve formě páry tak 
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i pevných částic. Páry kyseliny pikrové reagují ve vzduchu s fotochemicky vytvářenými 

hydroxylovými radikály [19]. Pevné částečky jsou ze vzduchu odstraňovány vlhkostí. Pokud 

se dostane do vlhké půdy, objevuje se v ní ve formě aniontu. Vypařování kyseliny pikrové 

z půdy téměř neprobíhá a není důležité pro její koloběh v životním prostředí [58]. 

V aerobních podmínkách nedochází k jejímu rozkladu [59], ale v anaerobních podmínkách 

v zásaditém prostředí je přeměňována na 2-amino-4,6-dinitrofenol [60]. Při úniku do vody se 

zde vyskytuje ve formě aniontu [58] a neusazuje se ve vodních sedimentech [61], ani se 

nehromadí ve vodních organismech [1].  

1.5. Analytické laboratorní metody stanovení kyseliny pikrové 

1.5.1. Elektrochemické metody 

Kyselinu pikrovou je možné stanovit pomocí voltametrických metod, kdy můžeme 

využít redukčních dějů elektroaktivních NO2 skupin. Pro stanovení pikrátových aniontů se 

používají potenciometrické membránové senzory, kterých lze využít při potenciometrické 

titraci alkaloidů [62].  

1.5.2. Chromatografické metody 

Kyselina pikrová se ve vzorcích ze vzduchu, vody a půdy stanovuje pomocí TLC [63], 

kapalinové chromatografie s membránovým optickým chemickým detektorem [64, 65] nebo 

MS [66] 

1.5.3. Spektrometrické metody 

Vzhledem k absorpci světla v UV oblasti se kyselina pikrová stanovuje 

spektrofotometricky měřením absorbance už od 60. let [67-69], v novějších pracích pomocí 

membránového senzoru z optického vlákna [70, 71]. 

1.5.4. Imunochemické metody 

 K velmi citlivému stanovení až pro koncentrace 10 ppt se dá využít imunosenzor 

založený na nepřímé kompetici mezi stanovovanou kyselinou pikrovou a kyselinou pikrovou 

navázanou na hovězí sérový albumin při reakci s protilátkami proti kyselině pikrové [72]. 
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2. Experimentální část 

2.1. Reagencie 

2.1.1. Studované látky 

5-Nitrobenzimidazol (98%, Sigma-Aldrich, SRN). Ze 0,01643 g 5-NBIA bylo 

připraveno rozpuštěním v deionizované vodě 100 mL zásobního roztoku 5-NBIA o 

koncentraci 1.10-3 mol.L-1. Pro úplné rozpuštění musela být použita sonifikace v ultrazvukové 

lázni po dobu 30 minut. Roztoky o nižších koncentracích se získávaly naředěním zásobního 

roztoku. Zásobní roztok byl uchováván ve tmě při laboratorní teplotě.  

2,4,6-Trinitrofenol (kyselina pikrová) (p.a., Lachema, Brno). Zásobní roztok  

o celkovém objemu 100 mL a koncentraci 1.10-3 mol.L-1 byl připraven rozpuštěním 

0,02298 g kyseliny pikrové v deionizované vodě. Roztoky o nižší koncentraci byly získány 

rovněž naředěním zásobního roztoku, který byl taktéž uchováván ve tmě při laboratorní 

teplotě. 

2.1.2. Ostatní použité chemikálie 

Kyselina trihydrogenfosforečná (H3PO3, 85%, =1,71 g.cm-3, p.a., Lach-Ner, 

Neratovice), octová kyselina (CH3COOH, 99,8%, =1,05 g.cm-3, p.a., Lach-Ner, Neratovice), 

kyselina trihydrogenboritá (H3BO3, p.a., Lachema, Brno), chlorid draselný (KCl, p.a., 

Lach-Ner, Neratovice), hydroxid sodný (NaOH, p.a., Lach-Ner, Neratovice), deionizovaná 

voda (Milipore, USA). 

Kyselá složka Brittonova-Robinsonova pufru byla připravena obecně používaným 

postpem z kyseliny trihydrogen borité, octové kyseliny a kyseliny fosforečné (všechny ve 

výsledné koncentraci 0,04 mol.L-1). Zásaditá složka obsahovala hydroxid sodný o koncentraci 

0,2 mol.L-1. Brittonovy-Robinsonovy pufry o daném pH  se připravily smícháním kyselé a 

zásadité složky.  

2.2. Aparatura 

Voltametrická měření se prováděla na přístroji Eco-Tribo Polarograf (Eco-Trend Plus, 

Praha) ovládaným přes počítač programem Polar Pro 5.1 (Polaro-Sensors, Praha),  

který pracoval v operačním systému Microsoft Windows XP (Microsoft Corporation, USA). 
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Měření probíhala v tříelektrodovém zapojení. Pracovní elektrodou byla leštěná stříbrná pevná 

amalgámová kompozitní elektroda (s průměrem disku 2,9 mm a povrchem disku 6,6 mm2; 

Ústav fyzikální chemie J. Heyrovského, Praha). Jako referentní elektroda sloužila 

argentchloridová elektroda (3 mol.L-1) typ RTP-CZ-00608 a jako pomocná elektroda se 

používala platinová drátková elektroda (obě Monokrystaly, Trutnov). 

Spektrofotometrická stanovení byla provedena na spektrofotometru Agilent 8453 

(Agilent Technologies, USA) v programu UV-Visible ChemStation (Agilent Technolgies, 

USA). K měření pH připravených pufrů sloužil pH-metr Jenway 4330 (Jenway, Velká 

Británie) s kombinovanou skleněnou elektrodou nakalibrovaný pomocí standardních roztoků 

pufrů. 

2.2.1. Leštěná stříbrná pevná amalgámová kompozitní elektroda 

Stříbrná pevná amalgámová kompozitní elektroda vznikla kombinací pevné stříbrné 

amalgámové elektrody a pevné kompozitní elektrody. Spojuje v sobě výhodné vlastnosti 

obou těchto typů elektrod. Elektroda je stálá, mechanicky odolná, snadno se s ní manipuluje, 

neobsahuje kapalnou rtuť, jejíž používání se v současné době omezuje, a má vysokou 

zápornou hodnotu přepětí vodíku. Dá se použít jak pro stanovení organických sloučenin 

s elektroaktivními skupinami, tak pro stanovení anorganických iontů. Naproti tomu musí být 

její povrch pravidelně obnovován. Její zvláštností je, že díky způsobu přípravy, se 

amalgámové částice rozptýlené na povrchu elektrody mohou chovat částečně jako soubor 

mikroelektrod [33, 73] 

 

2.3. Pracovní postupy 

2.3.1. Předúprava pracovní elektrody 

Před použitím elektrody k měření se provádí 3 kroky:  

1. Mechanické čištění a leštění se používá, pokud dojde k výraznému zhoršení odezvy, 

např. zanesením aktivních míst na povrchu elektrody, kdykoli během měření. 

K mechanickému čištění se dá využít jemný smirkový papír, leštění se provádí aluminou na 

sametovém podkladu. Pro tento účel byla použita souprava PK-4 Polishing kit (BASi, USA) a 

alumina s velikostí částic 1,1 μm.   
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2. Elektrochemická aktivace elektrody v KCl. Při aktivaci se postupuje tak, že 

voltametrickou nádobku naplníme 10 mL roztoku 0,2 M KCl. Do něj ponoříme elektrodu a 

vložíme na ní napětí -2200 mV po dobu 5 minut bez probublávání dusíkem za stálého 

míchání. Při tomto potenciálu se z povrchu elektrody odstraňují oxidy a naadsorbované látky. 

Takto můžeme zlepšit opakovatelnost a citlivost stanovení. Elektrochemická aktivace byla 

prováděna na počátku každého dne, kdy se s elektrodou měřilo. 

3. Regenerace elektrody byla programově nastavena a řízena, uskutečnila se před 

každým měřením vzorku. Probíhala tak, že na elektrodu byly střídavě v pulsech o délce 0,1 s 

vkládány regenerační potenciály po dobu 30 s. Pro sledování chování látky při různém pH 

bylo nezbytné nalézt regenerační potenciály pro každou hodnotu pH zvlášť, pro metody DPV 

a DCV byly použity stejné hodnoty. Nalezené hodnoty jsou zaznamenány v tab. 1. 

Tab.1 Počáteční (Ereg1) a konečné (Ereg2) regenerační potenciály zjištěné měřením ZE a použité při DCV i DPV 

měření pro daná pH ve vodném rozotku B-R pufru 

pH Ereg1 [mV] Ereg2 [mV] 
2,0 200 -950 
3,0 50 -1000 
4,0 0 -1050 
5,0 0 -1150 
6,0 -50 -1200 
7,0 -50 -1300 
8,0 -100 -1350 
9,0 -100 -1450 

10,0 -150 -1450 
11,0 -150 -1500 
12,0 -200 -1500 
12,9 -250 -1600 

 

2.3.2. Voltametrická měření 

 Pro získání regeneračních potenciálů bylo do voltametrické nádobky odpipetováno 

9 mL B-R pufru o daném pH a 1 mL destilované vody, tzv. základní elektrolyt (ZE). 

Elektrodová reakce se nechala probíhat až do okamžiku, kdy v anodické oblasti proudu začala 

křivka strmě klesat a v katodické oblasti proudu strmě stoupat. Dvojice potenciálů počátku 

těchto nárůstů byly zvoleny jako potenciály regenerační. Při měření odezvy studované látky 

v závislosti na měnícím se pH byl do 10mL odměrné baňky napipetován 1 mL vzorku a 

baňka byla doplněna po rysku pufrem o daném pH. Takto připravený vzorek byl přelit do 

voltametrické nádobky a probublával se 5 minut dusíkem, aby byl zbaven kyslíku.  



 

 

19

Při proměřování kalibrační závislosti byly do 10mL odměrných baněk připravovány roztoky 

o daných koncentracích odpipetováním příslušného množství stanovované látky a odměrná 

baňka byla doplněna po rysku pufrem o zjištěném vhodném pH. Tato měření byla provedena 

pětkrát pro každou hodnotu pH i pro každou koncentraci vzorku. Měření opakovatelnosti 

s regeneračním krokem mezi měřeními a bez regeneračního kroku mezi měřeními byla 

provedena dvacetkrát. 

Pro metodu DPV byly v řídícím programu nastaveny tyto parametry: výška pulsu 

-50 mV, šířka pulsu 100 mV, rychlost skenu 20 mV.s-1 a počet regenerační cyklů 150. 

Rychlost skenu a počet regeneračních cyklů byly stejné i pro metodu DCV. 



2.3.3. Zpracování výsledků 

Výpočty a grafy, které jsou v této práci uváděny, byly získány použitím programů 

Origin 8 (OriginLab Corporation, USA) a Microsoft Excel 2003 (Microsoft Corporation, 

USA). Mez stanovitelnosti byla vypočtena jako desetinásobek směrodatné odchylky deseti 

měření sledované látky o koncentraci odpovídající nejnižšímu bodu příslušné kalibrační 

přímky. Ukázka vyhodnocení voltamogramů je zobrazena pro DCV na obr. 1 a pro DPV na 

obr. 2. Voltamogramy byly vyhodnocovány stejným způsobem jak pro kyselinu pikrovou tak 

pro 5-NBIA.   
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Obr. 1 Zobrazení vyhodnocování píků v DC voltamogramu při stanovení kyseliny pikrové. DC voltamogram 

kyseliny pikrové (c=1.10-4 mol.dm-3); měřeno na p-AgSA-CE v prostředí B-R pufru pH 2,0; Ip-proud píku,  

Ep-potenciál píku 
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Obr. 2 Zobrazení vyhodnocení píků v DP voltamogramu při stanovení kyseliny pikrové. DP voltamogram 

kyseliny pikrové (c=1.10-4 mol.dm-3); měřeno na p-AgSA-CE v prostředí B-R pufru pH 2,0; Ip-proud píku,  

Ep-potenciál píku 

 

2.3.4. Měření stálosti zásobního roztoku 5-NBIA 

Měření stálosti zásobního roztoku 5-NBIA (c=1.10-3 mol.L-1) v deionizované vodě 

bylo prováděno v oblasti UV a viditelného záření při vlnových délkách 190-600 nm. Byla při 

tom používána křemenná kyveta o tloušťce 1 mm. Jako blank sloužila deionizovaná voda. Na 

obr. 3 je ukázáno spektrum 5-NBIA. V tab. 2 jsou shrnuta měření absorbance zásobního 

roztoku v průběhu 78 dní. Z jejich vývoje se dá usoudit, že roztok uchovávaný ve tmě za 

laboratorní teploty byl po celou dobu měření stálý. Nedocházelo v něm k žádné reakci, při 

které by se snižovala koncentrace látky. Pro výpočet relativní absorbance byly výsledky 

vztaženy k prvnímu dni měření stálosti. 
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Obr. 3 Záznam spektra zásobního roztoku 5-NBIA v deionizované vodě (c=1.10-3 mol.L-1). Pík při 234 nm (1), 

pík při 309 nm (2). Měřeno v křemenné kyvetě, optická dráha 1 mm. Jako blank byla použita deionizovaná voda 

 

Tab. 2 Měření stálosti zásobního roztoku 5-NBIA (c=1.10-3 mol.L-1) pomocí spektrofotometru. Blank byla 

deionizovaná voda. Relativní absorbance je vztažena oproti prvnímu dni měření 

absorbance roztoku při  relativní absorbance (%) 
den 234 nm 309 nm 234 nm 309 nm 

1 1,832 0,923 100,0 100,0 
2 1,812 0,911 98,9 98,6 
3 1,838 0,926 100,3 100,4 
4 1,816 0,908 99,1 98,3 
5 1,835 0,916 100,1 99,2 
8 1,812 0,904 98,9 97,9 
16 1,925 0,965 105,1 104,5 
22 1,826 0,920 99,6 99,6 
29 1,755 0,859 95,8 93,0 
78 1,804 0,892 98,5 96,6 
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2.3.5. Měření stálosti zásobního roztoku kyseliny pikrové 

Měření stálosti zásobního roztoku 5-NBIA (c=1.10-3 mol.L-1) v deionizované vodě 

nebylo prováděno, protože jsou publikovány práce, v kterých je pracováno s vodným 

zásobním roztokem kyseliny pikrové jakožto se zásobním roztokem stálým v čase [67, 74]. 

3. Voltametrické stanovení studovaných látek 

3.1. Stanovení 5- nitrobenzimidazolu 

3.1.1. DPV technika 

3.1.1.1. Vliv pH 

Voltametrické chování 5-NBIA na p-AgSA-CE v roztoku B-R pufru ukazují obr. 4 a 

obr. 5. Roztoky 5-NBIA měly koncentraci 1.10-4 mol.L-1. Na DP voltamogramech se 

objevoval 1 až 4 píky v závislosti na pH roztoku B-R pufru. Při pH 1,9 se vyskytl jeden pík, 

při pH 3,0 až 5,0 a pH 7,0 se daly vyhodnotit dva píky. Při pH 6,0 a 13,2 se objevily tři píky a 

při pH 8,0 až 12,0 poskytlo měření čtyři píky. Ze získaných voltamogramů je vidět, že hlavní 

pík se v rozsahu pH 3,0 až 13,2 rozpadal na dva nižší píky. Od pH 8,0 do pH 12,0 se před 

hlavním píkem začíná objevovat ještě jeden pík a při pH 1,9; 6,0 a 8,0 až 13,2 se nachází za 

hlavním píkem další pík. Tyto píky mohou být způsobeny naadsorbováním produktu redukční 

reakce 5-NBIA na povrch p-AgSA-CE a jeho dalším zredukováním. Jako vhodné pH 

prostředí bylo vybráno pH 5,0, přestože při pH 6,0 byla získána větší odezva analytu. 

Důvodem bylo, že při pH 5,0 byl pík nejlépe vyvinutý. 
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Obr. 4 Chování 5-NBIA v roztoku B-R pufru o různém pH. DP voltamogramy 5-NBIA (c=1.10-4 mol.L-1) 

v prostředí B-R pufru. Křivka (1) je voltamogramem v prostředí samotné kyselé složky B-R pufru. Měřeno na  

p-AgSA-CE. Zobrazeny sudé hodnoty pH B-R pufru 1,9(1); 4,0 (2); 6,0 (3); 8,0 (4); 10,0 (5); 12,0 (6) 
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Obr. 5 Chování 5-NBIA v roztoku B-R pufru o různém pH. DP voltamogramy 5-NBIA (c=1.10-4 mol.L-1) 

v prostředí B-R pufru. Křivka (6) je voltamogramem samotné zásadité složky B-R pufru. Měřeno na  

p-AgSA-CE. Zobrazeny liché hodnoty pH B-R pufru 3,0 (1); 5,0 (2); 7,0 (3); 9,0 (4); 11,0 (5); 13,2(6). Křivka 

(6) je voltamogramem v prostředí samotné zásadité složky B-R pufru 
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V tab. 3 jsou zaznamenány hodnoty potenciálu píku (Ep) a proudu píku (Ip) všech 

vyhodnocených píků ve voltamogramu. Obr. 6 zobrazuje závislost Ep na pH pro píky Ep
2 a  

Ep
3. Pro závislost Ep na pH byly získány tyto vztahy: 

pro potenciál druhého píku 5-NBIA: Ep
2= -43,2 pH - 161,5  (R= -0,9752), 

pro potenciál třetího píku 5-NBIA: Ep
3= -42,7 pH - 256,0   (R= -0,9731). 

 

Tab. 3 Chování 5-NBIA (c=1.10-4 mol.L-1) při různém pH v prostředí vodného roztoku B-R pufru, měřeno na  

p-AgSA-CE. Hodnota 1,9 je hodnota pH samotné kyselé složky B-R pufru. Hodnota pH 13,2 je hodnota 

samotné zásadité složky B-R pufru 

pH Ep
1 (mV) Ip

1 (nA) Ep
2 (mV) Ip

2 (nA) Ep
3 (mV) Ip

3 (nA) Ep
4 (mV) Ip

4 (nA) 

1,9 ------ ------ ------ ------ ------ ------ -420 -20 
3,0 ------ ------ -236 -38 -387 -38 ------ ------ 
4,0 ------ ------ -315 -92 -396 -71 ------ ------ 
5,0 ------ ------ -386 -122 -451 -89 ------ ------ 
6,0 ------ ------ -453 -133 -484 -122 -733 -6 
7,0 ------ ------ -492 -94 -572 -109 ------ ------ 
8,0 -175 -47 -525 -66 -654 -90 -962 -7 
9,0 -230 -36 -570 -66 -678 -93 -1021 -31 
10,0 -295 -33 -617 -67 -703 -85 -1085 -15 
11,0 -350 -23 -639 -66 -727 -81 -1124 -18 
12,0 -417 -15 -673 -57 -768 -58 -1146 -14 
13,2 ------  ------  -677 -72 -766 -110 -1121 -14 
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Obr. 6 Závislost Ep 5-NBIA (c=1.10-4 mol.L-1) na pH. Měřeno pomocí DPV ve vodných roztocích B-R pufru na 

p-AgSA-CE. pH 13,2 je pH samotné zásadité složky B-R pufru. Křivka (1) je závislostí Ep na pH pro 2.pík (Ep
2), 

křivka (2) je závislostí Ep na pH pro 3.pík (Ep
3) 

3.1.1.2. Vliv regeneračních potenciálů 

Na obr. 7 a obr. 9 je z DP voltamogramů 5-NBIA za zvolených optimálních podmínek 

vidět vliv nevkládání a vkládání regeneračních potenciálů na pracovní elektrodu před každým 

měřením. Obr. 8 a obr. 10 znázorňuje závislost velikosti proudu na počtu měření. Pokud 

regenerační potenciály nebyly vkládány, pracovní elektroda se rychle pasivovala a velikost 

odezvy zpočátku klesala, zároveň se s tím zmenšovala ale i velikost šumu. Odezva se ustálila 

přibližně po 10 měřeních. Pro velikost odezvy byla pro 20 měření vypočtena relativní 

směrodatná odchylka 3,26 %. Při vkládání regeneračních potenciálů (Ereg1= 0 mV, 

Ereg2= -1150 mV) na pracovní elektrodu před každým měřením byl pokles velikosti odezvy 

menší. Rozpětí hodnot velikosti odezvy bylo nižší než v případě bez vkládání regeneračních 

potenciálů, odezva byla stabilnější a ustálila se okamžitě po prvním měření. Relativní 

směrodatná odchylka hodnot velikosti odezvy poklesla na 2,25 %. Při vkládání regeneračních 

potenciálů byla průměrná hodnota odezvy nižší než při jejich nevkládání, ale z důvodů vyšší 

opakovatelnosti a lepší stability odezvy byl při všech měřeních regenerační krok zařazen. 
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Obr. 7 DP voltamogramy závislosti velikosti proudu píku Ip na potenciálu Ep pro 5-NBIA (c=1.10-4 mol.L-1), kdy 

nebyly na pracovní elektrodu před každým měřením vkládány regenerační potenciály. Měřeno na p-AgSA-CE 

v prostředí B-R pufru pH 5,0; n = 20 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
0

-20

-40

-60

-80

-100

-120

-140

-160

-180

-200

p
ro

ud
 (

nA
)

počet m ěření

 

Obr. 8 Graf závislosti Ip na počtu měření pro 5-NBIA (c=1.10-4 mol.L-1), kdy nebyly na pracovní elektrodu před 

každým měřením vkládány regenerační potenciály. Měřeno na p-AgSA-CE v prostředí B-R pufru pH 5,0 

technikou DPV 
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Obr. 9 DP voltamogramy závislosti velikosti proudu píku Ip na potenciálu Ep pro 5-NBIA (c=1.10-4 mol.L-1), kdy 

byly na pracovní elektrodu před každým měřením vkládány regenerační potenciály (Ereg1= 0 mV, 

Ereg2= -1150 mV). Měřeno na p-AgSA-CE v prostředí B-R pufru pH 5,0; n = 20 
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Obr. 10 Graf závislosti Ip na počtu měření pro 5-NBIA (c=1.10-4 mol.L-1), kdy byly na pracovní elektrodu před 

každým měřením vkládány regenerační potenciály (Ereg1=  0 mV, Ereg2= -1150 mV). Měřeno na p-AgSA-CE 

v prostředí B-R pufru pH 5,0 technikou DPV 



 Při měření roztoku 5-NBIA se s časem velikost odezvy zmenšovala a kvalita píku 

zhoršovala, jak ukazuje obr. 11. Každá křivka představuje jeden den měření. Na začátku 

každého dne, kdy se s elektrodou měřilo, byla provedena předúprava elektrody. Elektroda 

byla leštěna na sametu s použitím aluminy a aktivována v 0,2mol.L-1 roztoku KCl. Mezi 

jednotlivými měřeními byly vkládány regenerační potenciály. Nejprve se pík rozpadl na dvě 

části a při dalších měřeních se posunul jeho potenciál k zápornějším hodnotám. Pro obnovení 

původních měřících schopností elektrody byla ještě vyzkoušena aktivace v 0,2mol.L-1 roztoku 

NaOH a 0,2mol.L-1 roztoku HCl. Za účelem obnovení povrchu elektrody bylo provedeno 

hrubší mechanické čištění pomocí smirkového papíru. Po žádném z těchto postupů nebylo 

dosaženo původní kvality a výšky odezvy. Nejpravděpodobnější příčinou zhoršených 

schopností elektrody je tvorba komplexů na povrchu elektrody mezi stříbrným amalgámem a 

dusíkovým heteroatomem na imidazolové části molekuly 5-NBIA, čímž se obsazují aktivní 

místa na povrchu elektrody. S tvorbou komplexu může souviset i ubývání elektrodového 

materiálu, které je vidět při porovnání obr. 12 a obr. 13 a které mohlo ovlivnit kvalitu odezvy. 

Z výše uvedených důvodů nebylo pro 5-NBIA možno proměřit kalibrační závislost 5-NBIA. 
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Obr. 11 Vývoj odezvy pracovní elektrody na stanovovaný 5-NBIA (c=1.10-4 mol.L-1) v čase. Měření ze 

dne 4.1.2010 (1), měření ze dne 11.1.2010 (2), měření ze dne 23.2.2010 (3), měření ze dne 24.2.2010 (4). 

Měřeno v roztoku B-R pufru o pH 5,0 na p-AgSA-CE technikou DPV 
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Obr. 12 Detail povrchu p-AgSA-CE před měřením 5-NBIA. Stav ze dne 27.2.2009 

 

Obr. 13 Detail povrchu p-AgSA-CE po měření 5-NBIA a pozorovatelný pokles kompozitní části elektrody pod 

úroveň skleněného těla. Stav ke 4.3.2010 
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3.1.2. DCV technika 

3.1.2.1. Vliv pH 

Chování 5-NBIA v roztoku B-R pufru o různém pH ukazují obr. 14 a obr. 15. Roztoky 

5-NBIA měly koncentraci 1.10-4 mol.L-1. Měření byla prováděna na p-AgSA-CE, přičemž 

5-NBIA poskytoval dva píky v rozsahu pH 1,9-12,0. Druhý pík měl často tvar podobný 

polarografické vlně. Při pH 13,2, což je pH samotné zásadité složky B-R pufru, bylo možno 

vyhodnotit pouze jeden pík. Hodnoty Ep a Ip jsou shrnuty v tab. 4. Závislost potenciálu píku 

5-NBIA na pH roztoku ukazuje obr. 16.  

Pro závislost Ep na pH byly získány tyto vztahy: 

Potenciál prvního píku Ep
1= -51,2 pH – 80,6 (R= -0,9878) 

Potenciál druhého píku Ep
2= -22,2 pH – 562,5 (R= -0,9720) 
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Obr. 14 Chování 5-NBIA v roztoku B-R pufru o různém pH. DC voltamogramy 5-NBIA (c=1.10-4 mol.L-1) 

v prostředí B-R pufru. Křivka (1) je voltamogramem v prostředí samotné kyselé složky B-R pufru. Měřeno na 

p-AgSA-CE. Zobrazeny sudé hodnoty pH B-R pufru 1,9 (1); 4,0 (2); 6,0 (3); 8,0 (4); 10,0 (5); 12,0 (6) 
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Obr. 15 Chování 5-NBIA v roztoku B-R pufru o různém pH. DC voltamogramy 5-NBIA (c=1.10-4 mol.L-1) 

v prostředí B-R pufru. Křivka (6) je voltamogramem v prostředí samotné zásadité složky B-R pufru. Měřeno na 

p-AgSA-CE. Zobrazeny liché hodnoty pH B-R pufru 3,0(1); 5,0 (2); 7,0 (3); 9,0 (4); 11,0 (5); 13,2 (6) 

 

Tab.4 Chování 5-NBIA (c=1.10-4 mol.L-1) při různém pH v prostředí roztoku B-R pufru, měřeno na p-AgSA-CE 

pH Ep
1(mV) Ip

1(nA) Ep
2(mV) Ip

2(nA) 

1,9 -142 -20 -622 -159 
3,0 -204 -47 -633 -176 
4,0 -279 -75 -631 -196 
5,0 -344 -89 -646 -218 
6,0 -423 -81 -694 -215 
7,0 -465 -90 -739 -245 
8,0 -523 -93 -754 -234 
9,0 -569 -104 -769 -241 
10,0 -608 -120 -780 -247 
11,0 -632 -150 -784 -262 
12,0 -673 -147 -841 -227 
13,2 -715 -172  ----  ---- 
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Obr. 16 Závislost Ep 5-NBIA (c=1.10-4 mol.L-1) na pH roztoku. Měřeno technikou DCV v prostředí B-R pufru 

na p-AgSA-CE. pH 1,9 je pH samotné kyselé složky B-R pufru a pH 13,2 je pH samotné zásadité složky. 

Závislost Ep na pH  (1) pro 1. pík, (2) pro 2. pík 

3.2. Stanovení kyseliny pikrové 

3.2.1. DPV technika 

3.2.1.1. Vliv pH 

Na obr. 17 a obr. 18 je zobrazen vliv měnícího se pH na odezvu kyseliny pikrové. 

Závislost na pH byla měřena s roztoky kyseliny pikrové o koncentraci 1.10-4 mol.L-1 na  

p-AgSA-CE. Kyselina pikrová poskytuje v celém rozsahu pH jeden velmi dobře vyvinutý 

pík, který byl vyhodnocován. Od pH 8,0 se na DP voltamogramech objevují navíc jeden až 

dva píky, které jsou způsobeny přítomností nečistot v základním elektrolytu, nebo se jedná o 

minoritní odezvy produktů redukční reakce nitro skupiny. Pro stanovení kalibrační závislosti 

bylo vybráno pH 2,0, kdy bylo dosaženo nejvyšších hodnot proudu píku. 
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Obr. 17 Chování kyseliny pikrové v roztoku B-R pufru o různém pH. DP voltamogramy kyseliny pikrové 

(c=1.10-4 mol.L-1) v prostředí B-R pufru. Měřeno na p-AgSA-CE. Zobrazeny sudé hodnoty pH B-R pufru 2,0 

(1); 4,0 (2); 6,0 (3); 8,0 (4); 10,0 (5); 12,0 (6) 
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Obr. 18 Chování kyseliny pikrové v roztoku B-R pufru o různém pH. DP voltamogramy kyseliny pikrové 

(c=1.10-4 mol.L-1) v prostředí B-R pufru. Křivka (6) je voltamogramem samotné zásadité složky B-R pufru. 

Měřeno na p-AgSA-CE. Zobrazeny liché hodnoty pH B-R pufru 3,0 (1); 5,0 (2); 7,0 (3); 9,0 (4); 11,0 (5); 12,9 

(6) 



V tab. 5 jsou zobrazeny potenciály (Ep) a proudy (Ip) vyhodnoceného píku pro 

jednotlivé pH hodnoty. Na obr. 19 je ukázána závislost potenciálu píku (Ep) na pH.  

Pro závislost Ep na pH byl získán následující vztah: 

Ep= -54,3 pH -47,3 (R= -0,9743) 

 

Tab. 5 Chování kyseliny pikrové (c=1.10-4 mol.L-1) při různém pH v prostředí vodného roztoku B-R pufru, 

měřeno na p-AgSA-CE technikou DPV. Hodnota 12,9 je hodnota pH samotné zásadité složky B-R pufru 

pH Ep(mV) Ip(nA) 
2,0 -110 -651 
3,0 -188 -602 
4,0 -263 -578 
5,0 -332 -483 
6,0 -395 -425 
7,0 -452 -326 
8,0 -491 -188 
9,0 -551 -184 
10,0 -632 -121 
11,0 -692 -130 
12,0 -701 -150 
12,9 -638 -209 
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Obr. 19 Závislost Ep kyseliny pikrová (c=1.10-4 mol.L-1) na pH. Měřeno pomocí DPV ve vodných roztocích B-R 

pufru na p-AgSA-CE. pH 12,9 je pH samotné zásadité složky 
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3.2.1.2. Vliv regeneračních potenciálů 

Pro DPV byl prostudován vliv vkládání regeneračních potenciálů na pracovní 

elektrodu na opakovatelnost měření. Výsledné voltamogramy ukazují obr. 20 a obr. 22. 

Závislosti velikosti proudu na počtu měření jsou zobrazeny na obr. 21 a obr. 23. Pokud jsme 

vynechali regenerační krok před každým měřením, byla odezva stabilní od druhého měření a 

její výška postupně mírně klesala. Při využití regeneračních potenciálů (Ereg1= 200 mV, 

Ereg2= -950 mV) před každým měřením byla odezva stabilní od prvního měření a výška píku 

se po celou dobu pohybovala okolo jedné hodnoty. V případě použití regeneračních 

potenciálů byla výška píku vyšší než bez vkládání regeneračních potenciálů. Po celou dobu 

měření byl používán tento regenerační krok před každým měřením. Pro měření bez 

regeneračního kroku byla vypočítána relativní směrodatná odchylka 2,18 %, pro měření 

s regeneračním krokem 1,35 %. Rozpětí hodnot proudu bylo nižší pro měření s regenerací. 
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 Obr. 20 DP voltamogramy závislosti velikosti proudu píku Ip na potenciálu Ep pro kyselinu pikrovou  

(c=1.10-4 mol.L-1), kdy nebyly na pracovní elektrodu před každým měřením vkládány regenerační potenciály. 

Měřeno na p-AgSA-CE v prostředí B-R pufru pH 2,0; n = 20 
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Obr. 21 Graf závislosti Ip na počtu měření pro kyselinu pikrovou (c=1.10-4 mol.L-1), kdy nebyly na pracovní 

elektrodu před každým měřením vkládány regenerační potenciály. Měřeno na p-AgSA-CE v prostředí B-R pufru 

pH 2,0 technikou DPV 
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Obr. 22 Voltamogram závislosti velikosti proudu píku Ip na potenciálu Ep pro kyselinu pikrovou  

(c=1.10-4 mol.L-1), kdy byly na pracovní elektrodu před každým měřením vkládány regenerační potenciály 

(Ereg1=  200 mV, Ereg2= -950 mV). Měřeno na p-AgSA-CE v prostředí B-R pufru pH 2,0; n = 20 
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Obr. 23 Graf závislosti Ip na počtu měření pro kyselinu pikrovou (c=1.10-4 mol.L-1), kdy byly na pracovní 

elektrodu před každým měřením vkládány regenerační potenciály (Ereg1=  200 mV, Ereg2= -950 mV). Měřeno na 

p-AgSA-CE v prostředí B-R pufru pH 2,0 technikou DPV 

3.2.1.3. Kalibrační závislost 

Na obr. 24 a obr. 26 jsou zobrazeny voltamogramy koncentračních závislostí 

v rozmezí 1.10-6 – 1.10-4 mol.L-1.  Měření bylo prováděno na p-AgSA-CE ve vodném roztoku 

B-R pufru o pH 2,0 při regeneračních potenciálech Ereg1= 200 mV a Ereg2= -950 mV. Nejnižší 

vyhodnotitelnou koncentrací byla 1.10-6 mol.L-1. Obr. 25 a obr. 27 ukazují závislost proudu 

píku (Ip) na koncentraci kyseliny pikrové. Charakteristika kalibračních přímek pro stanovení 

kyseliny pikrové na p-AgSA-CE v prostředí vodného roztoku pufru o pH 2,0 je shrnuta  

v tab. 6. V tab. 7 jsou statisticky vyhodnocena měření opakovatelnosti pro nejvyšší 

stanovovanou koncentraci 1.10-4 mol.L-1 a nejnižší stanovitelnou koncentraci 1.10-6  mol.L-1.   
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Obr. 24 DP voltamogram kyseliny pikrové v rozmezí 1.10-5 - 1.10-4 mol.L-1. Koncentrace kyseliny pikrové:  

1.10-4 mol.L-1 (1); 8.10-5 mol.L-1 (2); 6.10-5 mol.L-1 (3); 4.10-5 mol.L-1 (4); 2.10-5 mol.L-1 (5); 1.10-5 mol.L-1 (6). 

Měřeno na p-AgSA-CE v roztoku B-R pufru pH 2,0. Regenerační potenciály (Ereg1=  200 mV, Ereg2= -950 mV) 
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Obr. 25 Závislost proudu píku na koncentraci v rozsahu 1.10-5 – 1.10-4 mol.L-1. Měřeno na p-AgSA-CE pomocí 

DPV v roztoku B-R pufru pH 2,0. Regenerační potenciály (Ereg1=  200 mV, Ereg2= -950 mV) 
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Obr. 26 DP voltamogram kyseliny pikrové v rozmezí 1.10-6 - 1.10-5 mol.L-1. Koncentrace kyseliny pikrové:  

1.10-5 mol.L-1(1); 8.10-6 mol.L-1(2); 6.10-6 mol.L-1(3); 4.10-6 mol.L-1(4); 2.10-6 mol.L-1(5); 1.10-6 mol.L-1(6). 

Měřeno na p-AgSA-CE v roztoku B-R pufru pH 2,0. Regenerační potenciály (Ereg1=  200 mV, Ereg2= -950 mV) 
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Obr. 27 Závislost proudu píku na koncentraci v rozsahu 1.10-6 – 1.10-5 mol.L-1. Měřeno na p-AgSA-CE pomocí 

DPV v roztoku B-R pufru pH 2,0. Regenerační potenciály (Ereg1=  200 mV, Ereg2= -950 mV) 
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Tab. 6 Charakteristika kalibračních přímek stanovení kyseliny pikrové technikou DPV ve vodném roztoku  

B-R pufru o pH 5,0 na p-AgSA-CE 

C (mol.L-1) směrnice (mA.L.mol-1) úsek (nA) R LQ (mol.L-1) 

1.10-5 - 1.10-4 -11,1 -27 -0,9993  

1.10-6 - 1.10-5 -12,9 2,6 -0,9918 2,5.10-7  
 

Tab. 7 Statistické vyhodnocení opakovatelnosti měření kyseliny pikrové pomocí DPV na p-AgSA-CE 

v prostředí B-R pufru pH 2,0 při koncentraci 1.10-4 mol.L-1 a 1.10-7 mol.L-1 (n= 10, α= 0,05) 

c (mol.L-1) x~ (nA) r (nA) s (nA) sr (%) 
1.10-4 -962 58 13 1,35 
1.10-6 -8,4 2,6 0,59 6,99 

 

 

3.2.2. DCV technika 

3.2.2.1. Vliv pH 

Závislost výšky odezvy kyseliny pikrové na pH je ukázána na obr. 28 pro sudé 

hodnoty pH a obr. 29 pro liché hodnoty pH použitého B-R pufru. Měření probíhalo v roztoku 

kyseliny pikrové o koncentraci 1.10-4 mol.L-1 na p-AgSA-CE. V celém rozsahu pH se 

objevoval jeden pík, který byl vyhodnocován. V tab. 8 jsou zobrazeny hodnoty potenciálu 

(Ep) a proudu (Ip) píku kyseliny pikrové v závislosti na pH. Pro další práci bylo vybráno pH 

2,0, při kterém látka poskytovala největší odezvu.  
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Obr. 28 Chování kyseliny pikrové v roztoku B-R pufru o různém pH. DC voltamogramy kyseliny pikrové 

(c=1.10-4 mol.L-1) v prostředí B-R pufru. Měřeno na p-AgSA-CE. Zobrazeny sudé hodnoty pH B-R pufru 2,0 

(1); 4,0 (2); 6,0 (3); 8,0 (4); 10,0 (5); 12,0 (6) 
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Obr. 29 Chování kyseliny pikrové v roztoku B-R pufru o různém pH. DC voltamogramy kyseliny pikrové 

(c=1.10-4 mol.L-1) v prostředí B-R pufru. Křivka (6) je voltamogramem v prostředí samotné zásadité složky  

B-R pufru. Měřeno na p-AgSA-CE. Zobrazeny liché hodnoty pH B-R pufru 3,0 (1); 5,0 (2); 7,0 (3); 9,0 (4); 11,0 

(5); 12,9 (6) 
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Tab. 8 Chování kyseliny pikrové (c=1.10-4 mol.L-1) při různém pH v prostředí vodného roztoku B-R pufru, 

měřeno na p-AgSA-CE technikou DCV. Hodnota 12,9 je hodnota pH samotné zásadité složky B-R pufru 

pH Ep(mV) Ip(nA) 
2,0 -189 -908 
3,0 -258 -828 
4,0 -339 -800 
5,0 -414 -769 
6,0 -480 -712 
7,0 -543 -613 
8,0 -579 -506 
9,0 -657 -464 
10,0 -732 -324 
11,0 -771 -336 
12,0 -778 -377 
12,9 -789 -306 

 

Závislost potenciálu píku (Ep) na pH ukazuje obr. 30. Pro tuto závislost byl nalezen 

vztah 

Ep= -58,0 pH -109,2 (R=-0,9859) 
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Obr. 30 Závislost Ep kyseliny pikrová (c=1.10-4 mol.L-1) na pH. Měřeno pomocí DCV ve vodných roztocích  

B-R pufru na p-AgSA-CE. pH 12,9 je pH samotné zásadité složky 
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3.2.2.2. Vliv regeneračních potenciálů 

Vliv regeneračního kroku před každým měřením byl zjišťován pro techniku DCV. 

Výsledky jsou zobrazeny na voltamogramech na obr. 31, kde regenerační krok nebyl použit a 

na obr. 33, kde byl regenerační krok zařazen (Ereg1=  200 mV, Ereg2= -950 mV). Závislost Ip 

na počtu měření ukazují obr. 32 pro nevkládání regeneračních potenciálů a obr. 34 při 

vkládání regeneračních potenciálů. Pokud regenerační potenciály nebyly vkládány, byla 

odezva studované látky velmi nestálá, po zařazení regeneračního kroku před každé měření se 

velmi výrazně ustálila. Rozpětí hodnot proudu se po zařazení regeneračního kroku dvakrát 

zmenšilo. Odezva kyseliny pikrové byla při vkládání regeneračních potenciálů vyšší než při 

jejich nevkládání. Relativní směrodatná odchylka měření bez vkládání regeneračních 

potenciálů činila 5,49 %, při jejich vkládání klesla na 1,97 %. Vkládání regeneračních 

potenciálů v tomto případě značně ovlivnilo opakovatelnost měření. 
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Obr. 31 DC voltamogramy závislosti velikosti proudu píku Ip na potenciálu Ep pro kyselinu pikrovou  

(c=1.10-4 mol.L-1), kdy nebyly na pracovní elektrodu před každým měřením vkládány regenerační potenciály. 

Měřeno na p-AgSA-CE v prostředí B-R pufru pH 2,0 
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Obr. 32 Graf závislosti Ip na počtu měření pro kyselinu pikrovou (c=1.10-4 mol.L-1), kdy nebyly na pracovní 

elektrodu před každým měřením vkládány regenerační potenciály. Měřeno na p-AgSA-CE v prostředí B-R pufru 

pH 2,0 technikou DCV 
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Obr. 33 Voltamogram závislosti velikosti proudu píku Ip na potenciálu Ep pro kyselinu pikrovou  

(c=1.10-4 mol.L-1), kdy byly na pracovní elektrodu před každým měřením vkládány regenerační potenciály 

(Ereg1=  200 mV, Ereg2= -950 mV). Měřeno na p-AgSA-CE v prostředí B-R pufru pH 2 technikou DCV 
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Obr. 34 Graf závislosti Ip na počtu měření pro kyselinu pikrovou (c=1.10-4 mol.L-1), kdy nebyly na pracovní 

elektrodu před každým měřením vkládány regenerační potenciály (Ereg1=  200 mV, Ereg2= -950 mV). Měřeno na 

p-AgSA-CE v prostředí B-R pufru pH 2 technikou DCV 

3.2.2.3. Kalibrační závislost 

Voltamogramy kalibračních závislostí v rozmezí 1.10-7 – 1.10-4 mol.L-1 jsou ukázány 

na obr. 35, obr. 37 a obr. 39. Měření bylo prováděno na p-AgSA-CE ve vodném roztoku  

B-R pufru o pH 2 při regeneračních potenciálech Ereg1= 200 mV a Ereg2= -950 mV. Nejnižší 

vyhodnotitelnou koncentrací byla 1.10-7 mol.L-1. Závislosti velikosti proudu píku na 

koncentraci kyseliny pikrové jsou zobrazeny na obr. 36 pro rozmezí 1.10-5 – 1.10-4 mol.L-1, 

obr. 38 pro rozmezí 1.10-6 – 1.10-5 mol.L-1 a obr. 40 pro rozmezí 1.10-7 – 1.10-6 mol.L-1. 

Charakteristika kalibračních přímek pro stanovení kyseliny pikrové na p-AgSA-CE 

v prostředí vodného roztoku pufru o pH 2,0 je shrnuta v tab. 9. V tab. 10 jsou statisticky 

vyhodnocena měření opakovatelnosti pro nejvyšší stanovovanou koncentraci 1.10-4 mol.L-1 a 

nejnižší stanovitelnou koncentraci 1.10-7  mol.L-1.   
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Obr. 35 DC voltamogram kyseliny pikrové v rozmezí 1.10-5 - 1.10-4 mol.L-1. Koncentrace kyseliny pikrové:  

1.10-4 mol.L-1(1); 8.10-5 mol.L-1(2); 6.10-5 mol.L-1(3); 4.10-5 mol.L-1(4); 2.10-5 mol.L-1(5); 1.10-5 mol.L-1(6). 

Měřeno na p-AgSA-CE v roztoku B-R pufru pH 2,0. Regenerační potenciály (Ereg1=  200 mV, Ereg2= -950 mV) 
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Obr. 36 Závislost proudu píku na koncentraci v rozsahu 1.10-5 – 1.10-4 mol.L-1. Měřeno na p-AgSA-CE pomocí 

DCV v roztoku B-R pufru pH 2,0. Regenerační potenciály (Ereg1=  200 mV, Ereg2= -950 mV) 
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Obr. 37 DC voltamogram kyseliny pikrové v rozmezí 1.10-6 - 1.10-5 mol.L-1. Koncentrace kyseliny pikrové:  

1.10-5 mol.L-1(1); 8.10-6 mol.L-1(2); 6.10-6 mol.L-1(3); 4.10-6 mol.L-1(4); 2.10-6 mol.L-1(5); 1.10-6 mol.L-1(6). 

Měřeno na p-AgSA-CE v roztoku B-R pufru pH 2,0. Regenerační potenciály (Ereg1=  200 mV, Ereg2= -950 mV) 
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Obr. 38 Závislost proudu píku na koncentraci v rozsahu 1.10-6 – 1.10-5 mol.L-1. Měřeno na p-AgSA-CE pomocí 

DCV v roztoku B-R pufru pH 2,0. Regenerační potenciály (Ereg1=  200 mV, Ereg2= -950 mV) 
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Obr. 39 DC voltamogram kyseliny pikrové v rozmezí 1.10-7 - 1.10-6 mol.L-1. Koncentrace kyseliny pikrové:  

1.10-6 mol.L-1(1); 8.10-7 mol.L-1(2); 6.10-7 mol.L-1(3); 4.10-7 mol.L-1(4); 2.10-7 mol.L-1(5); 1.10-7 mol.L-1(6). 

Měřeno na p-AgSA-CE v roztoku B-R pufru pH 2,0. Regenerační potenciály (Ereg1=  200 mV, Ereg2= -950 mV) 
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Obr. 40 Závislost proudu píku na koncentraci v rozsahu 1.10-7 – 1.10-6 mol.L-1. Měřeno na p-AgSA-CE pomocí 

DCV v roztoku B-R pufru pH 2,0. Regenerační potenciály (Ereg1=  200 mV, Ereg2= -950 mV) 



 

Tab. 9 Charakteristika kalibračních přímek stanovení kyseliny pikrové technikou DCV ve vodném roztoku  

B-R pufru o pH 2,0 na p-AgSA-CE 

c (mol.L-1) směrnice (mA.L.mol-1) úsek (nA) R LQ(mol.L-1) 

1.10-5 - 1.10-4 -17,1 -64 -0,9985  

1.10-6 - 1.10-5 -24,4 -10 -0,9966  

1.10-7 - 1.10-6 -25,5 -2,3 -0,9540 5,5.10-8 
 

 

Tab. 10 Statistické vyhodnocení opakovatelnosti měření kyseliny pikrové pomocí DCV na p-AgSA-CE 

v prostředí B-R pufru pH 2,0 při koncentraci 1.10-4 mol.L-1 a 1.10-7 mol.L-1 (n= 10, α= 0,05) 

c (mol.L-1) x~ (nA) r (nA) s (nA) sr(%) 
1.10-4 -1270 110 25 1,97 
1.10-7 -5,10 0,40 0,09 1,72 

 

4. Spektrofotometrická stanovení 

4.1. Spektrofotometrické stanovení 5-NBIA 

Spektrofotometrické stanovení 5-NBIA nebylo provedeno. Důvodem byla nemožnost 

porovnat toto stanovení s jeho voltametrickým stanovením. 

4.2. Spektrofotometrické stanovení kyseliny pikrové 

Pro srovnání dosažených výsledků s jinou možností analytického stanovení kyseliny 

pikrové byla využita schopnost kyseliny pikrové absorbovat světelné záření v UV oblasti. 

Bylo provedeno spektrofotometrické stanovení. Bylo zjištěno absorpční spektrum kyseliny 

pikrové, které je zobrazeno na obr. 41, ve kterém jsou vidět dva píky - první při 205 nm a 

druhý při 357 nm.  Pro kalibrační závislost byl využit druhý pík s vlnovou délkou 357 nm. Na 

obr. 42 a obr. 43 jsou zobrazeny kalibrační přímky v rozmezí 2.10-6 – 1.10-4 mol.L-1. Při 

spektrofotometrickém stanovení bylo dosaženo nejnižší vyhodnotitelné koncentrace  

2.10-6 mol.L-1. V tab. 11 je přehled charakteristik kalibračních přímek. 
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Obr. 41 Absorpční spektrum roztoku kyseliny pikrové (c=1.10-3 mol.L-1) v deionizované vodě. Pík při 205 nm 

(1), pík při 357 nm (2). Měřeno v křemenné kyvetě proti deionizované vodě, optická dráha 1 cm 
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Obr. 42 Závislost absorbance kyseliny pikrové na její koncentraci v rozsahu 1.10-5 – 1.10-4 mol.L-1. Měřeno 

v křemenné kyvetě, optická dráha 1 cm. Jako blank byla použita deionizovaná voda 
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Obr. 43 Závislost absorbance kyseliny pikrové na koncentraci v rozsahu 1.10-6 – 1.10-5 mol.L-1. Měřeno 

v křemenné kyvetě, optická dráha 1 cm. Jako blank byla použita deionizovaná voda 

 

Tab. 11 Charakteristika kalibračních přímek stanovení kyseliny pikrové spektrofotometrickým měřením. 

Měřeno v křemenné kyvetě, optická dráha 1 cm 

c (mol.L-1) směrnice (kL.mol-1) úsek R LQ (mol.L-1) 

1.10-5 - 1.10-4 17,7 -0,018 0,9998  

2.10-6 - 1.10-5 13,9 0,024 0,9959 2,5.10-6 

 

5. Závěr  

Byl zjišťován vliv pH na voltametrické chování 5-NBIA. Voltametrické stanovení 

5-NBIA technikou DPV a DCV probíhalo ve vodném roztoku B-R pufru pH 5,0 na p-AgSA-

CE. Pro 5-NBIA nebyla proměřena kalibrační závislost, protože došlo k znehodnocení 

odezvy této látky pravděpodobně vlivem tvorby komplexu na povrchu elektrody a obsazením 

aktivních míst. Měření stálosti zásobního roztoku 5-NBIA potvrdilo, že znehodnocení odezvy 

nemohlo být způsobeno způsobem skladování zásobního roztoku, a že v něm neprobíhaly 

reakce, při kterých by se měnil charakter látky. Srovnávací spektrofotometrické stanovení 

nebylo provedeno. 
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Byl zjišťován vliv pH na voltametrické chování kyseliny pikrové. Stanovení kyseliny 

pikrové technikou DPV a DCV probíhalo ve vodném roztoku B-R pufru pH 2,0 na p-AgSA-

CE. Technikou DPV byla kalibrační závislost změřena v rozsahu koncentrací 1.10-6 - 

1.10-4 mol.L-1. Nejnižší vyhodnotitelná koncentrace činila 1.10-6 mol.L-1. Vypočtená mez 

stanovení měla hodnotu 2,5.10-7 mol.L-1. Pro techniku DCV byla naměřena kalibrační 

závislost v rozmezí 1.10-7 - 1.10-4 mol.L-1. Nejnižší vyhodnotitelná koncentrace byla 

1.10-7 mol.L-1. Vypočtená mez stanovení činila 5,5 10-8 mol.L-1. 

 Při srovnávacím spektrofotometrickém stanovení byla kalibrační závislost pro 

kyselinu pikrovou proměřena v rozmezí 2.10-6 – 1.10-4 mol.L-1. Nejnižší vyhodnotitelná 

koncentrace byla 2.10-6 mol.L-1. Mez stanovitelnosti byla vypočítána na 2,5.10-6 mol.L-1. 
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