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Abstract

This thesis is concentrated on the optimization of conditions for determination of genotoxic
environmental pollutants whitch belong to derivatives of polycyclic aromatic hydrocarbons —
I-nitropyrene (1-NP), 1-aminopyrene (1-AP) and 1-hydroxypyrene (1-HP). All three
compounds were determined by differential pulse voltammetry (DPV) at boron-doped diamond
film electrode in water-methanolic solutions. Further, 1-AP and 1-HP were determined in a
model sample of urine. For this purpose, effective separative techniques such as solid phase
extraction and high performance liquid chromatography with reverse phase and amperometric
detection at above mentioned type of electrode were used. Limits of detection of all tested
compounds in water-methanolic solutions are 9-10°~3-10"" mol dm™ using DPV and 1-107®
moldm™ for 1-HP and 1-AP in model sample of urine determined by HPLC with

amperometric detection.



Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva optimalizaci podminek pro stanoveni genotoxickych
polutantl zivotniho prostiedi patficich mezi derivaty aromatickych polycyklickych uhlovodikt
— l-nitropyrenu (1-NP), 1-aminopyrenu (1-AP) a 1-hydroxypyrenu (1-HP). VSechny tii
uvedené latky byly stanovovany diferencni pulsni voltametrii (DPV) na borem dopované
diamantové filmové elektrodé ve vodné-methanolickém prostfedi. Dale byly 1-AP a 1-HP
stanovovany v modelovém vzorku moci. K témto tcelim byly pouzity ucinné separacni
techniky — extrakce na tuhé fazi a vysokoucinnd kapalinova chromatografie s obracenymi
fazemi s elektrochemickou detekci na jiz zminéné borem dopované diamantové filmové
elektrodé. Meze detekce viech ti latek stanovovanych metodou DPV jsou v rozmezi 9-10°° aZ
3-107 moldm™ a limit detekce 1-AP a 1-HP v mo&i zm&fené pomoci HPLC s

amperometrickou detekei je pro obé latky 1-10™ mol dm™.
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1 UVOD

Pfimym duasledkem soucasného bouflivého rozvoje automobilismu je nardst zdravotnich
rizik spojenych s expozici naSi populace Skodlivym latkdm obsazenych v automobilovych
emisich. Vyznamnou roli v tomto sméru hraji polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH) a
nitrované polycyklické aromatické uhlovodiky (NPAH)' patiici k rozsifenym chemickym
karcinogentim®”. Proto je velice diileZité tyto latky v Zivotnim a pracovnim prostfedi vhodnymi
postupy monitorovat obzvlast’ kdyz mohou do téla vstupovat uz po piimém kontaktu s kizi ¢i
zazivacim traktem. Zde je na misté vybér vhodnych zastupct téchto polutanti, pripadné jejich
metabolitli, jako vhodnych biomarkerti pro sledovani expozice témto nebezpecnym latkam.
Jeden z nejpouzivanéjSich markerti expozice PAH je 1-hydroxypyren (1-HP). Pro sledovani
expozice NPAH se jako biomarkery uplatiiuji 1-nitropyren (1-NP)* a jeho metabolit
l-aminopyren (1-AP) (viz Tabulka 1.1).

Vzhledem ktomu, ze vySe uvedené latky obsahuji snadno oxidovatelné/redukovatelné
hydroxy-, amino- a nitro- skupiny na aromatickém jadie, jsou pro jejich sledovani vhodné
elektrochemické metody jako jsou diferen¢ni pulsni voltametrie, voltametrie s linearnim
scanem nebo cyklicka voltametrie. Pro mimoradné citlivé a selektivni stanoveni v télnich
tekutindch se nabizi vysokoucinnd kapalinovd chromatografie s elektrochemickou detekei
(HPLC-ED). Tato technika je levn&jsi nezli metody vyuZzivajici hmotnostné-spektrometrické
detekce a zarovenl dostatené citlivd, takZze by mohla byt obecné pouZitelnd k monitorovani
expozice PAH a NPAH.

Velmi dulezitou roli v elektrochemické detekci hraje vybér pracovni elektrody. Pro dany
projekt byla zvolena borem dopovana diamantova filmova elektroda (BDDFE), kterda se
vyznacuje Sirokym rozsahem pracovnich potencidlli dovolujicim provadét jak redukci, tak i
oxidaci organickych latek. BDDFE je mimoiadné mechanicky a chemicky stabilni, ma nizky

$um a odolnost vii¢i pasivaci, coz umoziuje vyuziti téchto elektrod v pritokovych systémech’.

1.1 Cil prace

Cilem této prace bylo:

e Provést vyzkum elektrochemického chovani roztokd I-nitropyrenu,
l-aminopyrenu a 1-hydroxypyrenu ve vodné-methanolickém prostfedi metodami diferencni
pulsni voltametrie a voltametrie s linearnim scanem na borem dopované diamantové filmové

elektrodé.
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e Nalézt optimalni podminky pro jejich stanoveni v moci metodou vysokouc¢inné kapalinové
chromatografie s elektrochemickou detekci na BDDFE s piedbéznym zakoncentrovanim
analytu.

e Provést pilotni studii stanoveni 1-hydroxypyrenu v moci metodou diferenéni pulsni

voltametrie po predbézné separaci a extrakci na tuhé fazi.

Tabulka 1.1 Piehled stanovovanych latek.

Relativni
CAS name Strukturni vzorec CAS number molekulova

hmotnost
1-Nitropyrene ‘

NO,
O 5522-43-0 247,25
NH,
1-Aminopyrene ‘O 1606-67-3 217,27

OH

1-Hydroxypyrene ‘O 5315-79-7 218,25

1.2 Studované latky

Souc¢asny bouilivy rozvoj automobilismu v Ceské republice vyrazné prispiva ke
znecistovani zivotniho prostfedi. Pfimym dasledkem je nartst zdravotnich rizik spojenych s
expozici nasi populace Skodlivym latkdm obsaZenych v automobilovych emisich. Vyznamnou
roli v tomto sméru hraji polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH)'. Jsou b&znou souéasti

vsech slozek zivotniho prostfedi, kam pronikaji jak z pfirodnich, tak i z primyslovych zdroji.
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Pfirozend rovnovaha mezi produkci a degradaci PAH byla narusena v 19. a 20. stoleti
pfedevS§im diky primyslové revoluci. Az z 90% je tento narlst koncentraci zpiisoben
nedokonalych spalovanim uhli, ropy, nafty a dieva . Pfirodni zdroje zahrnuji pfedevsim lesni a
stepni pozary a vulkanickou ¢innost Pfispévky pfirodnich zdroji k celkové kontaminaci
Zivotniho prostiedi PAH jsou viak minoritni®. Stejné jako PAH, jsou i jejich nitroderivaty
(NPAH) v zivotnim prostiedi prakticky vSudypfitomné a své mateiské slouceniny zpravidla
doprovézeji. V ovzdusi se b&zné vyskytuji v koncentracich okolo 107 az 10* ng m™, tj. na
hladinach az o né¢kolik fadt nizSich nez matetské slouceniny. Jejich zdrojem jsou jednak
atmosférické reakce, kdy NPAH vznikaji radikdlové iniciovanymi reakcemi PAH s oxidy
dusiku pfitomnymi ve zneCiSténém ovzdusi a jednak samotné spalovaci procesy (hlavné ve
vyfukovych plynech dieselovych a benzinovych motorli), ale i Cernici materialy, tonery pro
kopirky, cigaretovy koui nebo potraviny’.

PAH i NPAH do organismu vstupuji zpravidla dychacimi ¢i trdvicimi cestami, mohou vSak
byt snadno a rychle absorbovany i kiizi. Vzhledem ke své nizké t€kavosti jsou v ovzdusi i ve
vyfukovych plynech adsorbovany na tuhych &asticich® Byla u nich bezpe&né rozpoznana
souvislost mezi profesionalni expozici a zvySenym vyskytem rakoviny'. Studie provadgjici
prizkum Umrtnosti pracovnikli americkych Zeleznic v letech 1959 az 1996 tvrdi, Ze existuje
souvislost mezi expozici PAH (jejichz koncentrace v tomto prostiedi je podstatné zvySena) a
rakovinou plic, pficemz jeji pravdépodobnost byla vyssi u jedincii Castéji pfichazejicich do
styku s vlaky pohanénymi dieselovymi lokomotivami’. Epidemiologické studie pracovnikii u
koksovacich peci naznagily vzestup rizika plicni rakoviny ve vztahu k expozici PAH'.
Vysledky prizkumu mezi pracovniky exponovanymi automobilovym emisim naznacuji, Ze
muzi obvykle zaméstnani jako fidi¢i kamionli méli statisticky vyznamné 50% zvySeni rizika
rakoviny mo&ového méchyie'.

Z uvedenych konkrétnich ptikladii a rozsahlého mnozstvi provedenych vyzkumi je patrné,
ze PAH a NPAH patfi mezi velmi rozsifené a silné znéCistovatele zivotniho prostiedi
zahrnujici prokazané karcinogeny a mutagenni latky jak pro lidi, tak 1 pro zvifata. Z tohoto
divodu byla vyvinuta cela fada postupli odbérti vzorki, jejich zpracovani a analyzovani pro
sledovani expozice témto nebezpecnym latkam.

Monitorovani PAH a NPAH vovzdusi umoznuje odhadnout pouze davku piijatou
dychanim. PAH a NPAH vsak mohou do téla vstupovat i po pfimém kontaktu s kuzi ¢i
zazivacim traktem. Proto je vhodnéjsi tzv. biologické monitorovani (tj. stanoveni PAH a
NPAH nebo jejich metabolith v télnich tekutindch), které umoznuje pomérné presny odhad

davky, kterou je exponovany organismus skuteéné zatizen. NejvhodnéjSim biologickym
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materidlem se jevi moc, jejiz vzorky jsou snaze dostupné nezli vzorky krve ¢i jinych télnich
tekutin'?. Vzhledem k tomu, Ze pomoci plynové chromatografie s hmotnostni detekci bylo
v Zivotnim prostiedi jiz identifikovano pies 100 riiznych PAH", je dalezity vybér vhodnych
zastupcil téchto polutantti, pfipadné jejich metabolitl, jako vhodnych biomarkérii pro sledovani
expozice témto nebezpecnym latkdm. Bioindikatory totiz poskytuji dilezité informace o
vystaveni organismu karcinogentim nebo o mechanismu vyvoje rakoviny spojenych s riznymi

typy expozice PAH, NPAH a jejich metabolittim.

1-Hydroxypyren

Jeden z nejpouzivanéjSich markért expozice PAH je 1-hydroxypyren (1-HP). Vyznacuje se
vysokou citlivosti stanoveni, nizkou hladinou u neexponovanych osob a vysokou urovni u osob
exponovanych. Navic byla prokazana dobrd korelace mezi mutagenitou moci a obsahem
1-HP'. Poprvé byl 1-HP identifikovan v mo&i prasete vroce 1983 jako hlavni produkt
metabolismu pyrenu', ktery je b&nou komponentou smési PAH. Jedna ze studii pravé
upozoriiuje na statisticky vyznamnou korelaci mezi mnozstvim 1-HP v lidské moci a
koncentraci pyrenu a benzo[a]pyrenu v okolnim prostiedi'’. V domacnosti miZe byt
vyznamnym zdrojem PAH nevhodnéd tepelna uprava potravin (grilovani, smaZeni), paleni
rozmanitych svicek, vonnych tycinek, ale také koufeni. Studie v ramci obyvatelstva Evropy a
Asie ukazuji vyznamné zvyseni hladiny 1-HP u kutaki v porovnani s nekuidky. V Tabulce 1.2
je uvedeno n&kolik piikladd. Li'® a kol. naméfili néasledujici pramérné koncentrace 1-HP v
moéi: 0,04 pmol mol™' kreatininu u nekuiaki (0 cigaret/den), 0,20 pmol mol™" kreatininu u
lehkych kutéka (do 20 cigaret/den), 0,46 umol mol™' kreatininu u stiednich kufaka (20-40
cigaret/den) a 1,16 pmol mol™' kreatininu u silnych kufakd (40 a vice cigaret/den). Hladina
1-HP u lehkych, stfednich a silnych kutrdkt je 5, 12 a 29krat vyssi, nez u nekuiakda.
Experimentalni studie Scherera a spol.'” dale ukazuje, e znatelnd vy$§i narast hladiny 1-HP v

moci je u aktivnich kutékl nez u nekouficich lidi pouze vystavenych zakourenému prostiedi.
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Tabulka 1.2 Porovnani koncentrace 1-HP u kutfakud a nekufaka.

Koncentrace 1-HP v mo¢i pmol mol ' kreatininu

Skupina Primér (pocet osob) Lit.
Nekuraci Kuraci

Pracovnici v pramyslu 0,17 (14) 0,51 (28) 18

Studenti 0,12 (39) 0,25 (37) 19

Zeny v domécnosti 0,08 (27) 0,25 (97) 20

Dalsim zdrojem PAH muize byt i fi¢ni voda se zneCiSténou sedimentaci. Takovym
piikladem je feka Rhine v Nizozemsku. Jogeneelen a kol. (cit.*' a cit. v ni obsazené) zde
studovali expozici PAH u 6 windsurfert. Tii dny pfed windsurfingem byly referentni, dalsi 2
dny se uZz dobrovolnici vénovali tomuto sportu nejméné 3 hodiny denng. Uastnikiim
experimentu pak byla odebirana mo¢ a sledovala se hladina 1-HP. Vysledky ukazuji, ze v
referentnich dnech byla koncentrace 1-HP 0,11 pumol

mol™' kreatininu (rozmezi 0,05-0,16), zatimco ve dnech, kdy se surfovalo, dosahovala
tém&F trojnasobné hodnoty — 0,32 pmol mol™" kreatininu (rozmezi 0,16-0,81). Vypodet davek
pyrenu obdrzenych vdechovanim, oralné ¢i dermaln¢ ukézal, Ze nejefektivnéjsi cesta expozice
PAH byla ptes pokozku.

Velkému zatizeni PAH a jeho metabolitim jsou vystaveni zaméstnanci v tovarnach na
vyrobu hliniku, koksovnach, zelezarndch, oceldrnich, dale asfaltéri, fidi¢i dopravnich
prostiedkil ¢i zaméstnanci zeleznic (viz Tabulka 1.3). Se zvysenou hladinou 1-hydroxypyrenu
(az o 2 tady) v moci se mizeme setkat i u pacientl trpicich koznimi onemocnénimi (napft.

psoriazou) lé&enymi piipravky na bazi kamenouhelného dehtu®.
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Tabulka 1.3 Koncentrace 1-HP v mo¢i jedinct exponovanych PAH.

Koncentrace 1-HP v mo¢i

Zaméstnani/lecent pumol mol™' kreatininu (po&et osob) Lit.
Pracovnici v hlinikarné
pied sménou 0,43-0,77 (55) 23
po smeén¢ 1,93-3,60 (55)
Pracovnici v koksdrné
pied sménou 0,24-3,50 (44) 18
po sméné 0,46—11,2 (44)
Ridici autobusu 0,05-1,60 (60) 24
Postovni dorucovatelé 0,02-0,75 (88)
Asfalteri
pied sménou 1,35 (43) 25
po smén¢ 1,76 (43)
Lécba kamenouhelnym dehtem
pred 1écbou 1-20 (4) 22
po 1écbé 100-500 (4)

1-Nitropyren a 1-aminopyren

Pro sledovani expozice NPAH se jako biomarkery uplatiiuji 1-nitropyren (1-NP) a
l-aminopyren (1-AP). Ve vzorcich ¢astic, které jsou emitovany naftovymi motory, bylo ur¢eno
vice nez padesat NPAH, pri¢emz pievladajici slouceninou je pravé 1-NP'. Obecné plati, Ze
koncentrace 1-NP jsou nékolikanasobné vétsi ve méstech a na délnicich praveé kvili hojnému
vyskytu automobilti. Napiiklad az stonasobné zvétSeni mnozstvi 1-NP v méstském ovzdusi
oproti venkovnimu bylo naméfeno ve Francii v Marseilles, kdy koncentrace na venkove se
pohybovaly v rozmezi 0,0 az 3,1 pg m™ a ve m&sté 14,9 a7 222.1 pg m™> (cit.”®).

Stejné jako vétSina aromatickych nitrosloucenin, 1-NP vykazuje mutagenni aktivitu v
bakterialnich a savéich systémech?’. Byl rovn&z oznaden jako podeziely karcinogen pro lidsky
organismus (skupina 2B) Mezinarodni agenturou pro vyzkum rakoviny (International Agency
for Research on Cancer, sou¢asti Sv&tové zdravotni organizace (WHO) OSN)®. Cilovymi
organy jsou piedevsim jatra, plice a prsni zlazy.

Zékladem pro karcinogenni pisobeni slouCeniny je jeji dostateCna afinita k nukleofilnim
centrim v DNA a blizkost k cilovym molekuldm. Aby vétSina karcinogenti mohla tvotit adukty
s DNA, vyzaduje metabolickou aktivaci®. KliGovym mistem metabolické aktivace
1-nitropyrenu (a nitrosloucenin obecné) je nitroskupina. Jeji redukci vznikd hydroxylamin,
ktery je nestabilni a ochotné tvoii nitreniovy ion, ktery bud’ sam ¢i preménény na karbeniovy

ion reaguje s nukleofilnimi centry molekul DNA za tvorby aduktii. VSechny procesy aktivace
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jsou v organismu zprostfedkovany enzymové katalyzovanymi reakcemi. Cilovymi misty pro
kovalentni vazbu aktivovaného 1-NP v DNA jsou pfedev§im purinové baze adenin a guanin™.
Studie metabolismu 1-NP provedené na potkanech ukézaly, ze ptes 50% davky 1-NP bylo
vylou¢eno do 24 hodin od podani, 15 aZz 30% v moci a 40 aZ 60% ve stolici. VSechny
metabolity byly v konjugované¢ formé a to ptevazné s kyselinou glukuronovou. Hlavnimi
metabolity 1-NP byly 1-aminopyren, 3-, 6- a 8-hydroxy-1-nitropyren, 8-hydroxy-N-nitropyren,
6- a 8-hydroxy-N-acetyl-1-aminopyren a 4,5-dihydroxy-4,5-dihydro-1-nitropyren®'>. Pravé
1-AP je dalSim pomérné cCasto stanovovanym biomarkerem expozice NPAH a spolu s
hydroxy-1-nitropyreny (3-, 6- a 8-) a hydroxy-N-acetyl-1-aminopyreny (6- a 8-) byl prokazan i

s 10 173435
v mo¢i lidi™™".

Metody stanoveni 1-nitropyrenu, I1-aminopyrenu a 1-hydroxypyrenu

Jak jiz bylo zminéno, 1-NP je nejzastoupenéjsi NPAH ve vyfukovych zplodinach
dieselovych motort, ¢imz se stava velmi rozSifenym v Zivotnim prostfedi a navic je podeziely
karcinogen pro ¢loveka. Z téchto ditvodl je Casto volen jako biomarker expozice NPAH a jeho
hladina se sleduje hlavné v mistech zatizenych dopravou nebo primyslem. 1-AP se stanovuje v
souvislosti s 1-NP jakozto produkt jeho chemické redukce, metabolit 1-NP v zivych
organismech nebo jako jeden ze zastupcii amino-PAH, které se obecné oznacuji za latky
genotoxické a jsou mezi nimi i prokazané karcinogeny. 1-HP zase ma hojné vyuziti jako
biomarker sledovani expozice PAH v biologickych matricich, hlavné v moci.

Vsechny tfi latky se vyskytuji ve slozitych matricich, a proto je tfeba vénovat znacnou
pozornost predbéznému zpracovani vzorkli pied samotnou detekci, chceme-li dosahnout
selektivnich a citlivych stanoveni. V nasledujicich odstavcich bude popsano nékolik bézné
pouzivanych technik pfedbézné separace a prekoncentrace vzorka ovzdusi, vyfukovych plynii

a moci s priklady detekénich technik pouzivanych pii stanoveni 1-NP, 1-AP a 1-HP.

Zpracovdni vzorkii ovzdu$i a vyfukovych plynii pied samotnou detekci I1-nitropyrenu a
1-aminopyrenu

PAH a jejich derivaty se vyskytuji v ovzdusi a vyfukovych zplodinach jednak v plynné fazi
a jednak i naadsorbované na pevné Castice (prach, saze aj.). Pfi vlastnim vzorkovani je ve
vetsing pripadl zapotiebi zvolit techniku odbéru umoziujici zachyceni analytu(tl) z obou

36,37 ;138
h™"", teflonovych™ a

prostfedi. K jimani pevnych ¢astic se Casto pouzivaji filtry ze skelnyc
kiemennych® vlaken. Pro zachyceni plynné faze se pak pouZivaji rizné typy sorbentd, napf.

polyuretanova péna38. Analyty jsou z filtri a sorbentii nasledné¢ extrahovany organickymi
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rozpoustédly. Murayama a Dasgupta’® uvadgji nasledujici zptisob zpracovani filtru ze skelnych
vldken: po vzorkovani se filtr extrahuje v Soxhletove ptistroji 150 ml dichlotmethanu po dobu
24 hodin. Rozpoustédlo se odpaii pod proudem dusiku a odparek se sonikuje s 10 ml smési
MeOH:6,67 mM H,SO4 (85:15). Kapalna faze se pak nafedi methanolem (20x) a davkuje se na
HPLC. Ve vzorku vyfukového plynu dieselového motoru pak byly nalezeny kromé& 1-NP i
2-nitronaftalen, 2-nitro-1-naftol, 1-amino-4-nitronaftalen, 9-nitroantracen a dal$i zastupci

1038 - Analyza se

NPAH. Pouziti Soxhletova extraktoru a dichlormethanu uvadéji i dalsi autofi
vSak da podstatn¢ zrychlit nahrazenim Soxhletova extraktoru ultrazvukovou lazni. MacCrehan
a kol.*' extrahovali vzorky smési dichlormethan:hexan (40:60) pomoci ultrazvuku 30 min,
Baretto a spol.* dichlormethanem dokonce jen 5 minut. Dal§i &ast extrakéniho kroku vétsinou
zahrnuje odpateni pouzitého rozpoustédla pod proudem dusiku a rozpusténi odparku nejcastéji

v MeOH. Takto upraveny vzorek je pak analyzovan pomoci vhodné detekéni techniky.

Zpracovdni vzorkiit moci pied samotnou detekci 1-hydroxypyrenu, I-aminopyren a
metabolitii 1-nitropyrenu

Pfi analyze danych latek v moci se vzorek odebira nejcastéji do plastovych lahvicek. Je
tteba vSak upozornit na to, ze pii dlouhodobém skladovani standardnich roztoka ¢i vzorkl
obsahujicich tyto latky miize dojit k jejich adsorpci na stény plastovych nadobek a proto je
vhodnéjsi pouzivat sklenéné. Pokud neni odebrany vzorek zpracovan hned, je mozné jej
uchovavat na del$i dobu zmrazenim na —20 °C. 1-NP, 1-AP a 1-HP se v mo¢i vyskytuji hlavné
ve formé& konjugati’'*°, pievazng glukuronidi, proto je nutné prevést tyto konjugované
formy na volné. Nevazané 1-HP, 1-AP, 1-NP (i jeho vySe uvedené metabolity, které se také
stanovuji v mo&i) lze ziskat enzymatickou hydrolyzou®™~*****. Piikladem je postup podle
Jongeneelena a spol.’, kdy se k 10-25 ml mo¢&i upravené na pH 5 1,0 M HCI a 0,1 M
acetatovym pufrem ptida 12,5 ul enzymu B-glukuronidasy/arylsulfatasy a inkubuje se 16 h pti

37 °C za stalého michani. Jini autofi’**

* viak uvad&ji mnohem krat$i dobu inkubace 3—4 h.
Laumbach a kol.*” pouzili pro hydrolyzu konjugati 1-AP koncentrovanou HC1 (1 ml HCI + 10
ml moci). Smés pak zahtivali pfi 80 °C 1 h za stalého michani. Takto upraveny vzorek je dale
podroben piedbézné extrakci a prekoncentraci. Dalsi moznosti je i redukce jiz odseparovanych
analytd (na SPE kolonce s C18) pouzitim 57% HI a kyseliny octové™.

Pro zakoncentrovani a lepsi izolaci analyti nasleduje separacni a prekoncentracni krok. K
témto G&elim se pouziva SPE extrakce s kolonkami Sep-Pak C18'%4"* Sep-Pak Alumina A*
nebo LiChrolut® RP-18 E (pouzita v této praci), ze kterych jsou analyty vymyvany napf.

methanolem, smé&si methanol/ethylacetat nebo methanol/voda. V praci® byl 1-AP po hydrolyze
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kyselinou chlorovodikovou extrahovan dichlormethanem, odpafen pod proudem dusiku a
odparek byl rozpustén v acetonitrilu. Toriba a spol.>* a Van Bekkum a spol.** uvadgji pouziti
Blue Rayon* misto SPE nebo spolu s ni. Napf. po enzymatické hydrolyze se metabolity 1-NP
extrahuji s 20 mg Blue Rayon 1 hodinu za stalého michani. Blue Rayon byl nasledné promyt 5
ml smési MeOH:H,O (1:1) a vysuSen. Analyty se eluuji dvakrat 2 ml MeOH:NHj3 (50:1) za
stalého michani po dobu 30 min. Eluat se odpafi pod proudem dusiku pii 30 °C a odparek se

pak rozpusti v MeOH a analyzuje pomoci HPLC nebo GC-MS/MS*.

Detekcni techniky pro stanoveni 1-nitropyrenu, 1-aminopyrenu a 1-hydroxypyrenu

1-NP se v ovzdusi a vyfukovych plynech nestanovuje vétSinou samotny, nybrz jako soucast
az nekolika desitek dalSich latek ze skupiny PAH a NPAH hojné zastoupenych v téchto
matricich. V danych ptipadech se uplatiiuje pravdépodobné nejrozsirenéjsi a také nejucinngjsi

metoda — plynova chromatografie s hmotnostni detekci (GC-MS)*-*

. Tato technika umoziuje
najednou stanovit az nekolik desitek dalSich latek (hlavné matefskych PAH a piibuznych
NPAH) ptitomnych spolu s 1-NP ve vzorku. GC-MS je stejné¢ dobte aplikovatelna na stanoveni
1-HP napf. v pidnim extraktu’’, 1-AP v krvi potkani® nebo spolu s aminobifenyly,
aminoantraceny, aminonaftaleny a dal§imi APAH v naft&™. Vedle hmotnostniho detektoru se
pro stanoveni 1-NP pomoci GC déle pouzivaji plamenové-ionizacni detektor a "thermal energy
analyzer"™*.

Pii stanovenich 1-NP, 1-AP a 1-HP se taktéz hodné vyuziva vysokoucéinna kapalinova
chromatografie. Pomérné casto vyuzivany fluorescencéni detektor (FLD) poskytuje citliva
stanoveni 1-HP pfi analyze mo¢&i'®>, mléka nebo cerealii’®. 1-AP jakozto metabolit 1-NP se
sledoval HPLC-FLD v mo¢i jedincti po expozici vyfukovym plynim z dieselového motoru™.
Piimé stanoveni 1-NP je znemoznéno skutecnosti, ze nitro skupina nefluoreskuje. Tento
problém se Gasto fe§i on-line redukei nitroskupiny na aminoskupinu. V praci’’ vyuzivaji k
prevedeni NPAH na odpovidajici aminy vodného roztoku NaHS. MacCrehan a kol*'. zase
pouzili reduk¢ni kolonu se zinkovym praskem viazenou za analytickou kolonu. Zajimavé

v v ’ sros 36
feSeni prezentuji 1 Murayama a Dasgupta™.

* Adsorbent ze syntetického hedvabi s kovalentné navazanym modrym pigmentem majicim velkou
afinitu k aromatickym slou¢eninam se tfemi nebo vice konjugovanymi jadry.
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Pred fluorescencni detektor zaradili totiz on-line elektrochemicky detektor v redukénim
modu s pracovni elektrodou z porézniho grafitu a mohly tak jednak umoznit stanoveni NPAH
(1-NP, 1-nitronaftalen, 2-nitrofluoren aj.) fluorescen¢nim detektorem a jednak vyuzivat dva
detektory najednou. Elektrochemicky detektor byl vyuZit i pfi stanoveni 1-HP v moc¢i. Oxidace
1-HP probihala pii potencialu +1600 mV na elektrodé ze skelného uhliku'’. HPLC s
elektrochemickou koncovkou pouzil i Galceran a Moyano®’ pro detekei deviti PAH véetng 1-
NP ve wall-jet cele rovnéz s elektrodou ze skelné¢ho uhliku. V piipadé stanoveni 1-HP v moci
se da dale pouzit HPLC s hmotnostni detekei®® a UV detekce pii 235 nm.

Vzhledem ke snadné elektrochemické redukci nitroskupiny a oxidaci amino a hydroxy
skupin na aromatickém jadre, lze ke stanoveni stopovych mnozstvi derivati PAH pouzit
polarografické a voltametrické metody. Nejpouzivangj$imi technikami jsou diferen¢ni pulsni
voltametrie a polarografie na rtuznych typech elektrod jako jsou napt. borem dopované
diamantové filmové elektrody, uhlikové pastové elektrody, uhlikové pastové elektrody
modifikované DNA nebo cyklodextriny a tist¢né uhlikové elektrody. Velmi citlivého
stanoveni, v fadech az 107" moldm™, lze dosdhnou s pouZitim adsorpéni rozpoustci
voltametrie na visicich rtufovych kapkovych elektroddch a stfibrnych amalgamovych
elektrodach. Piiklady voltametrickych a polarografickych metod a pouzitych elektrod jsou
shrnuty v Tabulce 1.4.
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Tabulka 1.4 Elektrochemické metody stanoveni derivatl polycyklickych aromatickych uhlovodikii.

Latka 521?:;3; Metoda LoQ mol dm-> Lob Matrice Lit.
1,3-dinitronaftalen m-AgSAE DPV 2.10° MeOH-BR pufr pH 10,0 (50:50) 45
1,5-dinitronaftalen 1-10°
1,8-dinitronaftalen 5.1077
1-nitropyren DME DPP 2,5-1077 MeOH-BR pufr pH 13 (90:10) 59
HMDE DPV 6108 MeOH-BR pufr pH 12 (50:50)
HMDE AdSV 9-107'° MeOH-BR pufr pH 3 (1:99)
1-nitropyren GCPE LSV 2107 MeOH-BR pufr pH 3 (90:10) 60
DPV 2:107°
1-aminopyren dsDNA-CPE  PSA 6-10° 0,2 mol I"" cetatovy pufr o pH 5; 61
2-aminonaftalen 1,8-10° metoda aplikovana i na stanoveni 2-antraminu
2-antramin 8.1078 v ficni vode
1,2-diaminoantrachinon 1-1078
9,10-diaminofenantren 2107
1-aminopyren GCPE DCV 3.107¢ MeOH-BR pufr pH 2 (10:90) 60
DPV 1-10°°
AdSV 1-1077




Pracovni LOQ LOD

Latka elektroda Metoda ol dm? Matrice Lit.
1-aminopyren CPE DPV 1,9-1077 BR pufr pH 7 s 1% dimethylsulfoxidem 62
B-CD/CPE 1,2:1077
y-CD/CPE 1,7-1077
1-hydroxypyren CPE DPV 2,210 BR pufr pH 7 s 1% dimethylsulfoxidem 62
B-CD/CPE 1,2:1077
y-CD/CPE 7,6:107
1-hydroxypyren tt-ME AdSV 1,06-10° 0,01 mol I"' NaOH; 63

metoda aplikovana i na stanoveni v moci
kuraka

LOD, LOQ — mez detekce a mez stanovitelnosti

m-AgSAE — rtufovym meniskem modifikovana stiibrna pevna amalgamova elektroda
DME - rtutova kapajici elektroda

HMDE - visici rtutova kapkova elektroda

GCPE - pastova elektroda ze skelného uhliku

BDDFE — borem dopovana diamantova filmova elektroda

dsDNA-CPE — uhlikova pastova elektroda modifikovana dsDNA (double-stranded calf thymus DNA)
CPE — uhlikva pastova elektroda

B-CD/CPE — uhlikové pastova elektroda modifikovana -cyklodextrinem

A- CD/CPE — uhlikova pastova elektroda modifikovana A -cyklodextrinem

tf-ME — tenkovrstva filmova rtutova elektroda

DPV — diferenc¢ni pulsni voltametrie

DPP — diferen¢ni pulsni polarografie

AdSV — adsorp¢ni rozpoustéci voltametrie

PSA — potenciometrickd (chronopotenciometricka) rozpoustéci analyza

DCV — voltametrie s linedrnim scanem



2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Reagencie

Studované latky: zasobni roztok 1-NP (p.a., 99%, Sigma-Aldrich, Ceska republika) o
koncentraci 1-10° mol dm > byl piipraven rozpustenim 0,02473 g krystalického 1-NP v
methanolu (p. a., 99,8%, Penta, Ceska republika) a doplnénim na celkovy objem 100 ml.
Z davodu pomalejSiho rozpousténi byl pouzit ultrazvuk (PSO 200A Ultrasonic Compact
Cleaner, Powersonic). Zasobni roztok 1-AP (p. a., 99%, Sigma-Aldrich, Ceska republika) o
¢=1-10" mol dm™ byl pfipraven rozpusténim 0,02171 g krystalického 1-AP v methanolu a
doplnénim na celkovy objem 100 ml. Zasobni roztok 1-HP (p. a., 98%, Sigma-Aldrich, Ceska
republika) o ¢=1-10" mol dm™ byl pfipraven rozpusténim 0,02183 g 1-HP v methanolu a
doplnénim na celkovy objem 100 ml. Roztoky o nizsi koncentraci byly pfipravovany pfesnym
fedénim zasobnich roztokll. VSechny roztoky studovanych latek byly skladovany ve
sklenénych nadobach ve tmé za laboratorni teploty (pfi dlouhodobém skladovani zasobnich
roztokd v plastovych nadobach dochézi k jejich adsorpci na stény nadob).

Dalsi pouzité chemikalie: 2-propanol pro spektrofotometrii (Merck KGaA, Némecko),
kyselina boritd (p.a., Lachema, Ceska republika), kyselina orthofosfore¢na (p.a., 85%,
Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika), kyselina octova (p.a., 99,8%, Lach-Ner, s.r.o., Ceska
republika), hydroxid sodny (p. a., Lach-Ner, s. r. 0., Ceska republika), dekahydrat tetraboritanu
sodného (Na,B407-10 H,O, p.a., Lachema, Ceska republika), kyselina chlorovodikova
(Lachema, Ceska republika), deionizovana voda (Millipore, Milli-Q plus systém, USA).

Ptiprava Brittonova-Robinsonova pufru (BR pufr) o pH 2,0-12,0: nejdiive se pfipravila
zvlast’ jeho kyseld a zédsaditd slozka. Kyseld slozka obsahovala kyselinu boritou, kyselinu
octovou a kyselinu fosfore¢nou vie o koncentraci 0,04 mol dm . Zasadit4 slozka obsahovala
0,20 mol dm ™ NaOH. Smichanim obou sloZek v uréitém poméru se ziskal pufr o pozadované
hodnot¢ pH.

Bordtovy pufr o koncentraci 0,05 moldm™ byl pfipraven rozpu§ténim vypod&teného
mnozstvi dekahydratu tetraboritanu sodného v deionizované vod¢. pH roztoku bylo upraveno
na hodnotu 9,0 ptidavkem 0,10 mol dm™ HCL.

Fosfatovy pufr o pH 3,0-5,0 byl pfipraven smisenim kyseliny fosfore¢né o koncentraci 0,05

mol dm™ s vypoétenym mnozstvim hydroxidu sodného o koncentraci 1,00 mol dm™.
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2.2 Aparatura

Voltametricka méreni

Voltametrickd méfeni byla provadéna s vyuzitim pocitaového Eco-Tribo Polarografu
PC-ETP (Polaro-Sensors, Ceska republika) v programu PolarPro verze 5. Jednotlivd méfeni
byla provadéna ve tfielektrodovém zapojeni ve vsadkovém usporadani (Obr. 2.1).

e pracovni elektroda: bérem dopovana diamantova filmova elektroda (viz kapitola 2.2.1.)

o referentni elektroda: argentchloridova (3 mol dm  KCI, Monokrystaly, Ceska republika)

e pomocnd elektroda: platinovy plisek (Monokrystaly, Ceska republika)

Pro méfeni pH slouzil digitdlni pH-metr Jenway 4330 (Jenway, Velkd Britanie)

s kombinovanou sklenénou elektrodou.

Chromatograficka méreni

Pouzit byl HPLC systém LaChrom Elite (Merk, Ceska republika) s elektrochemickou

detekci v usporadani:

e gradientovd pumpa SMASH L-2130

e davkovac Front-Loading Sample Injector Model 7725(1) 20 ul (Rheodyne)
¢ kolonovy termostat L-2300

e kolona LichroCART 125-4 100 RP-18, 5 um, 119 x 4 mm

e predkolonka LiChroCARTR PAH 4-4

e ampérometricky detektor LC-4C (BAS)

Byl pouzivan ttielektrodovy systém (viz Voltametricka mereni) v tzv. wall-jet usporadani
(Obr. 2.2). Méteni byla provadéna za laboratorni teploty, kolona byla termostatovana na
40 °C pro zajiSténi konstantni teploty kolony i béhem horkych letnich dnd. Pouzivané mobilni

faze byly vzdy pted pouzitim odvzduSnény ultrazvukem po dobu 10 min.

Extrakce na tuhé fazi (SPE)

Extrakce na tuhé fazi se provadély na kolonce LiChrolut® RP-18 E (40-63 um), 200 mg 3

ml (Merck, Ceska republika). Tato kolonka je plnéna silikagelem s chemicky navézanou fazi
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RP-18 E o velikosti ¢astic 40—-63 um; je uréena pro vodné pufrované roztoky v rozmezi pH

2-8.

michatko PRACOVNI bublatko
elektroda /

POMOCNA REFERENTNI
elektroda elektroda

sklenéna nadobka

Obr. 2.1 Elektrochemicka cela ve vsadkovém uspotfddani. Pracovni elektroda — borem
dopovana diamantova filmova elektroda, referentni elektroda — argentchloridova (3M KCI) a
pomocna elektroda — platinovy pliSek.

PRACOVNI
elektroda

POMIOCNA REFERENTNI
elektroda elektroda

ol

\ POMOCNA
vy¥stup z kalony _)

elektroda

Obr. 2.2 Elektrochemicky detektor v uspotadani wall-jet. Pracovni elektroda — borem
dopovand diamantova filmova elektroda, referentni elektroda — argentchloridova (3M KCl) a
pomocna elektroda — platinovy plisek.
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2.2.1 Borem dopovana diamantova filmova elektroda

Uvod

Pro studium chovani 1-NP, 1-AP a 1-HP byla jako pracovni elektroda pouzita borem
dopovana diamantova elektroda s mikrokrystalickym diamantem (Obr. 2.3).

I kdyz problematika vyuziti diamantovych elektrod se zacCala intenzivné zkoumat teprve v
poslednich dvou desetiletich, prvni zminka se datuje do roku 1983. Tehdy japonsti védci Iwaki
a kol. opublikovali ¢lanek o pouziti diamantové elektrody pro elektrochemické ugely®. Jejich
elektroda vykazovala $ir$i potencidlové okno v katodické oblasti a mensi Sum nez elektrody ze
skelného uhliku. O n&kolik let pozdgji, v roce 1987, Pleskov a kol.* zkoumali fotochemické
vlastnosti polovodivych polykrystalickych diamantovych filmt na wolframovém substratu ve
vodném prostfedi. Tenne a kol. v roce 1993 navrhli vyuziti diamantové filmové elektrody pro
elektrochemickou redukei dusi¢nanu na amoniak® a Chailapakul s kolegy prokazali lepsi
citlivost stanoveni kyseliny citronové, alaninu a cysteinu na borem dopovaném diamantu nez
na skelném uhliku®’. Toto jsou jen ukazky publikaci, které prezentovali nesporné vyhody
diamantovych elektrod a tak podnitili bouflivy rozvoj dalsiho vyzkumu. Obr. 2.4 ukazuje

narist po¢tu publikaci o borem dopovanych diamantovych elektrodach v letech 1980 az 2010.

Obr. 2.3 Borem dopovana diamantovd filmova elektroda. Kiemikovd  desticka
s mikrokrystalickym diamantovym povrchem (1), primér pracovni ¢asti elektrody 3 mm,
plocha pracovni &asti elektrody 7,1 mm?, t&lo elektrody je vyrobeno z polyetheretherketonu.
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Obr. 2.4 Narust publikaci o borem dopovanych elektrodach v letech 1980 az 2010.

Vlastnosti diamantovych elektrod

Diamant se vyznacuje mimofddnou mechanickou i chemickou stabilitou. Je jednim z
nejlepsich prirodnich izolatoru a pro jeho elektroanalytické vyuziti je nutné jej dopovat atomy
jinych prvki, nejéast&ji atomy béru. Hlavni vyhody®®®, které &ini borem dopovany diamant
neobycejné perspektivnim elektrodovym materidlem jsou:
¢ nizké kapacita elektrické dvojvrstvy majici za nasledek nizky zbytkovy proud a velmi maly
Sum
e Siroké potencialové okno zhruba od —1,5 V do +1,5 V v 0,1 mol dm™ H,SO,4
e parafinicky charakter povrchu majici za nasledek nizkou adsorpci latek na tomto
elektrodovém materialu, coz snizuje pravdépodobnost deaktivace zablokovanim aktivnich
center na povrchu a tudiz minimalizuje problémy souvisejici s pasivaci elektrody produkty
elektrodové reakci ¢i interferenty v analyzovaném roztoku
e mechanickd robustnost a stabilita umoziujici vyuziti téchto elektrod v pritokovych
systémech
e biokompatibilita umoziujici snadnou implantaci téchto elektrod do zivé tkané s minimalni
pravdépodobnosti negativni biologické odezvy.

Ve srovnani s ostatnimi uhlikovymi materidly se diamantové filmové elektrody vyznacuji
dobrou stabilitou®. Nevykazuji znamky poskozeni pii anodické polarizaci v kyselych,

neutralnich 1 alkalickych roztocich, v pfitomnosti chloridovych nebo fluoridovych
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aniontll. Elektrochemické vlastnosti diamantovych filmovych elektrod jsou ovlivnény zejména
typem dopantu a jeho koncentraci, morfologickymi vlastnostmi (pfitomnosti povrchovych
defektil), pfitomnosti necistot uhliku nemajicich strukturu diamantu a druhem povrchové
terminace (H, F, O aj.). V naSem piipad€ byl diamantovy film terminovan vodikem. Takovy
povrch ma obdobnou strukturu jako alkany, a proto mé jen velmi nizkou tendenci adsorbovat
polarni slouceniny z roztoku. Diky tomu jsou elektrodové procesy, které zahrnuji adsorpci
intermediati na povrch elektrody (naptf. vyvoj vodiku, kysliku nebo halogentl) silné

zpomaleny.

Priiprava diamantovych elektrod

Nejcastéji jsou diamantové elektrody pouzivany ve formé tenkych, polykrystalickych filma.
Diamantové filmy se piipravuji®, chemickou depozici par pii pouziti Zhavenych vlaken nebo
mikrovinného ohfevu. K depozici diamantového filmu je nejcastéji pouzivana smés methanu a
vodiku ptfi objemovém poméru C/H 0,5 az 2,0 % a tlaku 1333,2 az 13332,2 Pa. Dopovani
boérem je dosazeno pridavanim diboranu do smési plynt, pfipadné je mozno pouzit pevny nitrid
boru, ktery za podminek panujicich v plasmovém hotédku postupné reaguje s atomarnim
vodikem na diboran. Jako nosi¢ se nejcastéji pouziva desticka z kifemiku s nizkym odporem,
1ze pouzit i wolfram nebo molybden. Desticku je nutno predem odistit a pielestit brusnou smesi
slozenou z diamantového prasku a B,Os. Zachycené Castice slouzi jako krystalizacni centra pro
rust diamantového filmu. Timto zplisobem je mozno vyrobit diamantové filmy o plose az
nékolik cm?. Vzniklé filmy jsou polykrystalické, s ostrymi, dobfe vyvinutymi krystaly o

velikosti 0,5 az 3 um.

PouZiti borem dopovanych diamantovych elektrod

Pro pouziti BDDFE v elektrochemii existuji dva hlavni sméry a to jednak jejich vyuziti pro
elektrochemickou oxidaci organickych latek obsazenych v odpadnich vodach na BDD anodé
(zalozena na jejich uplné konverzi nebo destrukci) a jednak uziti BDD jako elektrochemickych
senzorll ve voltametrii a pfi amperometrické detekci v pratokovych systémech jako jsou
HPLC, pritokovéa injekéni analyza a kapilarni elektroforéza’. V druhém piipadé BDDFE
naléza uplatnéni pfi stanoveni pesticidl, 1éCiv, environmentalnich polutanti (fenoly a jejich
chlorované derivaty, polycyklické aromatické uhlovodiky a jejich derivaty) a dalSich
biologicky aktivnich dusikatych a sirnych latek. Piehled nékterych aplikaci je uveden v
Tabulce 2.1.
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Tabulka 2.1 Pouziti borem dopovanych diamantovych filmovych elektrod pro stanoveni
organickych latek.

Stanovovana latka Metoda Mez detekce,mol dm’ Lit.
FIA-ED 7

3-Chlorfenol HPLC-ED 1-10 71

2-Aminobifenyl 2:1077

3-Aminobifenyl HPLC-ED 31077 72

4-Aminobifenyl 5.1077

3-Nitrofluoranten 3-107°

3-Aminofluoranten bry 2:1077 73

Cystein HPLC-ED 1-107° 74

Fluoranthen 1-107

Pyren HPLC-ED 110 75

Pyrocatechol CE-ED 1-1077 76

1,3-Dinitrobenzen CE-ED 4-1077 77
FIA-ED 3-1077

Fenol HPLC-ED 1-107 7

Histamin FIA-ED 51077 78

Nikotin SWV 3-107° 78

Naproxen DPV 3107 79
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2.3 Pracovni postupy

2.3.1 Voltametrie

a) Pii diferen¢ni pulsni voltametrii (DPV) byly pouzity nésledujici parametry: polarizacni
rychlost 20 mV s, pulsy o $ifce 100 ms, modulaéni amplituda +50 mV pii stanoveni 1-AP a
1-HP a =50 mV pfi méfeni 1-NP.

Pro eliminaci problému s pasivaci byl oxidacni scan provadén v piipadé 1-AP od +230 do
+680 mV, v ptipadé 1-HP od +150 do +500 mV a pfi stanoveni 1-HP v moc¢i od —200 do +500
mV. U 1-NP byla po kazdém méieni aplikovana elektrochemicka regenerace s nasledujicimi
parametry: 50 potencialovych skokii mezi Elreg = +800 mV,tlreg =03sa E2reg = -500 mV,
t2reg = 0,3 s. Mezi jednotlivymi méfenimi roztokem bylo michano.

b) Hodnoty potencidlovych rozsahi a polarizac¢nich rychlosti pouzitych pii voltametrii
s linedrnim scanem (DCV) jsou uvedeny u konkrétnich stanoveni. Mezi jednotlivymi métenimi
roztokem bylo michano.

c¢) Pii cyklické voltametrii (CV) byly vSechny scany provadény s polariza¢ni rychlosti 20
mV s, regenerace elektrody ani michani roztoku mezi jednotlivymi cykly nebylo pouZito.

U stanoveni 1-NP (redukce) byl vzdusny kyslik vZdy z roztoku odstrafiovan pétiminutovym

probublavanim dusikem, u 1-AP a 1-HP (oxidace) to nebylo tfeba.

Piiprava méieného roztoku pro stanoveni I-NP, 1-AP a I-HP ve vodné-methanolickém
prostiedi

Pti méfeni DP voltamogramii bylo postupovano nasledovné: do odmérné banky na 10 ml
bylo odméfeno dané mnoZzstvi BR nebo boratového pufru (druh, mnozstvi a pH dle zjiSténych
optimalnich podminek), pfiddno 3 ml methanolu (plati pro 1-NP, aby po jeho ptidani
nedochazelo ke srazeni ve vodné slozce), dané mnozstvi roztoku 1-NP, 1-AP nebo 1-HP
v methanolu a roztok byl nakonec doplnén po rysku methanolem. Vysledny roztok byl

zanalyzovan metodou DPV.

Priprava méireného roztoku pro stanoveni 1-HP v moci po piedbéiné separaci a extrakci

Nejdiive bylo provedeno méfeni 1-HP ve vodné-methanolickém prostredi, kdy méieny
roztok obsahoval 0,5 ml BR pufru o pH 2,0-12,0 (pfi hledani optimélniho pH) a 0,5 ml
1-HP v methanolu o dané koncentraci. Vzhledem k tomu, Ze optimalni pH pufru bylo 9,0, pro

dal$i méteni byl BR pufr nahrazen boratovym pufrem.
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Pii stanoveni 1-HP ve vzorku moci bylo k 0,5 ml methanolického roztoku 1-HP obdrzeného
po separaci a extrakci z moci (podrobné viz kap. 1.1.4) ptidano 0,5 ml boratového pufru o pH
9,0. Vysledny roztok byl zanalyzovan metodou DPV.

Vsechna méteni byla provadéna pfi laboratorni teploté. Po ukonceni méteni byla pracovni
elektroda uchovavana v deionizované vodg.

Vyska piki sledovanych latek byla vyhodnocovana od spojnice minim pied a za pikem pfi
DPV a od prodlouzené zékladni linie pfi DC voltametrii.

Mez detekce (LOD) byla pocitana podle smérnice [IUPAC pomoci trojnasobku smérodatné

cwwr

stanovitelnosti (LOQ) pomoci desetindsobku této smérodatné odchylky.

2.3.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie s elektrochemickou
detekci

Pii zjisténi optimalnich podminek pro stanoveni 1-AP a 1-HP v moci byly pouzity zasobni
roztoky téchto latek v methanolu o koncentraci 1-10° mol dm>, roztoky o nizgich
koncentracich byly ziskdny pfesnym fedénim zasobnich roztokt. Pro analyzu byla pouzita
kolona LichroCART 125-4 100 RP-18, 5um, 119 x4 mm, temperovana na 40 °C s
ptedkolonkou LiChroCART® PAH 4-4 (Merck). Davkovalo se 20 pl 1-AP nebo 1-HP v

methanolu o dané koncentraci.

Na zacatku kazdého pracovniho dne byl HPLC systém proplachovan minimalné 15 min
smési deionizovana vody:MeOH (40:60) a na konci prace pak v poméru 60:40 pro odstranéni
zbytku pufru se systému. Pfi analyze vzorki pouzitd mobilni faze obsahovala 0,05M fosfatovy
pufr o daném pH a methanol (konkrétni idaje viz kap. 8). pH mobilnich fazi bylo upravovano
zménou pH fosfatového pufru. Kazda slozka mobilni faze byla pied jejim pouzitim 10 min
sonifikovana. Odstranéni dusiku z mobilni faze, méfeného roztoku ¢i vzorku pred nebo béhem

méteni nebylo nutné.

Mez detekce (resp. mez stanovitelnosti) byla urovana jako koncentrace latky, kterd

poskytuje pik tfikrat (resp. desetkrat) vyssi nez je absolutni hodnota Sumu.
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2.3.3 Extrakce na tuhé fazi

Stanoveni 1-AP a 1-HP v moc¢i pomoci HPLC-ED na BDDFE s piedbéZnou separaci a
prekoncentracit

Extrakce 1-AP a 1-HP z moci byla provadéna nésledujicim zptsobem: k 10 ml moci
neexponovan¢ho pracovnika bylo pfidano vypoctené mnozstvi roztoku 1-AP nebo 1-HP v
methanolu. K takto pfipravenému modelovému vzorku moci bylo pfiddno 10,0 ml fosfatového
pufru o pH 5 a vznikly roztok byl prolit SPE kolonkou (LiChrolut® RP-18 E (40—-60 pum), 200
mg 3 ml, Merck), kterd byla pfedem aktivovdna promytim 5 ml MeOH a 10 ml deionizované
vody. Kolonka byla nasledné¢ promyta 10 ml vody a zachycené latky byly vymyty 10 ml
MeOH. Eluat byl odpaten pod proudem dusiku do sucha, odparek rozpustén v 1,0 ml MeOH a
20 ul tohoto roztoku bylo nastfikovano do HPLC-ED systému.

Stanoveni 1-HP v moc¢i pomoci DPV na BDDFE s piedbéinou separaci a prekoncentraci

Postup pro ptedbéznou separaci a prekoncentraci pro stanoveni 1-HP v mo¢i pomoci DPV
je stejny jako pro stanoveni 1-HP v moc¢i pomoci HPLC-ED az na to, ze k odparku bylo
piidano 0,5 ml MeOH a 0,5 ml boratového pufru o pH 9,0. Takto vznikly roztok byl nasledné

zanalyzovan metodou DPV.

3 VOLTAMETRICKE STANOVENI 1-NITROPYRENU NA
BOREM DOPOVANE DIAMANTOVE FILMOVE ELEKTRODE

3.1 Vliv pH na voltametrické chovani 1-NP

Pribéh redukce nitroskupiny je zavisly na pH méfeného roztoku. V zavislosti na
koncentraci vodikovych kationtll v roztoku se mechanismus redukce méni, coz se projevuje
riznym poctem piktli a posunem jejich potencialt. Proto je diilezité zméfeni voltamogrami
1-NP pfii riznych hodnotach pH a vyhodnoceni ziskanych voltametrickych kiivek z hlediska
poctu pikd, jejich polohy, vysky a vyhodnotitelnosti.

Sledovani vlivu pH na chovéani 1-NP bylo provedeno v prostfedi BR pufru o pH 2,0 az 12,0
metodou diferen¢ni pulsni voltametrie. Pfiprava roztokl pro tato méfeni byla nasledujici:

Do odmérné banky na 10 ml bylo pfiddno 3 ml BR pufru o daném pH, pfiblizn¢ 3 ml
methanolu, 1 ml 1-10~ mol dm™ roztoku v methanolu a doplnéno methanolem na celkovy

objem 10 ml (vysledna koncentrace 1-NP byla 1-10™* mol dm™). Pomé&r methanol:pufr 70:30
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byl zvolen z divodu snizené rozpustnosti 1-NP v ¢isté vodném prostiedi. Pred zaCatkem

meéieni byl z méfeného roztoku odstranén kyslik pétiminutovym probubldvanim dusikem.
Pii pH pufru 2,0-5,0 poskytuje latka jeden dobie vyvinuty pik (EL) s potencialy —597 az

=722 mV, pii pH 6,0-7,0 se objevuje druhy a pii pH 8,0 az 12,0 je redukce nitroskupiny uz
ttistupiiova (Obr. 3.1 a Tabulka 3.1). S rostoucim pH se potencidly vSech pikli posouvaji k
negativnéjsi oblasti jen velmi nepravidelné a ani zmény vySek pik nejevi zfetelny trend
(Obr. 3.2). Obecné takové chovani miZe byt zpusobeno postupnou redukci (jako v tomto
piipad€) nebo oxidaci latky, coz predstavuje pomérné komplikovany a obtizné definovatelny
mechanismus elektrodové reakce.

Za optimalni bylo pro 1-NP zvoleno prostiedi methanol-BR pufr o pH 3,0 (vysledné pr

vodné-methanolického roztoku 4,6, EL =-733 mV), kde byl ziskdn nejvyssi a nejlépe

vyhodnotitelny pik.

Tabulka 3.1 Vy3ky a potencialy pikd 1-NP (¢ = 1:10* mol dm) pii rizném pH BR pufru.
Prostfedi MeOH-BR pufr (70:30), méfeno metodou DPV na BDDFE.

pH pH® E ,mV I ,nA E;,mV I’,nA E;,mV I, nA

2,0 3,4 -597 922 - - - -
3,0 4.6 -733 =791 - - - -
4,0 5,9 -737  -1017 - - - -
5,0 6,5 —-722  —444 - - - -
6,0 7,6 -825  —407 -895  -386 - -
7,0 8,6 -813  —635 902 -634 - -
8,0 9,2 -823 561 910 -630 —1246 —123
9,0 9,5 -820 526 917 -615 -1235 -170

10,0 10,6 -781 -287 -909 -496  -1230 -167
11,0 11,4 =774 —425 -911 =341 -1167 233
12,0 11,9 =775 -413 -906 =349 1174 234

Optimalni pH je zvyraznéno, ° vysledné pH mé&feného vodné-methanolického roztoku; E; az

3 ./ T T, TR BV SR T Y, I Y , ,
E; potencial prvniho az tretiho piku; 1, az I) vySka prvniho aZ téetiho piku; ° pik neni patrny.
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Obr. 3.1. Voltamogramy 1-NP (¢ =110 mol dm™) v prostfedi MeOH-BR pufr (70:30), pH
BR pufru 3,0 (1), 6,0 (2), 7,0 (3), 9,0 (4) a 12,0 (5). Elektrochemicka regenerace pied kazdym
métenin: 50 potencialovych skokd mezi Elreg = +800 mV, tlreg =0,3sa E2reg = 500 mV,
t2reg = (0,3 s. Méfeno metodou DPV na BDDFE.
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Obr. 3.2 Zavislost potencialu piku (A) a vysky piku (B) 1-NP (¢ =1-10* mol dm™) na pH®
roztoku. —@— 1. pik (EL, IL), —m- 2. pik (Ef,, Ii) a—A—3 pik (Ez, Ii ). Méfeno v prostiedi
MeOH-BR pufr (70:30) metodou DPV na BDDFE. Elektrochemicka regenerace pted kazdym
méfenim: 50 potencidlovych skokli mezi Elreg = +800 mV, tlreg =0,3sa E2reg = -500 mV,
2

t'reg = 0,3 s.
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3.2 Priabéh redukce 1-nitropyrenu v kyselém prostredi

Jelikoz mechanismus redukce 1-nitropyrenu na BDDFE nebyl zatim publikovan, mé tato
kapitola za tkol popsat zjistény pribéhem redukce nitro skupiny na jinych elektrodach v

dostupné literatufe a porovnat ho s chovanim 1-NP na BDDFE.

Peckova®® zkoumala redukci 1-nitronaftalenu na visici rtutové kapkové elektrodé (HMDE)
a na meniskové stiibrné pevné amalgamové elektrodé (m-AgSAE). Cyklickd voltametrie
1-nitronaftalenu v prostiedi MeOH-BR pufr pH 2,0 (pH” = 2.7) (50:50) na m-AgSAE ukazuje,
7¢ se bshem prvniho katodického scanu objevuji dva piky p¢' a p®. Pik p”' odpovida
ctytelektronové redukci nitroskupiny na hydroxylamin, ktery se nasledné redukuje dvéma

elektrony na amin (p%). Oba tyto dgje jsou ireverzibilni.

p¢:  R-NO,+4e +4H" — R-NHOH + H,0
p  R-NHOH +2¢” +2H" — R-NH, + H,0

V prvnim anodickém scanu se objevuje jediny pik p™ odpovidajici reverzibilni oxidaci
hydroxylaminu na nitroso derivat, ktery se redukuje zpét na hydroxylamin ve druhém

katodickém scanu (p®).
p? e p®:  R-NHOH & R-NO+2¢ +2H"

Obdobny pribéh redukce I-nitronaftalelu byl pozorovan i na HMDE. Redukce 1-NP na
BDDFE ma viak pondkud odligny charakter. V prostiedi MeOH-BR pufr o pH = 3,0 (pH® =
4,6) (70:30) byly zméteny cyklické voltamogramy 1-NP na BDDFE. Nejdiive bylo provedeno
5 scand od +800 do —1500 mV. Na Obr. 3.3 jsou uvedené prvni dva cykly, dalsi tfi jsou
totozné s druhym. V prvnim katodickém scanu se objevuje pik /¢ a pifi prvnim anodickém
scanu piky /a a 2a. Pti provadéni scanl v riznych potencidlovych rozmezich nebyly zjisténé
redox dvojice, coz znamend, Ze vSechny tfi déje jsou ireverzibilni. Pro vysvétleni celého
mechanismu je samoziejmé zapotiebi detailnéjsi studium, ale da se predpokladat, ze se v
kyselém prostfedi nitro skupina 1-NP redukuje na hydroxylamin, nebo pfimo na amino

skupinu.
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Obr. 3.3 Cyklicky voltamogram 1-NP (1-10”* mol dm™). prvni scan, — — — druhy scan.
Prostiedi MeOH:BR pufr o pH 3,0 (70:30). Rychlost polarizace 20 mV s'l, Epo¢ = Exon = +800
mV, E..y = 1500 mV. Méfeno metodou CV na BDDFE.

3.3 Pasivace elektrody pri stanoveni 1-nitropyrenu

Jednim z dutlezitych sledovanych jevl probihajicich na elektrod¢ je jeji mozna pasivace. V
piipadé redukce 1-NP se pasivace elektrody projevuje jen velmi mélo — relativni smérodatna
odchylka métfeni 10 po sobé jdoucich scanii bez pouziti elektrochemické regenerace nebo
jiného zpiisobu obnoveni elektrodového povrchu je jenom 1,2% (Obr. 3.4 A). Nicméné byly
nalezeny regeneracni podminky, které jesté vylepSily opakovatelnost méteni 1-NP: po kazdém
scanu 50 potencidlovych skokii mezi pocatecnym potencidlem Elreg = +800 mV po dobu
tlreg = 0,3 s a kone¢nym E2reg = —500 mV rovnéz po dobu tzreg = 0,3 s (viz Obr. 3.4 B). Jak je
vidét na Obr. 3.4 A, po kazdém dal§im méfeni bez regenerace se zmensuje piepcti vodiku na
BDDFE, coz zmensSuje rozsah pracovnich potencialii. Elektrochemicka regenerace elektrody
pfed kazdym méfenim nejen zlepSuje reprodukovatelnost méteni (s, = 0,1 %), ale 1 odstrafiuje

zminény problém. Uvedena regenerace BDDFE byla pouzita u vSech dalSich méteni 1-NP.
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Obr. 3.4 Voltamogramy 10 po sobé jdoucich scanti 1-NP (¢=1-10" mol dm™) bez
elektrochemické regenerace (A) a s elektrochemickou regeneraci (B) po kazdém scanu: 50
potencialovych skokii mezi E'rq = +800 mV, t'e, = 0,3 s a E* ey = =500 mV, t’e, = 0,3 5. V
prostiedi MeOH-BR pufr o pH 3,0 (70:30). Méfeno metodou DPV na BDDFE. s, — relativni
smérodatnd odchylka.

Tabulka 3.2 Statistické zpracovani vysky piku 1-NP u desiti po sob¢ jdoucich scanti. Prostiedi
MeOH-BR pufr o pH 3,0 (70:30). Elektrochemicka regenerace pied kazdym méfenim: 50
potencialovych skokii mezi Elreg = +800 mV, tlreg =0,3sa E2reg = -500 mV, tzreg = 0,3 s.
Meéteno metodou DPV na BDDFE.

¢, mol dm™ I,.nA IL|,nA s, nA Sty %
1-10° 13,39 0,3 0,4 32
1-107* 490 0,5 0,7 0,1

I, praiméry proud piku; s smérodatnd odchylka; s, relativni smérodatnd odchylka; L]
absolutni hodnota intervalu spolehlivosti.

3.4 Zavislost odezvy 1-nitropyrenu na rychlosti scanu pri DC

voltametrii

Za zjisténych optimalnich podminek byla zméfend zdvislost proudové odezvy 1-NP na
rychlosti scanu v rozmezi 20 az 1500 mV s ' metodou DC voltametrie. Na Obr. 3.5 byla
vynesena vyska piku proti rychlosti scanu (A) a druhé odmocnin€ z rychlosti scanu (B).

Obecn¢ plati, ze pokud zavislost vysky piku na rychlosti scanu ma linearni charakter, d¢j je
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fizeny adsorpci; linearni zavislost vysky piku na druhé odmocning z rychlosti scanu pak svédéi
o d&ji fizeném difuzi. V tomto piipadé byl usek s nejvyssim korelacnim koeficientem nalezen v
rozmezi rychlosti 20 do 200 mV s™' na grafu zavislosti vysky piku na odmocning z rychlosti
scanu (Obr. 3.5 B, zndzornéno modie). Se zvySujici se rychlosti scanu je patrné vychyleni od
linearity, coz znamenad, Ze k diftzi ptispivaji i dalsi déje, jako jsou tieba adsorpéni a kinetické.
Jelikoz se v DPV pouZiva 20 mV s ™', dana rychlost spada do linearniho useku a miiZzeme tedy

predpokladat, Ze redukce nitroskupiny za danych podminek je d&j fizeny diftzi.
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Obr. 3.5 Zavislost vysky piku 1-NP (¢ =1-10"* mol dm™) na rychlosti scanu (A) a na druhé
odmocniné z  rychlosti scanu  (B) vprosttedi MeOH:BR pufr o pH3,0
(70:30). Elektrochemické regenerace pred kazdym métfenim: 50 potencidlovych skokli mezi
Elreg = +800 mV, ‘[1reg =03 sa E2reg = -500 mV, t2reg = 0,3 s. Méfeno metodou DCV na
BDDFE.

3.5 Koncentracni zavislost 1-NP

Koncentra¢ni zavislost 1-NP byla proméfena metodou DPV na BDDFE v prosttedi
MeOH:BR pufr o pH 3,0 (70:30) v koncentraénim rozmezi 1-10° a7 1-10* mol dm™ (Obr. 3.6
a 3.7). Roztok pro méfeni byl pfipraven smichdnim 3 ml boratového pufru, ptiblizné 3 ml
methanolu, piisluiného objemu zasobniho roztoku 1-NP (¢ =110 mol dm™) v methanolu a
doplnénim methanolem na celkovy objem 10 ml.

Zavislost vySky piku na koncentraci je linearni v celém zméfeném useku. Parametry
odpovidajici kalibracni zavislosti a vypoctena mez detekce a mez stanovitelnosti jsou uvedeny

v Tabulce 3.2.
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Tabulka 3.2 Parametry kalibrac¢ni pfimky stanoveni 1-NP. Elektrochemicka regenerace pred
kazdym métenim: 50 potencialovych skokii mezi Elreg =+800 mV, ‘[1reg =0,3sa E2reg =-500
mV, t2reg = 0,3 s. Méfeno v prosttedi MeOH-BR pufr o pH 3,0 (70:30) metodou DPV na

BDDFE .
, c smérnice LOD LOQ
Latka mol dm™ nA mol ' dm’ IR| mol dm™ mol dm™
1-NP 1:10°-1-10" -5,39:10° 0,9998 3107 8107

R korela¢ni koeficient, LOD mez detekce, LOQ mez stanovitelnosti.
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Obr. 3.6 Voltamogramy 1-NP v koncentraénim rozmezi (0-10)-10° mol dm™. Prostiedi
MeOH-BR pufr o pH 3,0 (70:30). Koncentrace 0 (1), 2:10°° (2), 4-10°° (3), 6:10° (4), 8:10°°
(5) a 10-10° moldm™ (6). Elektrochemické regenerace pred kazdym méfenim: 50
potencidlovych skokli mezi Elreg = +800 mV, tlreg =0,3sa E2reg = 500 mV, t2reg =03s
Meéieno metodou DPV na BDDFE.
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Obr. 3.7 Voltamogramy 1-NP v koncentraénim rozmezi (0-10)-10° mol dm™. Prostiedi
MeOH-BR pufr o pH 3,0 (70:30). Koncentrace 0 (1), 2:10° (2), 4107 (3), 6:107° (4), 8107
(5) a 10-10° moldm™ (6). Elektrochemickd regenerace pied kazdym méfenim: 50
potencialovych skokii mezi E'y = 800 mV, t'g = 0,3 sa E’g = =500 mV, t’, = 0,3 s
M¢éteno metodou DPV na BDDFE.

4 VOLTAMETRICKE STANOVENI 1-AMINOPYRENU NA
BOREM DOPOVANE DIAMANTOVE FILMOVE ELEKTRODE

V dostupné literatufe nebyla nalezena zminka o stanoveni 1-AP nebo vysvétleni
mechanismu jeho oxidace na BDDFE. Zatim nejvice prozkoumanym aromatickym aminem je
anilin. Mitadera a spol.*' se pokouseli vysvétlit prib&h oxidace anilinu na BDDE v kyselém
vodném prostiedi. Vysledky cyklické voltametrie ukazovaly, ze nejdiive se anilin oxiduje na
kationtradikaly, ty naslednymi rychlymi reakcemi piechdzeji na dimery (napf.
p-aminodifenylamin, benzidin), nakonec dochdzi az k wvytvofeni polymerniho filmu
pasivujiciho elektrodu. Podle naSich zjisténi 1-AP na BDDFE podléha dvoj az tiistupnové
oxidaci v zavislosti na pH. Pfi vyssich oxidacnich potencialech se rovnéz predpoklada vznik
zminénych polymernich struktur blokujicich povrch elektrody (vliv pasivace BDDFE je
popsan v kap. 4.2). Jako v ptipad¢ 1-NP byla nejdiive zkoumana zéavislost oxida¢nich procesi

1-AP na pH prosttedi a pti vhodném pH prométfena koncentracni zavislost.
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4.1 Vliv pH na voltametrické chovani 1-aminopyrenu

Vliv pH na voltametrické chovani 1-AP byl sledovan v prosttedi MeOH:BR pufr o pH
2,0—12,0. Do odmérné baniky na 10 ml bylo odméfeno 3 ml BR pufru o daném pH, ptiblizné 3
ml methanolu, 1 ml 1-10° mol dm™ roztoku 1-AP v methanolu a doplnéno methanolem na
celkovy objem 10 ml.

Pti pH pufru 2,0-4,0 je oxidace 1-AP az ttistupniovd, coz se projevuje vyskytem tii pikd, pfi
pH 5,0 az 12,0 piky uZ jsou jen dva (Obr. 4.1 a Tabulka 4.1.). S rostoucim pH se potencialy
vSech pikl posouvaji k negativnéj§im hodnotdm. Rozdil mezi potencialy Ei, pfi pH pufru 2,0 a
12,0 je pouhych 77 mV, coz pravdépodobné znamena to, ze produkt oxidace ptislusici danému
piku velmi malo zavisi na koncentraci H' v roztoku. Linearni zavislost u zidného z pikil zde
vSak neni pozorovana, coz se da vysvétlit slozitosti mechanismu elektrodové reakce.

Za optimalni bylo pro 1-AP zvoleno prostfedi MeOH:BR pufr o pH 3,0 (vysledné pH

vodné-methanolického roztoku 4,5). Latka zde poskytuje dva vyrazné piky (Ef, ,Ez) a jeden
maly (E; ), z nichz byl k analytickym ucelim vybran pik Ef) (440 mV), ktery pravé pii pH
pufru 3,0 dosahuje své nejvyssi hodnoty (Obr.4.2 B). Pik s potencidlem oxidace E;

pravdépodobné odpovida tvorbé polymernich sloucenin 1-AP, které zptisobuji silnou pasivaci
elektrodového povrchu, proto je nezadouci polarizovat elektrodu az k tomuto potencidlu (vice

o pasivaci elektrody v kap 4.2).
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Tabulka 4.1 Vysky a potencialy piki 1-AP (¢ =1:10" mol dm™) pfi rizném pH BR pufru.
Prosttedi MeOH-BR pufr (70:30), méfeno metodou DPV na BDDFE.

pH pH® E,,mV I ,nA E’,mV I’,nA E,,mV I ,nA
2,0 3,4 202 204 495 622 1016 892

3,0 4,5 165 7,3 440 878 939 1170
4,0 5,2 129 6,5 440 306 1004 346

5,0 6,3 - - 401 407 977 416
6,0 7,7 - - 392 284 977 142
7,0 8,5 - - 378 314 979 163
8,0 9,1 - - 375 294 979 103
9,0 9,6 - - 370 295 979 99

10,0 10,5 - - 368 276 940 146
11,0 11,3 - - 353 132 939 74
12,0 12,1 - - 280 130 A d

Optimalni pH je zvyraznéno, b vysledné pH méfeného vodné-methanolického roztoku; EL az
3 .y p v v r Mooyl v 13 s P v v r ... C 7 ; ,.
E, potencial prvniho aZ tietiho piku; 1, az I; vySka prvniho az tretiho piku; ~ pik neni patrny;

9 pik neni vyhodnotitelny.

2000 T T T T T
1500
<
S 1000

500

1200 900 600 300 0
E, mV

Obr. 4.1 Voltamogramy 1-AP (¢ =1:10"* mol dm™) v prosttedi MeOH-BR pufr (70:30), pH
BR pufru 2,0 (1), 3,0 (2), 4,0 (3), 7,0 (4) a 12,0 (5). Méteno metodou DPV na BDDFE.
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Obr. 4.2 Zavislost potencialu piku (A) a vyiky piku (B) 1-AP (¢ = 1-10"* mol dm) na pH®
roztoku. —@— 1. pik (EL, IL), —l- 2. pik (Ei, If,), —A— 3 pik (Ez, Iz). Me¢fteno v prostiedi
MeOH-BR puft (70:30) metodou DPV na BDDFE.

4.2 Pasivace elektrody pfi stanoveni 1-aminopyrenu

Pasivace elektrody se v ptipadé stanoveni 1-AP projevuje velice vyrazné. Po 10 scanech se

elektroda Uplné pasivuje tvorbou polymernich sloucenin 1-AP, ¢emuz odpovidd pik s
nejpozitivngj$im potencidlem (Ez, Obr. 4.3 A). Projevuje se to i vytvorenim tmavé zeleného
povlaku na pracovni plose elektrody. Tuto pasivaci se nepodafilo elektrochemicky odstranit,
ale k velkému zlepSeni doslo pfi provadéni scanu jen od +230 do +680 mV (Obr. 4.3 B). Tim
se zabranilo vytvofeni zminénych produkti oxidace 1-AP a doslo k vyraznému snizeni

pasivace elektrody.
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Obr. 4.3 Voltamogramy 10 po sob& jdoucich scanti 1-AP (¢ = 1-10* mol dm ). Scan provadén
v rozmezi 0 az +1600 mV (A) a +230 az +680 mV (B). V prostiedi MeOH-BR puftr o pH 3,0
(70:30). Métfeno metodou DPV na BDDFE. s, — relativni smérodatnéa odchylka.

Tabulka 4.2 Statistické zpracovani vysky piku 1-AP u 10 po sobé jdoucich scanid. Scan
provadén v rozmezi +230 az +680 mV. Prostfedi MeOH-BR pufr o pH 3,0 (70:30). Mé&feno
metodou DPV na BDDFE.

¢, mol dm> ip, nA |L | , NA S, nA Sty %0
2107 2,9 0,13 0,19 6,7
1-10°° 147 2.1 3,1 2,1
1-107* 971 5,8 8,7 0,9

I, priméry proud piku; s smérodatnd odchylka; s, relativni smérodatnd odchylka; L]
absolutni hodnota intervalu spolehlivosti.

4.3 Zavislost odezvy 1-aminopyrenu na rychlosti scanu pri DC

voltametrii

V potencidlovém rozmezi od +230 do +680 mV byla zméfena zavislost vysky piku na
rychlosti scanu (Obr. 4.4 A) a na druhé odmocniné z rychlosti scanu (Obr. 4.4 B) metodou
DCV. Lineérni tsek byl nalezen v grafu zavislosti vysky piku na druhé odmocniné z rychlosti
scanu v rozmezi od 20 do 200 mV s™'. Mirné odchyleni od linearity je patrné pfi polariza¢ni

C v v -1 / v . Vo v , cror v o
rychlosti vétsi neZ 200 mV s~ . Znamena to, ze oxidacni d¢j odehravajici se na elektrodé je v
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rozmezi 20-200 mV s~ tizeny difizi a pfi vyssich rychlostech k difizi piispivaji i dalii blize

nespecifikované déje (napft. vliv adsorp¢nich nebo kinetickych proudu aj.).

8000 - ° E 8000

6000 - 6000

A
A
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—= 4000

ey
= 4000
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0 500 1000 1500 0 10 20 30 40

1/2 12 _-1/2

v,mvs® v’ (mV)"s

Obr. 4.4 Zavislost vysky piku 1-AP (¢=1-10"* mol dm™) na rychlosti scanu (A) a na druhé
odmocniné z rychlosti scanu (B) v prosttedi MeOH-BR pufr o pH 3,0 (70:30). M¢éteno
metodou DCV na BDDFE.

4.4 Koncentracni zavislost 1-AP

Koncentra¢ni zavislost 1-AP byla proméfena metodou DPV na BDDFE v prostiedi
MeOH:BR pufr o pH 3,0 (70:30) v koncentraénim rozmezi 1-107’ az 1-10~° mol dm™ (Obr. 4.5
a 4.6). Roztok pro méteni byl ptipraven smichanim 3 ml BR pufru, pfiblizn¢ 3 ml methanolu,
piislusného objemu zasobniho roztoku 1-AP (¢ =1-10" mol dm™) v methanolu a dopln&nim
methanolem na celkovy objem 10 ml.

Zavislost vysky piku na koncentraci je linedrni v celém zméfeném useku. Parametry
odpovidajici kalibra¢ni zavislosti, vypo¢tena mez detekce a mez stanovitelnosti jsou uvedeny

v Tabulce 4.3.

45



Tabulka 4.3 Parametry kalibra¢ni pfimky stanoveni 1-AP. Méteno v prostfedi MeOH-BR pufr

o pH 3,0 (70:30) metodou DPV na BDDFE . Scan provadén v rozmezi +230 az +680 mV

, c smérnice LOD LOQ
Latka mol dm™ nA mol™! dm® R mol dm™ mol dm™
1-AP 1-107-1-107 1,18:10’ 0,9971 6:10°° 2:1077

R korela¢ni koeficient, LOD mez detekce, LOQ mez stanovitelnosti.
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Obr. 4.5 Voltamogramy 1-AP v koncentraénim rozmezi (0-10)-10"7 mol dm™. Prostiedi
MeOH-BR pufr o pH 3,0 (70:30). Koncentrace 0 (1), 2:107 (2), 4107 (3), 6:107" (4), 810"
(5)a 10-10”" mol dm (6). Scan provadén v rozmezi +230 az +680 mV. Méteno metodou DPV

na BDDFE.
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Obr. 4.6 Voltamogramy 1-AP v koncentra¢nim rozmezi (0-10)-10° mol dm>. Prostiedi
MeOH-BR pufr o pH 3,0 (70:30). Koncentrace 0 (1), 2:107° (2), 4-10°° (3), 6:10°° (4), 810°°
(5)a 10-10°° mol dm (6). Scan provadén v rozmezi +230 az +680 mV. Méteno metodou DPV
na BDDFE.

5 VOLTAMETRICKE STANOVENI 1-HYDROXYPYRENU NA
BOREM DOPOVANE DIAMANTOVE FILMOVE ELEKTRODE

Prubéh oxidace 1-HP na BDDFE zatim nebyl v literatufe popsan, nicméné nékolik autora
vysvétlili mechanismus oxidace 1-HP na ti§ténych uhlikovych elektrodach®*2. Podrobngji se

touto problematikou zabyva kapitola 6.

5.1 Vliv pH na voltametrické chovani 1-hydroxypyrenu

Vliv pH méfeného roztoku na prubéh oxidace 1-HP byl sledovan v prostfedi MeOH-BR
pufr (70:30). pH® roztoku bylo upravovano pufrem o pH 2.0 aZ 12,0. Roztok pro méfeni byl
pfipraven smichanim 3 ml BR pufru o daném pH, 1 ml zasobniho roztoku 1-HP (¢ =110
mol dm™) v methanolu a doplnénim methanolem na celkovy objem 10 ml. Vysledna
koncentrace 1-HP byla 1-10~* mol dm™.

Pii pH pufru 2,0 az 12,0 probiha dvojstupnova oxidace 1-HP, coz se projevuje vyskytem
dvou ne zcela oddélenych pikt s potencialy EL a Ef) (Tabulka 5.1, Obr. 5.1). Se zvysSujicim se

pH oba piky od sebe postupné oddé€luji a od pH pufru 7,0 (pr 8,5) jsou rozde€lené uplné.
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Potencialy obou pikd se s rostoucim pH® posouvaji k negativn&jsim hodnotam (Obr. 5.2 A).
Podstatné linearnéj$i posun je patrny u prvniho piku. Jeho linedrni zévislost v rozmezi pr
3,5-10,6 lze matematicky popsat nasledujici rovnici:

EL [mV]=625,1 — 50,0 pH° R =-0,9959
U druhého piku byl nalezen linearni usek v rozmezi pH® 7,7-12,1 popsany rovnici:

Ei [mV]=632,4—6,0 pH® R =-0,9423

Zméena linearity v prubéhu zvySovani pr pravdépodobné znaci zménu pritomné formy 1-HP.
Vysky obou pikti s rostoucim pH postupné klesaji (Obr. 5.2 B). Vyznamny narust signalu je
patrny u prvniho piku pti pH pufru 5,0 a 4,0.
Jako optimalni pH BR pufru se jevilo pH 5,0. Zde sice piky nejsou zcela od sebe oddélené,
ale pii vyssim pH velikost signalu prudce klesa. Pro dalsi analytické ucely byl vyuzit prvni pik

1 v M vy v ,
E_ ~297 mV, protoze byl podstatn¢ vyssi nez ten druhy.

Tabulka 5.1 Vy3ky a potencialy pika 1-HP (¢ = 1:10* mol dm™) pfi rizném pH BR pufru.
Prostiedi MeOH-BR pufr (70:30), méfeno metodou DPV na BDDFE.

pH pHb E:) , mV I; , DA E; , mV I; , DA
2,0 3,5 460 981 603 489
3,0 4,5 404 1098 612 419
4,0 5,4 354 2520 627 785
5,0 6,3 297 2900 642 732
6,0 7,7 222 1034 583 479
7,0 8,5 201 757 579 377
8,0 9,1 187 781 584 373
9,0 9,5 144 881 575 349
10,0 10,6 102 933 570 300
11,0 11,3 89 752 561 256
12,0 12,1 83 504 559 213

Zvyraznéno je optimalni pH, b vysledné pH méfeného vodné-methanolického roztoku; E; a

2 e p . Tl 2 s , . ,
E potencial prvniho a druhého piku; I a I vyska prvniho a druh¢ho piku.
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Obr. 5.1 Voltamogramy 1-HP (¢ =1-10"* mol dm™) v prostfedi MeOH-BR pufr (70:30), pH
BR pufru 2,0 (1), 4,0 (2), 5,0 (3), 8,0 (4), 10,0 (5) a 12,0 (6). Méteno metodou DPV na

BDDFE.
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Obr. 5.2 Zavislost potencialu piku(A) a vysky piku (B) 1-HP (¢ =1-10"* mol dm™) na pH®
roztoku. —~®— 1. pik (E,,1.) a —M- 2. pik (E;, I7). Mé&feno v prostiedi MeOH-BR pufr
(70:30) metodou DPV na BDDFE.

49



5.2 Pasivace elektrody pri stanoveni 1-hydroxypyrenu

Pti stanoveni 1-HP v prostiedi MeOH:BR pufr o pH=5,0 (70:30) vyrazna pasivace
elektrody nebyla pozorovana. Statistiku opakovatelnosti mé&feni 1-HP pii koncentraci 2-107 a
1-10~° mol dm™ ukazuje Tabulka a Obr. 5.3. Procentudlni chyba méfeni je u nizsi koncentrace

zpisobena podstatné niz§im pomérem signal/Sum nez v piipad¢ koncentrace vyssi.

280 | $;=27% |

Obr. 5.3 Voltamogramy 10 po sob& jdoucich scani 1-HP (c=1-10"° moldm™) bez
elektrochemické regenerace. V prosttedi MeOH-BR pufr o pH 5,0 (70:30). Méfeno metodou
DPV na BDDFE.

Tabulka 5.2 Statistické zpracovani vysky piku 1-HP u desiti po sob¢ jdoucich scant. Prostiedi
MeOH-BR pufr o pH 5,0 (70:30). Méfeno metodou DPV na BDDFE.

¢, mol dm™ I,.nA IL|,nA s, nA Sy %
2-1077 2,26 0,12 0,19 8.4
1107 107 1,78 2,87 2,7

I, pramérny proud piku; s smérodatnd odchylka; s, relativni smérodatna odchylka; ‘L‘
absolutni hodnota intervalu spolehlivosti.

5.3 Koncentraéni zavislost 1-hydroxypyrenu

Koncentracni zavislost 1-HP byla prométena metodou DPV na BDDFE v prostiedi MeOH-
BR pufr o pH 5,0 (70:30) v koncentraénim rozmezi 110" az 1:10° mol dm™ (Obr.5.4 a
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5.5). Roztok pro méteni byl pfipraven smichanim 3 ml BR pufru o pH 5,0, ptislusného objemu
zésobniho roztoku 1-HP (¢=1-10" mol dm™) v methanolu a doplnénim methanolem na
celkovy objem 10 ml.

Zavislost vysky piku na koncentraci je linedrni v celém zméfeném useku. Parametry
odpovidajici kalibracni zavislosti a vypoctend mez detekce a mez stanovitelnosti jsou uvedeny

v Tabulce 5.3.

Tabulka 5.3 Parametry kalibra¢ni pfimky stanoveni 1-HP. Méteno v prostfedi MeOH:BR pufr
o pH 5,0 (70:30) metodou DPV na BDDFE .

. c smérnice LOD LOQ
Latka mol dm™ nA mol™! dm® R mol dm™ mol dm™
1-HP 1-107-1-107 1,38:10’ 0,9934 1-1077 31077

R korela¢ni koeficient, LOD mez detekce, LOQ mez stanovitelnosti.

175

R =0,9798

Q
0,0 4,0x107  8,0x107

I, nA

¢, mol dm*

150

125

Obr. 5.4 Voltamogramy 1-HP v koncentraénim rozmezi (0-10)-10" mol dm™. Prostfedi
MeOH-BR pufr o pH 5,0 (70:30). Koncentrace 0 (1), 2:107 (2), 4107 (3), 6:10°" (4), 810"
(5)a 10-10~ mol dm™ (6). M&feno metodou DPV na BDDFE.
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Obr. 5.5 Voltamogramy 1-HP v koncentraénim rozmezi (0-10)-10° mol dm™. Prostiedi
MeOH-BR pufr o pH 5,0 (70:30). Koncentrace 0 (1), 2:10°° (2), 4-10°° (3), 6:10° (4), 8:10°
(5) a 10-10° mol dm (6). Mé&feno metodou DPV na BDDFE.

6 VOLTAMETRICKE STANOVENI 1-HYDROXYPYRENU V
MOCI NA BOREM DOPOVANE DIAMANTOVE FILMOVE
ELEKTRODE

6.1 Vliv pH na voltametrické chovani 1-hydroxypyrenu v

modelovém roztoku

Vliv pH méfené¢ho roztoku na pribéh oxidace 1-HP byl sledovan v prostiedi MeOH-BR
pufr (50:50) (= modelovy roztok) v rozmezi pH pufru 2,0 az 12,0. Pii pfipravé méfeného
roztoku byla snaha a) zvolit objemy a pomér pufru a methanolického roztoku tak, aby pfi
pozdéjsi extrakci 1-HP z moci mohl byt 1-HP vymyt co nejmenSim mnoZstvim MeOH (viz
kap. 6.5), b) aby k tomuto extraktu bylo nutné pfidat minimalni mnozstvi pufru pro co
nejmensi nafedéni extraktu a c) aby celkovy objem analyzovaného roztoku byl dostacujici pro
provedeni analyzy. Ve snaze dodrzet tyto pozadavky byla zvolen nasledujici zptisob pfipravy
meéfeného roztoku: do métici nddobky bylo odméfeno 0,5 ml methanolického roztoku 1-HP o
koncentraci 110~ mol dm™ a pfidano 0,5 ml BR pufru o daném pH (pfi stanoveni 1-HP v
moci byl methanolicky roztok 1-HP o dané koncentraci nahrazen 0,5 ml methanolického

extraktu 1-HP z moci, viz kap. 6.5).
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V oblasti pH pufru 2,0 az 12,0 poskytuje 1-HP dva piky, které se postupné od sebe separuji
az do uplného oddéleni pti pH > 7,0 (Tabulka 6.1 a Obr. 6.1). Potencidly obou piki se s
rostoucim pH posouvaji k negativnim hodnotam (Obr. 6.2 A), pfiCemz EL se od pH pufru 2,0
do 11,0 posunul o 416 mV a Ei jen o 140 mV. Toto chovani se da vysvétlit tak, Ze prvni
oxidaéni krok 1-HP je mnohem vice zavisly na pH, neZ krok druhy. V rozmezi pH® 4,1-9,4 byl
u prvniho piku nalezen linearni Gisek popsany nasledujici rovnici:

E! [mV]=677,6 — 56,8 pH’ R =—0,9988

Nejvétsi proudovou odezvu poskytuje 1-HP pii pH pufru 5,0 (pH méfeného roztoku
pH® = 6,0, Obr. 6.2 B), nicméng za optimalni bylo zvoleno pH pufru 9,0 (pH® 9,4), protoZe
latka zde poskytuje dva zcela separované, dobie tvarované a dostatecné vysoké piky. Pro

meéieni koncentracni zavislosti byl dale vyhodnocovan vyssi pik s potencidlem EL~140 mV a

byl pouzit boratovy pufr o pH 9,0.

Tabulka 6.1 Vysky a potencialy piki 1-HP (¢=1-10"* mol dm™) pfi rizném pH. Prostiedi
MeOH-BR puft (50:50), méteno metodou DPV na BDDFE.

pH pH® E ,mV I ,nA E.,mV I’ ,nA
2,0 2,5 504 2329 643 401
3,0 4,1 444 2148 571 518
4,0 5,0 389 2671 548 499
5,0 6,0 342 2756 538 478
6,0 6,9 292 1347 528 375
7,0 8,1 211 2465 514 435
8,0 8,9 178 2085 530 402
9,0 9,4 140 2550 513 320
10,0 10,6 117 2535 506 462
11,0 11,4 98 2121 503 310
12,0 12,1 88 1251 510 223

Optimalni pH je zvyraznéno, b vysledné pH méfeného vodné-methanolického roztoku; EL a

2 e p . Tl 2 s , . ,
E’, potencial prvniho a druhého piku; I a 7, vySka prvniho a druhého piku.
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Obr. 6.1 Voltamogramy 1-HP (¢ =1:10"* mol dm™) v prosttedi MeOH-BR pufr (50:50), pH
BR pufru 2,0 (1), 5,0 (2), 6,0 (3), 8,0 (4), 9,0 (5) a 12,0 (6). Sipkou je vyznacen pik pfitomny
jiz v zékladnim elektrolytu. Méfeno metodou DPV na BDDFE.
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Obr. 6.2 Zavislost potencialu piku (A) a vyiky piku (B) 1-HP (¢ = 1-10™* mol dm™) na pH®

; 1 gt ; 2 12 X T .
roztoku. —@— 1. pik (E, I ), -®-2. pik (E_, I.). Mé&feno v prostiedi MeOH-BR pufr (50:50)
metodou DPV na BDDFE.
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6.2 Prubéh oxidace 1-hydroxypyrenu v modelovém roztoku

v zasaditém prostredi

Vysvétleni mechanizmu oxidace/redukce stanovovaného analytu na elektrodovém povrchu
patfi mezi nejslozitéjsi ukoly vyzadujici dikladny vyzkum s pouzitim nékolika analytickych
metod. V této kapitole byl ucinén pokus o vysvétleni mechanismu oxidace/redukce 1-HP na
BDDFE na zikladé¢ zméfenych dat metodou cyklické voltametrie a jejich porovnani s
literaturou. Uvedeny mozny mechanismus ma za kol pouze poskytnout predstavu o tom, co se
muze z danym analytem odehravat béhem analyzy, a nikoliv pfesvédcit, ze se to tak skutecné

odehrava.

Kevin C. Honeychurch a kol.®' provadéli CV voltametrii s 1-HP (7-107 mol dm™) v
prostiedi MeOH:0,05M fosfatovy pufr o pH=7,2 s 0,IM NaCl a navrhli odpovidajici
mechanismus chovani 1-HP na tisténé uhlikové elektrodé (SPCE) (Obr 6.4). Obdobna studie

1-HP na diamantové elektrodé dosud popséana nebyla.

Cyklicka voltametrie (CV) 1-HP (c=1-10" moldm™) byla provadéna v prostiedi
MeOH:boratovy pufr o pH=9,0 (pH> 9,4) (50:50) na BDDFE. Byla pouzita rychlost
polarizace 20 mV s, regenerace elektrody ani michani roztoku mezi jednotlivymi cykly
nebylo pouzito. Méfeny roztok byl pfipravovan stejnym zpisobem jako pii méfeni pH
zévislosti v kap. 6.1.

Cyklické voltamogramy znazoriujici celou oxida¢ni oblast 1-HP byly zméfeny v
potencidlovém rozmezi od E,oc = =400 mV do E., = +1200 mV a zpét (Obr. 6.3 A). Ve
zvoleném potencialovém rozmezi bylo zméteno vzdy 5 cykli. Na Obr. 6.3 je zndzornén prvni a
druhy cykl, tfeti az paty jsou stejné jako druhy. V prvnim scanu jsou dobie patrné dva anodické
piky la (E,,= 260 mV) a 2a (E,,= +610 mV) a dva katodické piky /c a 3c. Ve druhém az
patém scanu se objevuje jeSté dalsi anodicky pik 3a. Pik Z s potencidlem E, =132mV se

objevuje uz v zdkladnim elektrolytu pii scanu od —400 mV. Jeho povaha z dostupnych
informaci zatim neni zndma. Pokud se scan provadél od —200 mV, pik Z se neobjevoval na CV
voltamogramu ani zékladniho elektrolytu ani 1-HP. Vzhledem k tomu, Ze pik 3¢ se objevoval u
potencialu —233 mV, nebylo mozné zac¢it méfeni 1-HP uz od —200 mV a tak se vyhnout
vytvofeni nezaddouciho piku Z. Nicméné na zakladé dalSich méfeni v rGznych potencidlovych
rozmezich 1ze tvrdit, ze vznik piku Z nijak neovlivitluje mechanismus oxidace/redukce 1-HP.

Dale Obr. 6.3 B ukazuje piky /a a Ic (E,,= 160 mV, E,, —E, = 80 mV), proméfeno v rozmezi

55



—400 az +470 mV, z ¢ehoz se da usuzovat, ze se jedna o redoxni par; zdroven nepiitomnost
pikd 3a a 3¢ znamena, Ze k jejich vytvoreni je zapotiebi oxidovat latku az do potencialu ~1000

mV, tedy pfitomnost pikil 3a a 3¢ souvisi s existenci piku 2a.

Na Obr. 6.4 je uveden navrzeny mechanismus oxidace/redukce 1-HP na SPCE, ktery by
mohl probihat i na BDDFE.

B
800 1a
200 E
g 400 i_i z
- ~ 0 L -
0
-400 200 - e T
1200 800 400 0 -400 4(I)0 2(I)O (I) -2;)0 -4IOO
E, mV E, mV
Obr. 6.3 Cyklicky voltamogram 1-HP (1-10™ mol dm™). — — — Zéakladni elektrolyt, —— prvni

scan, druhy scan. Prostfedi MeOH:boratovy pufr o pH 9,0 (50:50). Rychlost polarizace
20 mV s, Epee = =400 mV, E, = +1200 mV (A) a Epoc = —400 mV, E,, = +470 mV (B).
Meéteno metodou CV na BDDFE.
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3c

Wb

Obr. 6.4 Mechanismus elektrochemické oxidace 1-HP na SPCE v prostiedi MeOH:0,05M
fosfatovy pufr o pH 7,2 (50:50) s 0,1M NaCl. Schéma bylo pievzato z publikace®'.

6.3 Pasivace elektrody pri stanoveni 1-hydroxypyrenu

v modelovém roztoku

Pti stanoveni 1-HP v prostfedi MeOH:boratovy pufr o pH = 9,0 (50:50) vyrazna pasivace
elektrody nebyla pozorovana, piesto pti dalSich métenich se scan provadél v rozmezi —200 az
+400 nebo +500 mV, aby byl zméfen jen prvni pik. Statistiku opakovatelnosti méfeni 1-HP pti
koncentraci 1107 a 1:10° mol dm™ ukazuje Tabulka 6.2. Procentualni chyba méfeni je u nizsi

koncentrace zpiisobena podstatné niz§im pomérem signal/Sum neZz v ptipadé koncentrace vyssi.
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Tabulka 6.2 Statistické¢ zpracovani vysky piku 1-HP u desiti po sobé jdoucich scanli. Scan
provadén v rozmezi —200 az +500 mV u opakovatelnosti koncentrace 1-10° a 0 az +400 mV u
koncentrace 1-107" mol dm™. Prostiedi MeOH-boratovy pufr o pH 9,0 (50:50). M&feno
metodou DPV na BDDFE.

¢, mol dm™> I,.nA IL|,nA s, nA Sy %
2-1077 2,0 0,09 0,14 6,6
1107 95 1,02 1,6 1,7

I, pramérny proud piku; s smérodatnd odchylka; s, relativni smérodatna odchylka; ‘L‘
absolutni hodnota intervalu spolehlivosti.

6.4 Zavislost odezvy 1-hydroxypyrenu v modelovém roztoku na

rychlosti scanu pri DC voltametrii

Byla zmétfena zavislost proudové odezvy 1-HP na rychlosti scanu v rozmezi 20 az 1500
mV s metodou DC voltametrie. Na obrazku Obr. 6.5 A, B byly vyneseny vyska pikil proti
rychlosti scanu a druhé odmocning z rychlosti scanu. Linearni Usek byl nalezen pro rychlosti
polarizace 20-200 mV s v grafu zavislosti proudové odezvy na druhé odmocning z rychlosti
scanu (Obr. 6.5 B). V tomto rozsahu rychlosti je elektrodovy déj fizeny diftzi (pfi pouziti
metody DPV se pouzivé polarizaéni rychlost 20 mV s, coZ je hodnota spadajici do linearniho
useku). Odchyleni od linearity pii vysSich rychlostech scanu znamend, Zze d¢j neni fizeny

jenom diftzi, ale ¢astecné i jinymi déji odehravajicimi se na elektrod¢.
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Obr. 6.5 Zavislost vysky piku 1-HP (¢ =1-10"* mol dm™) na rychlosti scanu (A) a na druhé
odmocniné z rychlosti scanu (B) v prosttedi MeOH:boratovy pufr o pH 9,0 (50:50). Méteno
metodou DCV na BDDFE.

6.5 Koncentracni zavislost 1-hydroxypyrenu v modelovém

roztoku

Koncentra¢ni zavislost 1-HP byla prométena metodou DPV na BDDFE v prostiedi MeOH:
boratovy pufr o pH 9,0 (50:50) v rozmezi 1:10'—1-10 mol dm > (Obr. 6.6 a 6.7). Roztok pro
méteni byl pfipraven smichanim 0,5 ml boratového pufru s 0,5 ml MeOH obsahujici 1-HP o
pozadované koncentraci. Uvedené koncentrace se vztahuji k obsahu 1-HP v 0,5 ml
methanolické slozky méfeného roztoku.

Zavislost vysky piku na koncentraci je linearni v celém zméfeném tuseku. Parametry
odpovidajici kalibracni zavislosti a vypoc€tena mez detekce a mez stanovitelnosti jsou uvedeny

v Tabulce 6.3.

Tabulka 6.3 Parametry kalibra¢ni pfimky stanoveni 1-HP. Mé&feno v prostiedi MeOH-boratovy
pufr o pH 9,0 (50:50) metodou DPV na BDDFE. Scan provadén v rozmezi —200 az +500 mV a
0 az +400 mV u nizSich koncentraci. Uvedené koncentrace se vztahuji k obsahu 1-HP v 0,5 ml

MeOH.

. c smérnice LOD LOQ
Latka mol dm™ nA mol! dm® R mol dm™ mol dm™
1-HP 1110 7-1-107° 8,67-10° 0,9997 31078 9108
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Obr. 6.6 Voltamogramy 1-HP v koncentraénim rozmezi (0-10)-10"7 mol dm™. Prostiedi
MeOH-boratovy pufr o pH 9,0 (50:50). Koncentrace 0 (1), 2:107 (2), 4107 (3), 6:107 (4),
8:107 (5) a 10-10”" mol dm™ (6). Scan provadén v rozmezi 0 az +400 mV. M&feno metodou
DPV na BDDFE.
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Obr. 6.7 Voltamogramy 1-HP v koncentraénim rozmezi (0—10)-10° mol dm ™. Prostiedi
MeOH-boratovy pufr o pH 9,0 (50:50). Koncentrace 0 (1), 2:10°° (2), 4-10° (3), 6:10° (4),
8:10° (5) a 10-10° mol dm™ (6). Scan provadén v rozmezi —200 az +500 mV. Mg&teno
metodou DPV na BDDFE.
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6.6 Separace a prekoncentrace 1-hydroxypyrenu z mo¢i

Extrakce 1-HP z moc¢i byla provadéna nésledujicim zpisobem: k 10 ml moci
neexponovaného pracovnika bylo pfidano vypoctené mnozstvi 1-HP v methanolu. K takto
pfipravenému modelovému vzorku moci bylo pfidano 10,0 ml fosfatového pufru o pH 5 a
vznikly roztok byl prolit SPE kolonkou (LiChrolut® RP-18 E (40-60 um), 200 mg 3 ml), ktera
byla pfedem aktivovana promytim 5 ml MeOH a 10 ml deionizované vody. Kolonka byla
nasledné promyta 10 ml vody a zachycené latky byly vymyty 10 ml MeOH. Eluét byl odpatren
pod proudem dusiku do sucha a odparek rozpustén v 0,5 ml MeOH. 1-HP byl tedy z moci
zakoncentrovan 20x. Takto vznikly extrakt byl smichan s 0,5 ml boratového pufru o pH 9,0 a
zanalyzovan metodou DPV na BDDFE.

Nejdiive bylo provedeno porovnani voltamogramu zakladniho elektrolytu a slepého pokusu,
potom byla zmétena odezva modelového roztoku 1-HP v MeOH a 1-HP po prekoncentraci z
moci s nasledujicim postupem:

e zméien zdkladni elektrolyt — MeOH:boratovy pufr o pH 9,0 (50:50) (Obr. 6.8 (1))

e zméfen modelovy roztok 1-HP v methanolu — MeOH:boratovy pufr o pH 9,0 (50:50),
koncentrace 1-HP v MeOH 8:10° mol dm™ (Obr. 6.8 (3)), se kterym se srovnaval zaznam
1-HP v mo¢i po prekoncentraci.

e zaznamenan voltamogram slepého pokusu — vzorek moci po prekoncentraci bez ptidavku
1-HP:borétovy pufr o pH 9,0 (50:50) (Obr. 6.8 (2))

e zaznamenan voltamogram 1-HP v mo¢i po prekoncentraci: boratovy pufr o pH 9,0 (50:50),
koncentrace 1-HP v moéi ¢ = 4-10° mol dm™ (Obr. 6.8 (4))

Porovnanim slepé¢ho pokusu a samotného zakladniho elektrolytu je vidét, ze se ve vzorku
moci po prekoncentraci aspoil na prvni pohled nenachéazeji zadné latky poskytujici signal/y v
oblasti, kde ocekavame odezvu 1-HP. Nicméné pii porovnani kiivek 1-HP v MeOH a 1-HP v
moci po prekoncentraci je zietelné vidét celkovy nartist proudu, coz zptisobuje, Ze pik ma spis
ze SPE neodstrani zcela vSechny slozky moci a Ze tyto neodstranéné latky mohou, ziejmé
v souvislosti se svoji povrchovou aktivitou, ovliviiovat signal 1-HP.

Porovnanim vysky piku 1-HP o ¢ =810~ mol dm™ (resp. 2-10~° mol dm) v methanolické
sloZzce modelového roztoku s jeho odezvou po predbézné prekoncentraci ze vzorku moci
obsahujicim 4-10°° (resp. 1-10°) mol dm™ 1-HP bylo zjisténo, Ze vyt&Znost pouzité extrakce je

83% ( resp. 86%).
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Pti zjistovani vytéznosti se velikost piku odecitala jako velikost proudu od kiivky slepého

pokusu (zakladniho elektrolytu v ptipad¢ 1-HP v methanolu) do nejvyssiho bodu piku .

300 - R

I, nA

200

100

400 200 0 -200
E, mV

Obr. 6.8 Voltamogramy 1-HP (4-10° mol dm™) v mogi po prekoncenstraci (4), 1-HP (8-107°
mol dm ) v MeOH (3), zakladni elektrolyt (1), slepy pokus (2). Piiprava jednotlivych roztoku
je uvedena v textu. Méfeno metodou DPV na BDDFE.

6.7 Pasivace elektrody pri stanoveni 1-hydroxypyrenu v mocéi po

predbézné separaci a prekoncentraci

cwwvr

koncentrace) a 1-10° mol dm™ (Tabulka 6.4). Obecné zvySovani chyby opakovatelnosti u
nizkych koncentraci je bézné a vysvétluje se mimo jiné zmensujicim se pomérem signalu a
Sumu. V daném piipad€ se opakovatelnost 10 po sobé€ jdoucich méteni s procentudlni chybou
az 22,0% se da povazovat za horsi a vysvétluje se pfitomnosti matrice. Zatim nebyla nalezeny

elektrochemické regenera¢ni podminky, které by dany vysledek vylepsily.
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Tabulka 6.4 Statistické zpracovani vysky piku 1-HP v moci po predbézné separaci a
prekoncentraci u desiti po sob¢ jdoucich scant. Prostiedi MeOH-boratovy pufr o pH 9,0

(50:50). Méteno metodou DPV na BDDFE.

¢, mol dm™> I,.nA IL|,nA s, nA Sy %
2-1077 4,97 0,68 1,10 22,0
1-10°° 34,6 1,57 2,53 7,31

I, pramérny proud piku; s smérodatnd odchylka; s, relativni smérodatna odchylka; ‘L‘
absolutni hodnota intervalu spolehlivosti.

6.8 Koncentracni zavislost 1-HP v moc¢éi

Koncentra¢ni zavislost 1-HP v moc¢i po byla proméfena metodou DPV na BDDFE v
prosttedi MeOH:boratovy pufr o pH 9,0 (50:50) v rozmezi 1:107-1-10° mol dm™
(Obr. 6.9). Roztok pro méteni byl pfipraven smichdnim 0,5 ml boratového pufru s 0,5 ml
extraktu z moci (viz. kap. 6.5) obsahujicim 1-HP o poZadované koncentraci. Uvedené
koncentrace jsou koncentrace 1-HP v moci.

Vysledky ukazuji, ze v tomto koncentraénim vyska piku 1-HP neni zavisld na koncentraci.
Jesté je tfeba podotknout, Ze potencidl oxidace 1-HP se vyrazn€ posunul k pozitivnéjSim
hodnotam pii koncentraci 1-10° mol dm™. Ziejmé se vyrazné uplatituje vliv slozek modi
neostranénych pouzitim SPE na elektrochemické chovani 1-HP. Na zakladé zde uvedeného
predbézného vyzkumu stanoveni tohoto analytu v moci po predbézné separaci a prekoncentraci

bude nadale vyvijena snaha o nalezeni optimalnich podminek pro toto stanoveni.
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Obr. 6.9 Voltamogramy 1-HP v moci pro predbézné separaci a prekoncentraci
v koncentraénim rozmezi (0-10)-10" mol dm . Prostfedi MeOH-boratovy pufr o pH 9,0
(50:50). Koncentrace 0 (1), 2:107 (2), 4107 (3), 6:107 (4), 8107 (5) a 10-10"" mol dm™ (6).
M¢teno metodou DPV na BDDFE.

7 Diskuse k provedenym voltametrickym stanovenim

Pii hledani optimalnich podminek stanoveni 1-NP, 1-AP a 1-HP byla vénovéana pozornost:
zavislosti chovani analyti na pH meéfeného prostiedi, pasivaci elektrody béhem méteni,
zavislosti odezvy analytu na rychlosti provadéného scanu (DCV) a ovéfeni linearity

koncentraéni zavislosti. Dale budou popsény zavéry ucinéné k témto jednotlivym bodim.

Zavislost chovani analytu na pH méfeného roztoku

Z vyse uvedenych piikladi méteni latek pii riizném pH roztoku zietelné vyplyva, Ze jak
redukce nitro skupiny, tak i oxidace amino a hydroxy skupin jsou do znacné miry ovlivnény
koncentraci vodikovych kationli v méfeném roztoku. Vodikové kationy se jednak vyskytuji
primo v reak¢nich rovnicich a jednak ovliviuji formu analytu (protonizovana/deprotonizovana)
pred samotnou reakci na elektrodé. Protoze vSechny analyty podléhaly vicestupnové
oxidaci/redukci, bylo diilezité vybrat pik pro samotné analytické stanoveni (obecné se analyt
muze stanovovat i podle vice piki, ale to neni tento ptipad). Pfi jeho vybirani se braly v avahu
vyska, oddéleni od ostatnich pikil a dobré reprodukovatelnost, coz jsou faktory ¢asto zavislé na

pH.
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Za zminku stoji i srovnani pH zavislosti 1-HP v roztocich MeOH-pufr v poméru 50:50 a
70:30, tedy vliv obsahu MeOH na stanoveni 1-HP. V obou prostfedich je oxidace 1-HP
dvojstupniova; vzdy se objevuji dva piky, které se prekryvaji v kyselém prostiedi a se
zvySujicim se pH odd€luji od sebe az do Uplné separace pii pH pufru 7,0 a vice. Zavislost
potenciali piki na pH® mé&feného prostiedi (Obr. 7.1) ukazuje, Ze zatimco posun potencialu
prvniho piku (ktery byl vybran pro analytické ucely) je v obou prostfedich témét stejny (Cerné

ktivky), tak druhy oxida¢ni krok je uz vysSim obsahem methanolu zna¢né ovlivnény.
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Obr. 7.1 Zavislost potencialu piku 1-HP (¢ =1-10" mol dm™) na pH" roztoku. Cerné kiivky
znazornuji 1. pik, Cervené 2. pik; plné body prostiedi MeOH-BR pufr (70:30) a prazdné body
prostiedi MeOH-BR pufr (50:50). Méteno v prostfedi metodou DPV na BDDFE.

Pasivace elektrody pr¥i jednotlivych stanovenich

Pasivace elektrody se projevuje nejméné v ptipad€ redukce 1-NP. To se da vysvétlit tim, Ze
za predpokladu redukce nitropyrenu az na amin, je vznikly aromatickyc amin rozpustny v
daném prostiedi a neadsorbuje se tudiz na povrch elektrody. Navic, diky nalezenym vhodnym
regeneraénim podminkam se vliv pasivace podafilo témér Gplné odstranit. Opaény extrém
vykazoval 1-AP a to pii provadéni scanu k pozitivn€j§im potencialim nez je +700 mV. V
tomto pfipadé po 10 scanech dochazelo k uplné pasivaci a k vytvoreni Sedozeleného povlaku
na povrchu elektrody. Toto chovani se d& vysvétlit pravdépodobnou tvorbou polymernich
struktur na povrchu elektrody. Regeneracni podminky obnovujici pivodni vySku ani jednoho z
pikti nebyly nalezeny. Pik vybrany pro analytické ucely s potencidlem oxidace +440 mV byl

zméfen tak, ze scanovani zacinalo tésn¢ pred zacatkem piku a koncilo tésn€ za nim, tj. nebyl
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prekrocen potencial +700 mV. Za takovych podminek nedochazelo k tvorbé vyse zminénych

nezadoucich produktl a reprodukovatelnost méfeni vyrazné vzrostla.

Zavislost odezvy analytu na rychlosti scanu pii DCV

Pii vyneseni zavislosti vySky piku na druhé odmocniné z rychlosti scanu (zkoumany
rychlostni rozsah 20-1500 mV s ', mé&feno metodou DCV) viechny tii latky vykazuji v celém
rozsahu ziejmou odchylku od linearity a zavislost ma spise tvar oblouku. Korela¢ni koeficient
u 1-NP je R = 0,9914, pro 1-AP 0,9966 a u 1-HP 0,9872. Nicmén¢ byly nalezeny linearni
tiseky v rozsahu rychlosti 20-200 mV s ™' (= 4 body v grafu), které vykazovaly linearitu s
R =0,9998 u 1-AP, R = 0,9998 u I-HP a R = 0,9978 u 1-NP. V tomto rychlostnim rozmezi je
tedy elektrodovy dé&j zfejmé fizen difuzi, pti vysSich rychlostech uz je ovlivnén dal§imi blize
nezjisténymi faktory (napf. vyskytem kinetickych nebo adsorp¢nich proudi). Vzhledem k
tomu, Ze pro analytické ucely byla pouzita DPV s relativné nizkou rychlosti polarizace 20
mV s ', provedena méfeni spadaji do zjisténych linearnich usekd, tj. do elektrodovych dgji

fizenych difuzi.

Koncentracni zavislost analytii

Vsechny tfi latky vykazuji v danych koncentracnich rozsazich dostate¢nou linearitu
koncentraénich zavislosti s moZnosti méfit v fadu 107 az 10™ mol dm™ (Tabulka 7.1). Na
zaklad¢ této skuteCnosti je mozné pouzit metodu standardniho piidavku. Nejcitlivejsi
stanoveni, tj. nejvetsi smérnice, je v piipadé stanoveni 1-HP. Nejniz8§i meze detekce bylo
dosazeno u 1-AP. Bohuzel stanoveni 1-HP v moci po piedbézné separaci a extrakci na SPE
kolonce zatim neposkytlo spolehlivé vysledky. Tento fakt je pfisuzovan piitomnosti slozité
matrice, kterd pravdépodobné interferuje s analytem béhem provadéni oxida¢niho scanu. I
kdyz predbézna studie zatim nevykdzala pozadované vysledky, urCité ma smysl pracovat na
nalezeni vhodného postupu, protoze piimé DPV stanoveni bez pZedchozi separace pomoci

HPLC by analyzu vyrazn¢ zlevnilo a urychlilo.
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Tabulka 7.1 Parametry kalibra¢nich ptimek stanoveni 1-NP, 1-AP a 1-HP. Méfeno metodou
DPV na BDDFE.

. c smérnice LOD LOQ
Latka mol dm™ nA mol! dm® | R| mol dm™ mol dm™
1-NP” 1-10%-1-10* -5,39-10° 0,9998 31077 810"
1-AP™ 1-107-1-107 1,18:10’ 0,9971 6-10°° 2:107
1-HP™ 1:107-1-107 1,38-107 0,9934 1-1077 31077
1-HP™  1107-1-10"° 8,67-10° 0,9997 9-10°® 31077

" MeOH-BR pufr PH 3,0 (70:30); © MeOH-BR pufr o pH 3,0 (70:30); ©~ MeOH:BR pufr o

pH 5,0 (70:30); MeOH-boratovy pufr o pH 9,0 (50:50).

8 STANOVENI 1-AMINOPYRENU A 1-HYDROXYPYRENU V
MOCI VYSOKOUCINNOU KAPALINOVOU
CHROMATOGRAFIi S ELEKTROCHEMICKOU DETEKCI NA
BOREM DOPOVANE DIAMANTOVE ELEKTRODE

Metoda HPLC patii mezi zdkladni separacni techniky, které se pouzivaji pro stanoveni PAH
a NPAH. Nejpouzivangjsi je hmotnostni a fluorescencni detekce. V této kapitole je popsana
optimalizace podminek pro méné pouzivany elektrochemicky detektor, ktery jak plyne
z prezentovanych vysledku, se ukézal jako dostate¢né citlivy pro dany ucel a pfitom podstatné
levnéjsi nezli hmotnostné-spektrometrické ¢i fluorescenéni detektory. Z téchto ditvodii by mohl

byt Sifeji pouzivan k monitorovani expozice polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky.

8.1 Optimalizace podminek pro stanoveni 1-aminopyrenu a

1-hydroxypyrenu v methanolickém prostredi
Pii hledani optimalnich podminek pro stanoveni 1-AP a 1-HP metodou HPLC-ED se

zkoumaly nésledujici parametry: vliv slozeni mobilni faze na elucni ¢asy a vysku piku latek,

potencial oxidace obou latek a nejvhodnéjsi prutokova rychlost mobilni faze.
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Vliv obsahu methanolu v mobilni fazi na odezvu a elucni cas

Pro stanoveni 1-AP a 1-HP byla pouzita mobilni faze obsahujici 0,05M fosfatovy pufr a
methanol jako organicky modifikator. Pouziti pufru misto vody zajiStovalo stabilitu pH a
dostate¢nou vodivost mobilni faze, coz jsou aspekty potifebné pro elektrochemickou detekei.
Nejdiive byl sledovan vliv obsahu methanolu v mobilni fazi na vysky pikii stanovovanych
latek a na jejich elu¢ni ¢asy. Obsah methanolu byl postupné zvySovan od 60 do 85%. Toto
rozmezi bylo zvoleno z toho divodu, Ze niz$i/vyssi mnozstvi methanolu zptisobovalo pftilis
pomalé/rychlé vymyvani latek z kolony. Se zvySujicim se obsahem methanolu dochéazelo k
postupnému narastu proudové odezvy obou latek, k zuZeni pikil a ke zkracovani jejich elu¢nich
cast (Tabulka 8.1 a Obr. 8.2). Zkracovani elucnich Casti bylo zplsobeno snizenim celkové
polarity mobilni fize a umoziujici snazsi vymyti relativné nepoldrnich latek z nepolarni
stacionarni faze. Rychlejsi vymyti neumoziuje zénam analytd ptiliSné rozmyti, proto s kratSim
retenénim casem dochazelo k zuzovéni a nartstu pikld. Za optimalni byl zvolen 80% obsah
methanolu. Rychlejsi eluce by pravdépodobné nebyla vhodné pro stanoveni analytii ve slozité

matrici — moci. Reten¢ni ¢as 1-AP byl 2,87 min a 1-HP 2,63 min.

Tabulka 8.1 Zavislost reten¢nich &asti a vysek pikii 1-AP a 1-HP (¢=4-10° mol dm™ v
MeOH) na obsahu MeOH v mobilni fazi. MF: MeOH:0,05M fosfatovy pufr o pH 5,0. Kolona
LichroCART 125-4 100 RP-18, 5 um, 119 x 4 mm, temperovana na 40 °C, davkovano 20 pl,
v=1,0 ml min"'. Mé&feno metodou HPLC-ED pfi E = +1000 mV na BDDFE.

tr, min I,, nA

Obsah MeOH, % 1-AP 1-HP 1-AP 1-HP
60 9,63 13,72 9.4 3
65 6,49 8,83 8.6 3.7
70 4,59 5,98 16,7 52
75 3.49 4,28 21.8 9.7
80 2,78 2,63 27.9 16,2
85 2,30 2,59 36.8 19.8

Sedé je zvyraznén optimalni obsah MeOH, #z retenéni &as, 1, vyska piku
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Obr. 8.1 Zavislost retenéniho &asu 1-AP a 1-HP (¢ = 4-10° mol dm™ v MeOH) na obsahu
MeOH v mobilni fazi. MF: MeOH:0,05 M fosfatovy pufro pH —4A—-3,0, -®—- 4,0 a —H- 5,0,
v=1,0ml min', E_, =+1000 mV. Kolona LichroCART 125-4 100 RP-18, 5 pm, 119 x 4
mm, temperovana na 40 °C, davkovano 20 ul. Mé&teno metodou HPLC-ED na BDDFE.

Vliv pH pouZitého pufru v mobilni fazi

Dale byly vyzkouSeny mobilni faze o slozeni MeOH:0,05M fosfatovy pufr (80:20) s pH
pufru 5,0 (pH mobilni faze 7,2), 4,0 (6,1) a 3,0 (4,9). Méteni ve vyssi nebo nizsi oblasti pH
vyrobce kolony nedoporucuje. Obrazky 8.1 a 8.2 ukazuji, Zze se zvySujicim se pH fosfatového
pufru vyska signali obou latek roste beze zmény reten¢nich cCasli, proto pro méfeni

koncentracnich zavislosti 1-AP a 1-HP byl vybréan fosfatovy pufr o pH 5,0 (7,2).
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Obr. 8.2 Zavislost vysky piku 1-AP a 1-HP (¢ =4-10° mol dm v MeOH) na obsahu MeOH v
mobilni fazi. MF: MeOH:0,05 M fosfatovy pufr o pH —4A— 3,0, -®— 4,0 a 8- 50, v=1,0
ml min", E, = +1000 mV. Kolona LichroCART 125-4 100 RP-18, 5 pm, 119 x4 mm,
temperovana na 40 °C, davkovano 20 pl. Méfeno metodou HPLC-ED na BDDFE.

Optimalizace potencialu pracovni elektrody a pritokové rychlosti mobilni faze

Pro vybér potencidlu vkladaného na elektrodu, pfi némz stanovované latky poskytuji
nejlepsi signal, byly proméfeny hydrodynamické voltamogramy 1-AP a 1-HP pfi rtiznych
pritokovych rychlostech (v, ml min™') v prostfedi MeOH:0,05M fosfatovy pufr o pH 5.0.
Potencial pracovni elektrody byl postupné zvySovéan od +200 do +1200 mV pfi pritokovych
rychlostech 0,6; 0,8; 1,0; 1,2 a 1,4 ml min ! (Obr. 8.2). Pti potencialu vys$§im nez +1200 mV
dochdzi k silné destabilizaci zékladni linie a analyza je tak znemoznéna. Pfi potencidlu

+200 mV a nizSim je uz signal u obou latek nulovy. Jako optimalni potencial elektrody pro

stanoveni jak 1-AP tak i I-HP bylo zvoleno +1000 mV (E_, ) pfi pritokové rychlosti mobilni

faze v, yp = 1,0 mlmin"'u 1-HPa v, ,,= 0,8 ml min"' pro 1-AP.
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Obr. 8.3 Hydrodynamické voltamogramy 1-AP a 1-HP (c=4-10° moldm> v MeOH).
Priutokova rychlost —@— 0,6; —*— 0,8; - - 1,0, -M— 12 a —A— 14 ml min .
MF: MeOH:0,05 M fosfatovy pufr o pH = 5,0 (80:20, pH® = 7,2). Kolona LichroCART 125-4
100 RP-18, 5 um, 119 x 4 mm, temperovana na 40 °C, davkovano 20 ul. Méfeno metodou
HPLC-ED na BDDFE.

8.2 Koncentracni zavislost 1-aminopyrenu a 1-hydroxypyrenu v

methanolickém prostredi

Pii nalezenych optimdlnich podminkdch MeOH:0,05M fosfatovy pufr pH 5,0 (80:20),
potencial oxidace +1000 mV a pritokova rychlost 1,0 ml min™' pro 1-HP a 0,8 ml min ' pro
1-HP byla proméfena koncentraéni zavislost obou latek v rozmezi 1-10 '=1:10° mol dm .

Ukazky chromatogrami jsou na Obr. 8.4 a 8.5, parametry kalibra¢nich pfimek jsou uvedeny v

Tabulce 8.2.
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Tabulka 8.2 Parametry kalibra¢nich pfimek pro stanoveni 1-AP a 1-HP ve vodné-
methanolickém prostfedi. MF: 0,05M fosfatovy pufr pH 5,0 (80:20), v, ;;p = 0,8 ml min ",

Vi = 1,0mlmin', E_ =+ 1000 mV. Kolona LichroCART 125-4 100 RP-18, 5 um, 119 x 4

0

mm, temperovana na 40 °C, davkovano 20 pl. Méfeno metodou HPLC-ED na BDDFE.
Retenéni ¢as 1-AP 2,76 min, 1-HP 3,93 min.

, c smérnice LOD LOQ
Latka mol dm™ nA mol! dm® R mol dm™ mol dm™
1-AP 1:107-1-1073 5,42:-10° 0,9990 5.10°° 2107
1-HP 1-107-1-107° 2,09-10° 0,9992 9.10°° 31077

R =0,9960

%,0 4,0x107 8,0x10”

¢, mol dm?®

I, nA

t, min

Obr. 8.4 Chromatogramy 1-AP v MeOH v koncentraénim rozmezi (0-10)-10" mol dm.
Koncentrace 1-AP: 0 (1), 2:107 (2), 4107 (3), 6:107 (4), 8:107" (5) a 10-10”" mol dm™ (6).
MF: MeOH:0,05 M fosfatovy pufr o pH 5,0 (80:20), v,_,,= 0,8 ml min"', E_ = +1000 mV.
Kolona LichroCART 125-4 100 RP-18, 5 um, 119 x 4 mm, temperovana na 40 °C, ddvkovéano
20 pl. Méfeno metodou HPLC-ED pii na BDDFE.
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Obr. 8.5 Chromatogramy 1-HP v MeOH v koncentraénim rozmezi (0—10)-10" mol dm.
Koncentrace 1-HP: 0 (1), 2:107 (2), 4107 (3), 6:107 (4), 8107 (5) a 10:10”7 mol dm™ (6).
MF: MeOH:0,05 M fosfatovy pufr o pH 5,0 (80:20), v, o= 1,0 ml min ', E_ = +1000 mV.

Kolona LichroCART 125-4 100 RP-18, 5 um, 119 x 4 mm, temperovana na 40 °C, davkovano
20 pl. Méfeno metodou HPLC-ED na BDDFE.

8.3 Separace a prekoncentrace 1-aminopyrenu a

1-hydroxypyrenu z moci

Extrakce 1-AP a 1-HP z moci byla provadéna nasledujicim zpGsobem: k 10 ml moci
neexponovaného pracovnika bylo pfiddno vypoctené mnozstvi 1-AP nebo 1-HP v methanolu.
K takto ptfipravenému modelovému vzorku moci bylo pfidano 10,0 ml fosfatového pufru o
pH 5 a vznikly roztok byl prolit SPE kolonkou (LiChrolut® RP-18 E (40-60 pum), 200 mg
3 ml, Merck), ktera byla piedem aktivovana promytim 5 ml MeOH a 10 ml deionizované vody.
Kolonka byla néasledné promyta 10 ml vody a zachycené latky byly vymyty 10 ml MeOH.
Eluat byl odpatfen pod proudem dusiku, odparek rozpustén v 1,0 ml MeOH a zanalyzovan
pomoci HPLC-ED. Porovnanim vy3ek pikti danych latek o ¢ =4-10° mol dm v methanolu s
jejich odezvami po predb&zné prekoncentraci ze vzorku moé&i obsahujicim 4-107 mol dm™
1-AP nebo 1-HP bylo zjisténo, ze vytéznost pouzité extrakce je 87% pro 1-HP a 75% pro
1-AP.
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8.4 Koncentracni zavislost 1-aminopyrenu a 1-hydroxypyrenu

v mogéi

Na zéklad¢ zjisténych optimélnich parametrii pro stanoveni obou latek v methanolu byla
promé&fena koncentradni zavislost pro 1-AP a pro 1-HP v rozmezi 1-10°~1-10~ mol dm™ v
modelovém vzorku moci po predbézné separaci a prekoncentraci extrakci na tuhé fazi

(Obr. 8.8 az 8.11). Parametry kalibra¢nich zavislosti jsou uvedené v Tabulce 8.3.

Literatura uvadi (viz prehled'?), Ze koncentrace 1-HP v moéi se pohybuji od (1-5)-107
mol dm™ u osob neexponovanych, pies (1-5)-10° mol dm™ u dé&lnikd pii vyrobé& hliniku,
(1-20)-10" mol dm u pacientd s psoriazou 1é&enych mastmi na bazi dehtovych vyrobki az
po 1-10° mol dm u pracovnikii exponovanych profesionalné p¥i zpracovani dehtu. Scheepers
a kol.*® zase naméfili koncentraci 3-10” mol dm™ 1-AP u mechanikt dieselovych lokomotiv.
Mez detekce pro stanoveni 1-HP a 1-AP v moci s piredbéZznou prekoncentrace a separaci a s
naslednou analyzou pomoci HPLC-ED na BDDFE za vySe popsanych optimalnich podminek
je 1:10™® mol dm, coZ hovoii o tom, Ze dana technika je dostate¢ns citlivé a tudiz vhodna pro
stanoveni jak 1-HP tak i 1-AP v moci u exponovanych pracovniki jakozto biomarker pro

biologické monitorovani expozice polycyklickym aromatickym uhlovodikiim.

Tabulka 8.3 Parametry kalibracnich pfimek pro stanoveni 1-AP a 1-HP v moci po extrakci na
tuhé fazi. MF:0,05M fosfatovy pufr pH 5,0 (80:20), v _,p = 1,0 mlmin', v,_,,= 1,0 ml min "',
E_, =+ 1000 mV. Kolona LichroCART 125-4 100 RP-18, 5 um, 119 x 4 mm, temperovana na

[V

40 °C, davkovano 20 pl, v=1,0 ml min . Mé&feno metodou HPLC-ED na BDDFE. Retenéni
¢as 1-AP 2,70 min, 1-HP 3,95 min.

. c smérnice LOD LOQ
Latka mol dm‘3 nA mol‘1 dm3 R mol dm‘3 mol dm‘3
1-AP 1-10%-1-107° 3,35-10’ 0,9996 1-10°% 3.10°8
1-HP 1-10°%-1-107° 1,92-107 0,9996 1-1078 310
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Obr. 8.8 Chromatogramy 1-HP v moéi v koncentraénim rozmezi (0-10):10® mol dm™.
Koncentrace 1-HP: 0 (1), 2:107 (2), 4107 (3), 6:107 (4), 8107 (5) a 10:-10”7 mol dm™ (6).
MF: MeOH:0,05 M fosfatovy pufr o pH 5,0 (80:20). Kolona LichroCART 125-4 100 RP-18, 5
um, 119 x 4 mm, temperovana na 40 °C, davkovano 20 ul, v = 0,8 ml min”'. Mé&feno metodou
HPLC-ED pii E  =+1000 mV na BDDFE.
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Obr. 8.9 Chromatogramy 1-HP v moé&i v koncentraénim rozmezi (0-10)-107 mol dm.
Koncentrace 1-HP: 0 (1), 2:107 (2), 4107 (3), 6:107 (4), 8107 (5) a 10-10”7 mol dm™ (6).
MF: MeOH:0,05 M fosfatovy pufr o pH 5,0 (80:20). Kolona LichroCART 125-4 100 RP-18, 5
um, 119 x 4 mm, temperovana na 40 °C, davkovano 20 ul, v = 0,8 ml min"'. Mé&feno metodou
HPLC-ED pii E ,=+1000 mV na BDDFE.
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Obr. 8.10 Chromatogramy 1-AP v moé&i v koncentraénim rozmezi (0-10)-10° mol dm™.
Koncentrace 1-AP: 0 (1), 2:107° (2), 4107 (3), 6:10™° (4), 8-10°° (5) a 10-10™® mol dm™ (6).
MF: MeOH:0,05 M fosfatovy pufr o pH 5,0 (80:20). Kolona LichroCART 125-4 100 RP-18, 5
um, 119 x 4 mm, temperovana na 40 °C, davkovano 20 pl, v = 1,0 ml min '. Méfeno metodou
HPLC-ED pii E_ =+1000 mV na BDDFE.
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Obr. 8.11 Chromatogramy 1-AP v moé&i v koncentraénim rozmezi (0-10)-107 mol dm.
Koncentrace 1-AP: 0 (1), 2:107 (2), 4107 (3), 6:107 (4), 810" (5) a 10-10”7 mol dm™ (6).
MF: MeOH:0,05 M fosfatovy pufr o pH 5,0 (80:20). Kolona LichroCART 125-4 100 RP-18, 5
um, 119 x 4 mm, temperovana na 40 °C, davkovano 20 pl, v = 1,0 ml min . M&feno metodou
HPLC-ED pii E_ =+1000 mV na BDDFE.
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9 ZAVER

Na zdkladé provedeného vyzkumu elektrochemického chovani 1-nitropyrenu,
l-aminopyrenu a 1-hydroxypyrenu na borem dopované diamantové filmové elektrod¢ byly

nalezeny nasledujici optimélni podminky pro stanoveni zminénych analyti:

1. Stanoveni 1-nitropyrenu metodou DPV v prosttedi MeOH-BR pufr o pH 3,0 (70:30) v
koncentraénim rozmezi 1-10°~1-10"* mol dm™ (R = 0,9998) s LOD 3-10 mol dm™ a LOQ
8-10 mol dm . Elektrochemicka regenerace elektrody se provadéla pied kazdym méfenim:

50 potencidlovych skokli mezi Elreg =+800 mV, tlreg =0,3sa E2reg =-500 mV, '[2reg =0,3s.

2. Stanoveni 1-aminopyrenu metodou DPV v prostfedi v MeOH-BR pufr o pH 3,0 (70:30) v
koncentra¢nim rozmezi 1-107'=1-10° mol dm™ (R = 0,9971) s LOD 6-10°* mol dm™ a LOQ
2:107 moldm™. Pro eliminaci silné pasivace elektrody nebyly nalezené vhodné
elektrochemické regeneracni kroky, ale pfi provadéni scanu od +230 do +680 mV (mefeni

pouze piku vybraného k analytickému tcelu) byla pasivace téméf odstranéna.

3. Stanoveni 1-hydroxypyrenu metodou DPV v prostiedi MeOH-BR pufr o pH 5,0 (70:30) v
koncentraénim rozmezi 1-10'=1-10~ mol dm™ (R = 0,9934) s LOD 1-10 mol dm™ a LOQ
3.10" mol dm™. Scan byl provadén v rozmezi +150 a7 +500 mV (méfeni pouze piku

vybraného k analytickému tucelu).

4. Stanoveni 1-hydroxypyrenu v mo¢i po predbézné separaci a prekoncentraci na SPE kolonce
RP-18E. Nebylo dosazeno spolehlivych vysledkl. Tuto problematiku bude tfba dale detailné

prostudovat.

5. Stanoveni 1-AP a 1-HP v moc¢i po pfedbézné separaci a prekoncentraci na SPE kolonce
RP-18E metodou HPLC-ED na BDDFE v mobilni fazi MeOH:0,05M fosfatovy pufr o pH 5,0
(80:20), pritokova rychlost méfeni 1-AP 1,0 ml min™' a 0,8 ml min ' u 1-HP, ob& latky byly
detekovany pii potencidlu +1000 mV. Koncentra¢ni zéavislosti 1-AP a 1-HP v modelovych
roztocich (tj. stanoveni 1-AP a 1-HP v methanolu) byly promé&feny od 1-107 do 1-107
mol dm™ s LOD 5-10° mol dm™, LOQ 2-10" mol dm™ pro 1-AP a LOD 9-10° mol dm™ a
LOQ 3:107 mol dm v piipadé 1-HP. Dale byly zméfeny koncentraéni zavislosti obou latek v
moéi po predbézné separaci a prekoncentraci na SPE kolonce RP-18E od 1-10 *do 1-10°°

mol dm > s LOD 1-10 * mol dm ™ a LOQ 3-10"* mol dm pro obg latky.
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Z provedené studie plyne, ze za stanovenych podminek Ize s pomoci BDDFE provést jednak
voltametrické stanoveni 1-nitropyrenu, 1-aminopyrenu a 1-hydroxypyrenu a jednak ji pouzit
jako amperometricky detektor ve spojeni s HPLC systémem pro stanoveni 1-HP a 1-AP v moci

po predbézné separaci a prekoncentraci s dostatecnou citlivosti a piesnosti.
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