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ABSTRAKT

Tato disertani prace se zabyva vyvojem a testovanim novych netoxickych elektrodovych
materialt, detek¢nich uspofadani a analytickych metod nasledné vyuzitych pro stanoveni vybranych
agrochemikalii.

Byly vyvinuty nové druhy pracovnich elektrod, jedna vyuzivajici stiibrnou pevou
amalgamamovou pastu s organickou pastovaci kapalinou (AgSA-PE), a druhd krystal stfibrného
amalgamu (CAgAE). Bylo studovano jejich elektrochemické chovani ve vodném prostiedi a nasledné
byly pouzity pro voltametrické stanoveni rozsifeného a toxického polutantu zivotniho prostredi, 4-
nitrofenolu (4-NP). Tento analyt byl stanoven pomoci diferencni pulsni voltametrie na AgSA-PE
s limitem detekce (Lp) 1 pmol I a pomoci CAgAE s Lp 0.4 umol 1", V obou p¥ipadech bylo mé&feno
v 0.2mol I acetatovém pufru pH 4.8. Pokusy o sniZeni Lp vyuZitim adsorp&ni rozpoustdci
voltametrie nebyly ani v jednom piipad¢ Gspésné. Krystalicky stiibrny amalgam byl rovnéz Gspésné
pouzit pro konstrukci mikrocylindrické priutokové cely pro amperometrické stanoveni smési
nitrofenolti pomoci HPLC s elektrochemickou detekci (HPLC-ED). Ob¢ vyvinuté elektrody, AgSA-PE
1 CAgAE, mohou byt pouzity jako vhodné alternativy k toxickym rtutovym elektroddim a CAgAE se

nabizi jako slibny materidl pracovnich elektrod v pratokovych systémech.

Dale byla vyvinuta metoda pfipravy a voltmetrického stanoveni totalniho herbicidu Glyfosatu
(GP) ve vzorcich kontaminovanych ptud. V tomto pfipad¢ vSak nemohla byt vyuzita stfibrnd pevna
amalgamova elektroda, jejiz uzsi potencialové okno znemoziovalo jeji vyuziti, a musela byt nahrazena
visici rtutovou kapkovou elektrodou. Tento fakt poukazuje na stalou uziteCnost a nenahraditelnost
rtutovych elektrod v nékterych specifickych piipadech. Pfed vlastnim stanovenim vzorku GP byla
provedena extrakce GP z ptidniho vzorku, jeho ¢isténi, zakoncentrovani a naslednd derivatizace na N-
nitrosoglyfosat (NO-GP). Ziskany NO-GP byl nasledné¢ stanoven pomoci DPV sLp kolem
1107 mol I"' ve viech tfech padnich vzorcich s rozdilnymi obsahy organické hmoty. Z vysledki je
ziejmé, ze vysSi obsah organické hmoty v pidé zvySuje vytéZzek extrakce GP zni, coZz je
pravdépodobné zplsobeno snadnéjsim uvolnénim asociatu GP s organickou pidni hmotou, nez kdyz je
adsorbovan na jeji anorganické Casti.

Na zavér byla ovéfena moznost vyuziti stfibrného pevného amalgamu pro piipravu
amperometrickych detektorti. Tenkovrstvé a wall jet uspofadani vyuzivajici leStény stiibrny pevny
amalgam bylo pouzito pro detekci vybranych derivati nitrofenolu pomoci HPLC-ED. Obé¢ detekéni
usporadani byla uspéSn€¢ vyuzita pro stanoveni danych nitrofenoli (obsazenych v komercné
dostupnych ristovych stimulatorech) s Lp od 5 do 10x10°mol I”' poskytovanymi tenkovrstvym

detektorem a od 10 do 25x107° mol 1! pomoci wall jet uspoiadani, oba ve spojeni s HPLC.



1. Uvod

Zvysujici se poptavka a pozadovand vyssi dostupnost potravin klade vyssi naroky na
jejich produkei a tudiz 1 na produkci zakladnich plodin. Jednou z moznosti, jak jednodusSe a
rychle zvysit produkci zdkladnich plodin jako je kukufice, ryze, soja a pSenice, je pouzivani
nejriuznéjSich agrochemikalii. Ty se d€li na hnojiva a pesticidy, které zahrnuji insekticidy,
fungicidy, herbicidy atd. AvSak zvySovani produkce plodin pouZzivanim stale vét§iho mnozstvi
agrochemikalii zpisobuje zna¢né zneCiSténi Zivotniho prostiedi, snizuje kvalitu
produkovanych potravin a dostupné pitné vody. Proto je nezbytné nutna jejich kontrola kvality
a k témto ucelim jsou zapotiebi dostatecné citlivé a selektivni analytické metody, které se
neobejdou bez patfi¢né instrumentace.

Zaucelem citlivého stanoveni nejriznéjSich biologicky aktivnich latek a jejich residui
v nejriznéjSich matricich Zivotniho prostiedi se v dneSni dobé nejcastéji pouzivaji moderni
separacni metody ve spojeni s velmi citlivymi spektrometrickymi detektory. Jejich potizovaci
a provozni naklady jsou vSak Casto velmi vysoké a tak vzriistd i cena jednotlivych analyz.
Avsak diky vyvoji novych elektrodovych materiali, novym mozZnostem jejich mechanické ¢i
chemické modifikace a dale vyhodam snadné miniaturizace a jejich mobilité se znovu stavaji
elektrochemické metody mnohem atraktivngjSimi pro ucely sledovani velkého mnoZstvi
analyt. Svého Sirokého uplatnéni pii analyze slozek Zivotniho prostfedi, v medicing, farmacii
1 v toxikologickych studiich dosahuji elektrochemické metody diky stale se zvySujici citlivosti

a selektivité jednotlivych analyz, jejich rychlosti a cenové dostupnosti.

Na zaklad¢ vySe zminénych faktli se tato disertacni prace zabyva vyvojem a testovanim
novych elektrodovych materidli, moznostem jejich vyuziti a dale vyvojem citlivych
analytickych metod stanoveni vybranych agrochemikalii. Mezi né patii v této praci
stanovované derivaty nitrofenolu, c¢asto pouzivané jako rostlinné rlstové stimulatory, a
Glyfosat, ktery je zdkladni slozkou svétoveé rozsifenych totalnich herbicid (Obr. 1). Derivaty
nitrofenolu jsou dale pouzivany jako meziprodukty pii vyrobé vybusnin, pesticidii, pigmentq,
plastdi, barviv, 1é¢iv a jsou hlavni slozkou kontaminantli primyslovych odpadnich vod ze
zpravocani uhli a petrochemického primyslu [1-3]. Tyto nitrofenoly nejsou lehce odbouratelné
a jsou pomérn€ stabilni, proto dochazi ke kontaminaci povrchovych vod, pad 1 ovzdusi [4].
Tylo latky je mozno detekovat i v destové vodé¢, sné¢hu a mald mnozstvi rovnéz v ovoci a
zelening [5,6]. Z toxikologického hlediska jsou nitrofenoly toxické s mirnym kumulativnim

efektem a zptisobuji blokaci oxidativni fosforylace v buiikach.
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Obr. 1 Strukturni vzorce stanovovanych latek.

Studované nitrofenoly mohou byt ptfic¢inou tvorby methemoglobinu, poskozeni ledvin a jater,
anemie a podrazdéni o¢i a pokozky [7]. VSechny zminéné analyty, mimo S-nitroguajakolu,
jsou uvedeny na seznamu vyznamnych polutantli vydanym americkou agenturou pro ochranu
zivotniho prostiedi (US EPA) [8,9]. Jejich karcinogenita ani genotoxicita v§ak nebyla prozatim
prokézéana. 2-nitrofenol a 4-methyl-2-nitrofenol jsou vSak také dileZitou soucasti feromont
majicich vyznam pro bunécnou signalizaci savcl a jsou pritomny jako metabolity v bachoru
piezvykavci [10]. Glyfosat je inhibitorem enzymu nezbytného k tvorbé aminokyselin
pottebnych pro rostliny, ne vSak pro zivocichy. Tim se zda byt velice bezpecny, av§ak mtize
zasahnout napt. potravinovy fetézec vodnich Zivocichli snizenim mnozstvi fytoplanktonu a
nabourat tak rovnovahu celého ekosystému [11,12]. Velky vliv na ucinky Glyfosatu maji
doprovodné latky komer¢nich ptipravkll jako jsou surfaktanty a pak vysSi toxicita jeho

metabolitu, kyseliny aminomethylfosfoniové (AMPA) [13].



2. Cile disertacni prace

Tato disertacni prace je predkladana jako ptispévek k neustalému usili na poli modernich

elektroanalytickych metod. Byla vypracovana v souladu s dlouhodobym vyzkumnym zdmérem

UNESCO Laboratote elektrochemie Zivotniho prostredi, ktera se podili na vyvoji vysoce

citlivych a selektivnich analytickych metod a senzor vyuZitelnych ke stenoveni biologicky

aktivnich organickych latek, ddlezitych z hlediska ochrany zivotniho prostfedi, mediciny,

farmacie nebo toxikologie.

Predkladana disertacni prace je zaloZzena na nasledujicich védeckych publikacich

[14-18]:

[14]

Danhel, A.; Yosypchuk, B.; Vyskocil, V.; Zima, J.; Barek, J. A novel paste electrode

[15]

based on a silver solid amalgam and an organic pasting liquid. J. Electroanal. Chem.,

2011, 656(1-2), 218-222.

Danhel, A.; Mansfeldova, V.; Janda, P.; Vyskocil, V.; Barek, J. Crystallic silver

[16]

amalgam - a novel electrode material. Analyst, 2011, 136(18), 3656-3662.

[17]

Danhel, A.; Moreira, J. C.; Jacob, S.; Barek, J. Influence of the soil organic matter
content on voltammetric determination of derivatised Glyphosate in herbicide

contaminated soils. Collect. Czech. Chem. Commun., 2011, 76(10), 1263-1275.

Danhel, A.; Shiu, K. K.; Yosypchuk, B.; Barek, J.; Peckova, K.; Vyskocil, V. The use

[18]

of silver solid amalgam working electrode for determination of nitrophenols by HPLC

with electrochemical detection. Electroanalysis, 2009, 21(3-5), 303-308.

Danhel, A.; Barek, J. Solid amalgam electrodes in organic electrochemistry. Curr.

Org. Chem., 2011, 15, 2957-2969.

K odliSeni téchto citaci od ostatnich jsou jejich cisla uvadéna v hranatych

zavorkach, psana tu¢né a podtrZena.



Na zaklad¢ jiz zminénych divodl v Kapitole 1, se tato Disertacni prace zabyva vyvojem
a testovanim novych elektrodovych materialt a detek¢nich uspotradani, které byly dale vyuzity
ve voltametrickych a amperometrickych metodach stanoveni vybranych agrochemikalii,

jmenovité 2-NP, 4-NP, 2,4-DNP, 5-NG a GP.
Hlavni ¢asti této Disertacni prace:

e  Vyvoj a testovani nového pastového elektrodového materidlu piipraveného z jemného
prasku stiibrného amalgamu smichaného s vhodnou pastovaci kapalinou a jeho vyuziti

pfi voltametrickém stanoveni 4-NP.

e Vyvoj a testovani novych typl pracovnich elektrod vyuZzivajicich krystal stfibrného
amalgamu jako elektrodovy material a jejich uplatnéni pifi voltametrickém stanoveni
4-NP a pii konstrukci amperometrické pratokové cely uréené pro pritokové systémy.

e  Adaptace a optimalizace metody piipravy pudnich vzorkii s riznymi obsahy organické

pudni hmoty a sledovani jejich vlivu na nasledné voltametrické stanoveni GP.

e  Uplatnéni tenkovrstvého amperometrického detektoru vyuzivajiciho lesténou stfibrnou
pevnou amalgamovou elektrodu ke stanoveni smési nitrofenolt (2-NP, 4-NP, 2,4-DNP a

5-NG) pomoci HPLC-ED a jeho porovnani s wall jet uspotradanim.



3. Elektrody vyuzivajici stfribrny amalgam

3.1 Voltametrické senzory

Amalgamové elektrody mohou vyuzivat kapalny, pastovy nebo pevny amalgam v
zéavisloti na jeho slozeni (poméru stfibra a rtuti). Tato variabilita slozeni amalgamu
poskytuje Siroké moznosti pii konstrukci a uplatnéni ptipravenych pracovnich elektrod
[18]. Mozné druhy amalgamovych elektrod a jejich mozné modifikace jsou zobrazeny
ve schematu:

Rtut’ Kov (Ag, Au, Cu, atd.)

——

Amalgam

Modifikace:
Organickymi latkami Anorganickymi latkami Rtuti
(thioly, kalixareny, (napf. Bi filmy, uhlikové ingousty) (meniskus, film)

DNA, proteiny, atd.)

Stfibrny amalgam obsahujici méné nez 10 % Ag (w/w) je kapalny, 10 — 12 % Ag
pastovy a pifi 15 % Ag a vic se stdva rychle pevnym. ZvySujici se obsah rtuti
zpusobuje, Ze se elektrochemické chovani amalgamovych elektrod bliZi visici rtutove
kapkové elektrod¢ (HMDE). Poamalgamované kovy ptredstavuji pfechod mezi
povrchem pevné kovové elektrody a kapalnou rtuti nasycenou ptisluSnym kovem.
Kvli rychlé degradaci pouzitého kovu, vSak maji tyto elektrody kratkou dobu pouziti.
Nejvhodnéjsim amalgamem pro pfipravu netoxickych stiibrnych pevnych
amalgamovych elektrod (AgSAE) je amalgam s obsahem sttfibra mezi 30 — 40 %. Tyto
amalgamové elektrody poskytuji nejvyssi mechanickou a dlouhodobou stabilitu, Siroké
potencialové okno srovnatelné s HMDE a nizky elektricky odpor. AgSAE milze mit
nékolik modifikaci. Jeji elektrodovy povrch muze byt leSteny (p-AgSAE) [19] nebo
modifikovany jak rtutovym filmem (MF-AgSAE) [20], tak rtutovym meniskem (m-
AgSAE) [21]. VSechny tyto elektrody poskytuji Siroké potencialové okno, avSak p-
AgSAE snaze podléhd jeji pasivaci v porovnani s MF- a nebo m-AgSAE, jejichz
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B4

rtutového filmu a jeho rychld degradace v porovnani s m-AgSAE. Mechanicka
stabilita m- a p-AgSAE vSak nabizi jejich jednoduchou modifikaci. Ty mohou byt
chemicky modifikovany organickymi latkami (DNA [22], proteiny, oligonukleotidy
[23], thioly [24], adt.) a nebo filmy skladajici se z vhodného polymeru a
elektrodového materidlu, naptf. mikrokrystalicky pfirodni grafit nebo uhlikové
nanotrubicky. Takto uhlikovymi inkousty modifikované AgSAE poskytuji
potencialové okno v anodické oblasti potencidli az do +1400 mV a diky jejich
jednoduché a rychlé ptipravé mohou byt vyuzity jako dispozabilni elektrody [25]. Jako
dispozabilni elektroda muze byt také pouzita elektroda vyuzivajici pastovy stiibrny
amalgam (AgA-PE, s obsahem stifibra 10 — 12 %) umisténym napf. v 2 pl plastovych
pipetovacich Spickach [26]. Diky jednoduché manipulovatelnosti s p- a m-AgSAE, se
tyto pracovni elektrody staly velice popularni v anorganické 1 organické
elektroanalyze [21,22] a slibnym senzorem v proteomice [27,28]. Nicméné jejich
pouziti nemusi byt v n¢kterych ptipadech mozné.Zde se mize HMDE stat uzite¢nou a
nebo dokonce nenahraditelnou pracovni elektrodou [16].

Jemny prasek stfibrného amalgamu muize byt pouzit jak ve smési s vhodnou
pryskyfici pro pfipravu netoxické stiibrné pevné amalgamové kompozitni elektrody
(AgSA-CE) [29], tak pouzitim vhodné pastovaci kapaliny k piipravé stfibrné pevné
amalgamové pastové elektrody (AgSA-PE) [14]. AgSA-PE byla navrzena jako
alternativa k uhlikové pastové elektrodé s jednoduse obnovitelnym elektrodovym
povrchem, kterou by bylo mozZno pouzit pro metfeni v katodické oblasti potencidll
srovnatelnych s AgSAE. Tato elektroda ¢aste¢né fesi pasivaci elektrodového povrchu
pevnych elektrod diky snadno otiratelnému povrchu amalgamové pasty. AgSA-PE
vyuzivajici pastu z jemného prasku stiibrného amalgamu 60:40 (WgeWag) a
parafinového oleje 20:1 (w/w) byla nalezena jako nejvhodnéj§i pro voltametricka
méfeni ve vodném prostiedi [14], pfiCemz byla uspésSné pouzita rovnéz v prostiedi
vodné-methanolickém [30].

Nové vyvinuté kvasi-cylindrické elektrody [31] vyuzivajici krystal stiibrného
amalgamu (CAgAE) ptedstavuji novou alternativu k HMDE poskytujici srovnatelné
potencialové okno, nizky proud pozadi a vliv pasivace a vysoky pomér signdli k

Sumu. Vyhodné mechanické a elektrochemické chovani tohoto elektrodového
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materidlu ¢ini tyto senzory a amperometrické detektory velice slibnymi v moderni
elektroanalyze [15,32].

Mezi hlavni vyhody amalgamovych elektrod patfi jejich Siroké vyuzitelné
potencidlové okno, rychld ptfeduprava, jednoduchia regenerace, dlouhotrvajici
elektrochemicka aktivita bez vyznamnych zmén v citlivosti elektrod, jejich
mechanicka stabilita poskytujici moZnost vyuziti v pritokovych systémech (HPLC,
FIA, CZE) a nemén¢ dilezitd nizka toxicita umoziujici jejich pouziti v mobilnich
laboratofich a k pfimym analyzam zkoumanych analyti v Zivotnim prostiedi [22].
Stfibrné pevné amalgamové elektrody nalezly své uplatnéni rovnéz pro citlivou

detekci v nové vznikajici oblasti vyzkumu elektrochemie biomakromolekul.

3.2 Amperometrické cely

Pratokové systémy, jako jsou HPLC, FIA a CZE spojené s amperometrickou
detekci ptfedstavuji vhodnou instrumentaci k selektivni, citlivé a efektivni analyze
elektrochemicky aktivnach latek. Stfibrny amalgam muze byt diky své pfizplisobivosti
pouzit pro konstrukci nejriznéjSich amperometrickych cel. Ve spojeni FIA-ED jiZ byla
pouzita tuzkova p-AgSAE ve wall jet uspotfadani, skladajiciho se z ptepadové nadobky
a bézné referentni a pomocné elektrody [33]. Nova p-AgSAE umisténa v teflonovém
bloku byla pfipravena podle pracovni elektrody pouzivané komercné dostupnym
tenkovrstvym detektorem [17]. Vyhodami tohoto kompaktniho uspotfadani jsou ve
srovnani s wall jet uspofadanim vysSsi stabilita signdlu a poméru signdlu k Sumu, coz
vede k dosazeni niz§ich mezi detekce. Platinovy mikrocylindricky [34] a platinovy
tubularni amperometricky detektor [35] byly pouzity pro detekci amino- a
hydroxylnaftalent pomoci HPLC-ED v anodickém modu. Tyto detektory se staly
inspiraci pro konstrukci mikrocylindrického detektoru vyuzivajiciho krystal stfibrného
amalgamu jako pracovni elektrodou na misto platinového dratku [32] a pfipravu

tabularniho detektoru pouzivajiciho stfibrny tuhy amalgam [36].

Tyto nendkladné a jednoduché amperometrické detektory diskutované vyse
mohou byt pouZity pii stanoveni Sirokého mnozstvi latek s dostateCnou citlivosti a
selektivitou. Podle naSeho nédzoru je velkou vyhodou jejich jednoducha
miniaturizovatelnost, ktera mize byt v budoucnu vyuzita pro konstrukci
amperometrickych detektori v modernich metodach elektroanalyzy, napt. v laboratoti
na ¢ipu.
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4. Stanoveni vybranych agrochemikalii

4.1 Voltametrické stanoveni 4-nitrofenolu pomoci stfibrné pevné

amalgamové pastové elektrody

Pro pfipravu stfibrné pevné amalgamové pasty byl pouzit jemny prasek stiibrn¢ho
amalgamu o sloZeni 60:40 (W Wa,) a Vybrané pastovaci kapaliny, které¢ se bézn¢€ pouZzivaji na
ptipravu uhlikovych pastovych elektrod (CPE): (i) silikonovy olej, (ii) tricresyl fosfat (TCP),
(111) mineralni olej a (iv) parafinovy olej. Nejprve byl optimalizovan obsah pastovaci kapaliny
ve stiibrné amalgamové pasté na zakladé mechanickych vlastnoti a jejich chovani béhem
voltametrickych méfeni ve vodném prosttedi, béhem kterych byl 4-NP pouzit jako modelovy
analyt. Ten je Castym polutantem Zivotniho prostfedi. Vhodné pfipravend pasta nesmi byt ani
prilis tekuta, ani pfili§ sucha. Pasty s vhodnym sloZenim byly pouzity pro ptipravu pracovnich
elektrod a pomoci DCV byla sledovéna jejich potencidlova okna v celém rozsahu pH. Jako
nejvhodnéjsi ze zkoumanych past byla vybrdna amalgamova pasta obsahujici jemny
okna, nejnizsi proud pozadi a nejvyssi proudovou odezvu na ptitomnost zkoumaného analytu,
4-NP. Zvoleny parafinovy olej byl dale smichén sjemnymi prasky stfibrného amalgamu o
slozeni 50:50 a 70:30 (WxgWag) za uCelem rozsifeni potencialového okna ¢i zvySeni proudové
odezvy, avSak zadné vyrazné zlepSeni testované prasky nepfinesly.

U takto optimalizované stfibrné pevné amalgamoveé pastové elektrody (AgSA-PE) byla
dale sledovana opakovatelnost méteni. Touto elektrodou 1ze dosdhnout opakovatelnosti méteni
na jednom elektrodovém povrchu, bez otirani pasty, s relativni smérodatnou odchylkou (RSD)
do 5 % (n=17) a 20 % pro pctkrat otfenou pastu pii sedmi opakovanych métenich po kazdém
otfeni. V obou pfipadech nebyla pouzita zaddna ptedptiprava elektrody a bylo méfeno
v 0,2 mol I acetatovém pufru pH 4,8 s 1x10* mol I"' 4-NP. Tato relativné vysoka hodnota
RSD opakovatelnosti méfeni s otirdnim amalgamové pasty byla zpiisobena Sirokou distribuci
velikosti ¢astic prasku stiibrného amalgamu. Ten byl pfipraven rozetfenim pevného amalgamu,
ktery nemohl byt dostatecné proset k ziskani jednotnéjSi velikosti Castic, v achatové treci
misce,. Nakonec byl tedy stfibrny amalgam 60:40 (WygWae) smichany s parafinovym olejem v
poméru 20:1 (w/w) vybran pro voltametrické mefeni jednoduse redukovatelného 4-NP.
Studovany 4-NP mohl byt takto stanoven s Ly, kolem 1 pmol I"' pomoci DPV na AgSA-PE
v 0,2 mol " acetatovém pufru pH 4,8 [14].
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4.2 Voltametrické stanoveni 4-nitrofenolu pomoci Kkrystalové stribrné

amalgamové elektrody

Jednotlivé krystaly stiibrného amalgamu byly pouZity pro pfipravu quasi-cylindrickych
pracovnich elektrod a piipravené elektrody vyuzity pro voltametrickd méfeni ve vsadkovém
uspofddani. Pomoci DCV byla proméfena vyuzitelnd potencidlovda okna pripravenych
krystalovych stfibrnych amalgamovych elektrod (CAgAE). Ta byla sledovana ve vybranych
vodnych pufrech v celém rozsahu pH. Dosazené hodnoty piepéti vodiku na CAgAE jsou
srovnatelné s hodnotami obdrzenymi pomoci HMDE, avSak o 100 mV pozitivnéjsi. Nizké
proudové pozadi a Sum CAgAE jsou ziejmé& zpusobeny nanokrystalickym charakterem
elektrodového povrchu, ktery byl sledovan pomoci mikroskopie atomarnich sil v poklepovém
méddu (AFM-TM). Tato studie prokazala rovnomérné pokryti povrchu krystalu nanoc¢asticemi
o velikosti 1 az 5 nm, které pokryvaji i pfipadné nerovnosti krystalu s vyskou do 20 nm.

Nanokrystalickd morfologie CAgAE zifejmé zplsobuje i jeji nizkou tendenci byt
pasivovana a neni v tomto piipad¢ nutno pouzivat zddny zpusob jeji pfedupravy. Diky tomu je
hodnota opakovatelnosti do 1,5% pro 15 opakovanych méfeni DPV signalu 4-NP
(1x10* mol I'") v 0,2 mol 1" acetatovém pufru pH 4,8. Bohuzel se kvili tomuto efektu neda
pro dosazeni nizSich hodnot Ly pouzit metoda AdSV. Nicméné¢ bylo mozno stanovit 4-NP
pomoci DPV na CAgAE v 0,2 mol I acetatovém pufru pH 4,8 s Lp kolem 4x107 mol .
PrestoZze jsou krystaly stfibrného amalgamu kiehké, jsou natolik mechanicky a chemicky
stabilni, ze mohou byt vyuzity pro konstrukci amperometrickych detektort pro pritokové
systtmy (HPLC-ED, FIA-ED, CZE-ED) [15]. Mikrocylindricky pratokovy detektor
s krystalem stfibrného amalgamu byl uspésné pouzit pro stanoveni smeési dinitronaftalenti

pomoci HPLC-ED [32].
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4.3 Voltametrické stanoveni derivatizovaného Glyfosatu v kontaminovanych
pudach

Neselektivni herbicid Glyfosat (GP) je jednim z nejpouzivanéjSich totalnich herbicidl na
svété se zfejmymi negativnimi UCinky na Zivotni prostfedi. Aby mohl byt GP, (N-
fosfonomethyl)glycin, voltametricky stanoven v katodické oblasti potenciald, musi byt
derivatizovan na redukovatelny N-nitrosoglyfosat (NO-GP). Tato derivatizace spociva
v nitrosaci GP provadéné nadbytkem dusitanu sodného v siln¢ kyselém prostiedi. Zbytky
dusitanu jsou pak nasledné odstranény piidavkem sulfamatu amonného. Takto ziskany NO-GP
vSak nemohl byt stanoven pomoci AgSAE, kvili jejimu uZz8imu potencidlovému oknu v
1 moll™" roztoku HCI, a tak musela byt pouzita HMDE. Padni vzorky patii k tdm
k analyze obsahovat extrakci kontaminované pidy, Ccisténi ziskaného extraktu, jeho
zakoncentrovani, druhé ¢isténi, derivatizaci GP na NO-GP a kone¢né voltametrické stanoveni.
Vétsina téchto krokt jiz byla optimalizovéana [37], avSak tato metoda musela byt pfizpiisobena
pro naSe analyty s vysokym obsahem organické pidni hmoty, vybaveni laboratofe a byla
optimalizovana k dosazeni vysSich vytézki, opakovatelnosti a niz§ich mezi detekce.

K témto ucelim byly k dispozici tii rizné pidni vzorky (A, B, C) s rozdilnymi obsahy
organické piidni hmoty, kterd byla stanovena jako obsah celkového organického uhliku, 30,7,
13,0 a 6,3 gkg'. Snizujici se obsah organické padni hmoty mél ve vysledku za nasledek
pokles celkovych vytézkii stanoveni GP, 86, 78 a 68 %, s dosazenou opakovatelnosti 8 az
15 %. Derivatizovany GP na NO-GP mohl byt touto metodou stanoven s Lp 1, 2 a 2 ppm ve
studovanych ptdnich vzorcich A, B a C. Z dosazenych vysledkl je patrné, ze vyssi obsah
organické piidni hmoty ma vliv na dosazené vytézky extrakce GP z piid, pfi¢emz je ziejmé, Ze
GP je snaze extrahovatelny z pid s vy$§im obsahem organické hmoty, se kterou tvoii asociaty,
neZ v opacném piipadé, kdy je adsorbovan na anorganické slozce pid [16]. Tato metoda by
mohla byt pouzita pro rutinni analyzy GP v pldich béhem studie jeho vlivu na pldni
organismy. Voltametrické stanoveni GP jako NO-GP je rovnéz piikladem, ve kterém neni
mozné pouzit AgSAE a kde se stala HMDE uziteCnou. V nékterych pripadech se miize stat
HMDE dokonce nenahraditelnou.
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4.4 Amperometrické stanoveni smési nitrofenolit pomoci HPLC-ED

V této praci byla poprvé pouzita leSténd stiibrnd pevna amalgamové elektroda (p-
AgSAE) pro amperometrickou detekci ve spojeni s HPLC. Dva druhy p-AgSAE, “tuzkova” a
v teflonovém bloku, byly pouzity pro sestaveni wall jet a thin layer amperometrickych
detektort, které byly nésledn€ pouzity pro vyvoj metody stanoveni smési vybranych derivati
nitrofenolu, jmenovité 2-nitrofenol, 4-nitrofenol, 2,4-dinitrofenol a 5-nitroguajakol, a poté
vzajemng porovnany. Timo byla potvrzena moznost vyuziti stfibrného pevného amalgamu pro

konstrukei elektrochemickych detektorti pro HPLC.

Byly optimalizovany podminky jak pro separaci dané smési nitrofenolll na koloné Nova-
Pack C18 (150%x4,8 mm), tak pro detekci pomoci obou pouzitych amperometrickych detektort.
Jako vhodna mobilni faze byla nalezena smés methanol a fosfatovy pufru pH 6,0 (30:70), s
pritokem 1,3 mlmin~' a detekénim potencidlem —1,0 V pro tenkovrstvy detektor a stejnd
mobilni faze o pritoku 1,0 ml min~' s detekénim potencialem —1,5 V pro wall jet uspotadani.
Témito separacnimi a detekénimi podminkami je docilena nejvyssi stabilita proudu zakladni
linie, citlivost 1 efektivnost analyz. Za téchto podminek je mozno stanovit zminé€né nitrofenoly
pomoci tenkovrstvého detektoru v koncentraénim rozsahu 5 az 2500 pmol I”' s Lp 5 pmol 1!
pro 2,4-DNP a 10pumoll™" pro ostatni nitrofenoly a pomoci wall jet uspofadani
v koncentraénim rozsahu 10 az 2500 pmol I"' s Ly 10 pmol I”' pro 2,4-DNP a 25 umol 1" 'pro
ostatni studované nitrofenoly. NizSich hodnot mezi detekce bylo dosazeno pomoci
tenkovrstvého uspotradani, protoze prakticky poskytuje nizs§i hodnoty Sumu i vétsi stabilitu
proudu pozadi [17].

Takto vyvinuta metoda stanoveni smési nitrofenolli by mohla byt nasledné pouZita pii
kontrole kvality komercnich pfipravkti (napt. N-fenol MIX) a nebo s pfisluSnym

prekoncentracnim krokem ke kontrole kvality kontaminovanych vod.
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5. Zavér

Ziskané vysledky mohou byt shrnuty do téchto bodii:

16

Byla ovéfena vhodnost netoxického stfibrného amalgamu pro konstrukci voltametrickych i

amperometrickych detektor.

Byl vyvinut novy voltametricky senzor vyuzivajici pastu z jemného praSku stiibrného
pevného amalgamu a vhodné organické pastovaci kapaliny, ktery byl nasledné pouzit pro
voltametrické stanovneni 4-NP sLp 1 pmol 1™ pomoci DPV v 0,2 mol 1™ acetitovém
pufru pH 4,8. Snizit Lp vyuzitim adsorp¢ni rozpoustéci voltametrie nelze. Prestoze tento
senzor neposkytuje ve vodném prostiredi tak Siroké potencidloveé okna jako HMDE, nabizi
jednoduchou a opakovatelnou piipravu elektrody, jednoduse obnovitelny elektrodovy
povrch fesici problémy sjeho pasivaci a elektrochemickou piedupravou pevnych

elektrody, a poskytuje dostate¢nou citlivost pro jeho vyuziti v organické elektroanalyze.

Déle byla nalezena moznost vyuziti krystalu stfibrného amalgamu jako nového slibného
elektrodového materidlu pro konstrukci voltametrickych senzori jejichz elektrochemické
chovani bylo také zkoumdno. Zkonstruovana krystalova stfibrna amalgamova elektroda
(CAgAE) byla usp&né pouZita pro voltametrické stanoveni 4-NP s Lp 4x10° " mol I
méfené pomoci DPV v 0,2 mol " acetatovém pufru pH 4,8. Tento novy elektrodovy
materdl poskytuje srovnatelnd potencidlovd okna s HMDE v celém sledovaném rozsahu
pH, nizkou nachylnost k pasivaci, vysoky pomér signdlu k Sumu a nizky proud pozadi.
Vse ziejmé diky struktuie povrchu krystalu stiibrného amalgamu, ktery je pokryt nano-
Casticemi o velikosti 1 az 5 nm. Proménlivd velikost krystalti stfibrného amalgamu
umoziuje rovnéz jejich pouziti pro konstrukci mikroelektrod ¢i detektortt pro méieni
v mikroobjemovych mnozstvich vzorku. Diky jejich dostatecné mechanické a chemické
stabilit¢ mohly byt vyuzity 1 jako pracovni elektrody pro konstrukci priatokovych
mikrocylindrickych cel, které byly uspésné testovany ve spojeni s HPLC.

V piipadé voltametrického stanoveni derivatizovaného GP na NO-GP v redlnych vzorcich
pud nemohla byt stifibrnd pevna amalgamova elektroda pouzita kvali kratSimu
potencidlovému rozsahu, kterym ve srovnani s HMDE disponuje. Pro stanoveni NO-GP
tedy musela byt pouzita HMDE. Tento fakt poukazuje na stilou uziteCnost rtutové
elektrody, kterd miize byt v nekterych ptipadech dokonce nenahraditelnd. Byla vyvinuta

metoda stanoveni totdlniho herbicidu GP pomoci niz 1ze vyuzitim DPV a HMDE stanovit



GP, resp. NO-GP, s mezi detekce kolem 1x107° mol ™" v pudnich vzorcich s vysokym
obsahem organické ptidni hmoty, jez, jak bylo zjiSténo, ovliviiuje samotnou metodu jeho

stanoveni.

V této praci byla rovnéz potvrzena moznost vyuziti leSt€né stiibrné pevné amalgamové
elektrody pro konstrukci amperometrickych detektori ve spojeni s HPLC. Obé pouzita
usporadani, tenkovrstvé a wall jet, byla Gspé$né vyuzita pro detekci vybranych nitrofenolt
obsaZzenych v komerc¢nich rlstovych stimulatorech. Pomoci vyvinuté metody je mozno
stanovit dané analyty s Lp od 5 do 10x10 °mol I"' pomoci tenkovrstvého detektoru a od
10 do 25x10°mol ! vyuzitim wall jet uspofadani. Tenkovrstvy detektor je evidentnd
citlivéjsi a spolehlive;si, s vyssi stabilitou signalu. Na zdklad¢ téchto vysledkiit mohou byt

zkonstruovany rizné amperometrické detektory vyuzitelné v dalSich pratokovych

systémech, jako je FIA ¢i CZE.

17



6. Literatura

[1]
[2]
[3]
[4]
[5]
[6]

[7]

[8]

[9]

[10]
[11]

[12]
[13]

[14]

[15]
[16]

[17]

[18]
[19]

[20]

18

Han D.H., Jung D.G., Shin H.S.: Bull. Korean Chem. Soc. 2008, 29(5) 985-987.
Garbellini G.S., Salazar-Banda G.R., Avaca L.A.: Food Chem. 2009, 116(4) 1029-1035.
Sponza D.T., Kuscu O.S.: J. Hazard. Mater. 2011, 185(2-3) 1187-1197.

Tomei M.C., Annesini M.C.: Environ. Sci. Pollut. Res. 2008, 15(3) 188-195.

Carvalho F.P.: Environ. Sci. Policy 2006, 9(7-8) 685-692.

Harrison M.A.J., Barra S., Borghesi D., Vione D., Arsene C., Olariu R.L.: Atmos. Environ. 2005,
39(2) 231-248.

Kuda T., Kyoi D., Takahashi H., Obama K., Kimura B.: Mar. Pollut. Bull. 2011, 62(8) 1622-
1627.

US EPA, List of priority pollutants:
URL.: http://water.epa.gov/scitech/methods/cwa/pollutants.cfm (Accesed 5.11.2011).

US EPA, Ambient water quality criteria for nitrophenols, Washington, 1980:

URL: http://water.epa.gov/scitech/swguidance/standards/upload/2001 10 12 criteria_ambientw
qc_nitrophenols80.pdf) (Accesed 5.11.2011).

Ju K.S., Parales R.E.: Microbiol. Mol. Biol. Rev. 2010, 74(2) 250.
Cerdeira A.L., Duke S.O.: J. Environ. Qual. 2006, 35(5) 1633-1658.
Giesy J.P., Dobson S., Solomon K.R.: Rew. Environ. Contam. Toxicol. 2000, 167 35-120.

Howe C.M., Berrill M., Pauli B.D., Helbing C.C., Werry K., Veldhoen N.: Environ. Toxicol.
Chem. 2004, 23(8) 1928-1938.

Danhel A., Yosypchuk B., Vyskocil V., Zima J., Barek J.: J. Electroanal. Chem. 2011, 656(1-2)
218-222.

Danhel A., Mansfeldova V., Janda P., Vyskocil V., Barek J.: Analyst 2011, 136(18) 3656-3662.

Danhel A., Moreira J.C., Jacob S., Barek J.: Collect. Czech. Chem. Commun. 2011, 76(10) 1263-
1275.

Danhel A., Shiu K.K., Yosypchuk B., Barek J., Peckova K., Vyskocil V.: Electroanalysis 2009,
21(3-5) 303-308.
Danhel A., Barek J.: Curr. Org. Chem. 2011, 15(17) 2957-2969.

Fischer J., Vanourkova L., Danhel A., Vyskocil V., Cizek K., Barek J., Peckova K., Yosypchuk
B., Navratil T.: Int. J. Electrochem. Sci. 2007, 2(3) 226-234.

Deylova D., Yosypchuk B., Vyskocil V., Barek J.: Electroanalysis 2011, 23(7) 1548-1555.



[21]
[22]
[23]
[24]
[25]
[26]

[27]
[28]
[29]
[30]
[31]

[32]
[33]

[34]

[35]
[36]

[37]

Yosypchuk B., Barek J.: Crit. Rev. Anal. Chem. 2009, 39(3) 189-203.

Fojta M., Jelen F., Havran L., Palecek E.: Curr. Anal. Chem. 2008, 4(3) 250-262.

Hason S., Vetterl V., Fojta M.: Electrochim. Acta 2008, 53(6) 2818-2824.

Prchal V., Vyskocil V., Danhel A., Barek J., Wang J.: Chem. Listy 2011, 105(3) 217-224.
Yosypchuk B., Barek J., Fojta M.: Electroanalysis 2006, 18(11) 1126-1130.

Niaz A., Fischer J., Barek J., Yosypchuk B., Sirajuddin, Bhanger M.1.: Electroanalysis 2009,
21(16) 1786-1791.

Yosypchuk B., Novotny L.: Crit. Rev. Anal. Chem. 2002, 32(2) 141-151.

Kucharikova K., Novotny L., Yosypchuk B., Fojta M.: Electroanalysis 2004, 16(5) 410-414.
Navratil T., Barek J.: Crit. Rev. Anal. Chem. 2009, 39(3) 131-147.

Tvrdikova J., Danhel A., Vyskocil V., Barek J.: Anal. Sci. 2011 (Accepted for publication).

Stulik K., Amatore C., Holub K., Marecek V., Kutner W.: Pure Appl. Chem. 2000, 72(8) 1483-
1492.

Tvrdikova J., Danhel A., Barek J., Vyskocil V.: Electrochim. Acta 2011 (In press), 56.

Jiranek 1., Peckova K., Kralova Z., Moreira J.C., Barek J.: Electrochim. Acta 2009, 54(7) 1939-
1947.

Peckova K., Mocko V., Opekar F., Greg M.S., Zima J., Barek J.: Chem. Listy 2006, 100(2) 124-
132.

Cvacka J., Opekar F., Barek J., Zima J.: Electroanalysis 2000, 12(1) 39-43.

Novotny V. Voltammetric and amperometric determination of acifluorphen, nitrophen and

oxyfluorphen. Diploma Thesis, Charles University, Prague, 2008.

Teofilo R.F., Reis E.L., Reis C., da Silva G.A., Paiva J.F., Kubota L.T.: Portugal. Electrochim.
Acta 2008, 26(4) 325-337.

19



7. Zivotopis

OSOBNi UDAJE

Jmeéno: Ale§

Prijmeni: Danhel

Titul: Mgr.

Datum narozeni: 16. listopad 1981

Narodnost: Ceska

Stav.: svobodny

Trvalé bydliste: Aliova 10, Cesky Té&in, CZ-73701, Ceska republika
E-mail: danhel.ales@gmail.com

Mobil: (+420) 776 017 363

PREDCHOZi ZAMESTNANI

e 2010-2011 (Vyzkumny pracovnik)

KARLOVA UNIVERZITA V PRAZE, PRIRODOVEDECKA FAKULTA,
KATEDRA ANALYTICKE CHEMIE

VZDELANI

e 2006-2012

KARLOVA UNIVERZITA V PRAZE, PRIRODOVEDECKA FAKULTA, KATEDRA ANALYTICKE
CHEMIE

Zamereni: elektroanalytické metody a HPLC s elektrochemickou detekci

Disertacni prace:
STRIBRNE AMALGAMOVE ELEKTRODY V ELEKTROANALYZE VYBRANYCH
AGROCHEMIKALI{

Pracovni zkusSenosti:

2010 — hlavni fesitel vyzkumného projektu (Grantova agentura Univerzity Karlovy v
Praze, projekt 89710/2010/B-Ch/PrF): VYVOJ ELEKTROCHEMICKYCH DETEKTORU
VYUZIVAJICICH MONOKRYSTAL STRIBRNEHO AMALGAMU JAKO PRACOVNI ELEKTRODU

2009 — Zahranicni stdz (FIOCRUZ, National Institute for Health Quality Control, Rio
de Janeiro, Brazil)

2008 — Zahrani¢ni staz (Hong Kong Baptist University, Hong Kong S.A.R).
2007 — Praxe (QC Laboratory, [.Q.A. a.s., Prague, Czech Republic)

20



e 2001-2006

KARLOVA UNIVERZITA V PRAZE, PRIRODOVEDECKA FAKULTA,
KATEDRA ANALYTICKE CHEMIE

Zamereni: elektroanalytické metody

Diplomova prace
VOLTAMETRICKE STANOVEN[ GENOTOXICKYCH DINITRONAFTALENU POMOCH
STRIBRNE PEVNE AMALGAMOVE ELEKTRODY

e 1997 -2001

STREDNi PRUMYSLOVA SKOLA CHEMICKA AKADEMIKA HEYROVSKEHEHO, OSTRAVA
Zameéreni: analytickd chemie

Pracovni zkusenosti:
2000 — staz (Katedra organické chemie, Univerzita Pardubice)

1999 — praxe (Vyvojové laboratote, Balakom, a.s., Opava — Komarov)

REFERENCE

Jifri BAREK (barek@natur.cuni.cz) — skolitel

Karlova Univerzita v Praze, Pfirodovédecka fakulta, Katedra analytické chemie,
UNESCO laboratof elektrochemie Zivotniho prostiedi, Albertov 6, Praha 2, CZ-12843,
Czech Republic

Jiri ZIMA (zima@natur.cuni.cz) — konsultant

Karlova Univerzita v Praze, Pfirodovédecka fakulta, Katedra analytické chemie,
UNESCO laboratof elektrochemie Zivotniho prostiedi, Albertov 6, Praha 2, CZ-12843,
Czech Republic

Bogdan Yosypchuk (bohdan.josypcuk@jh-inst.cas.cz) — Skolitel-konsultant
J. Heyrovskeho Institut Fyzikalni chemie, Akademie véd Ceskée republiky,
Ustav biofyzikalni chemie, DolejSkova 2155/3, CZ-182 23, Praha 8, Ceska republika

Josino Costa MOREIRA (josinocm@fiocruz.br) — vedouci zahranicni staze
Oswaldo Cruz Foundation, National Institute for Health Quality Control,
Av. Brasil, 4365 - Manguinhos, 21040-360 Rio de Janeiro-RJ, Brazil

Kwok Keung SHIU (kkshiu@hkbu.edu.hk) — vedouci zahranicni staze
Hong Kong Baptist University, Faculty of Science, Department of Chemistry,
Waterloo Road, Kowloon, Hong Kong S.A.R.

PEDAGOGICKA CINNOST

Skolitel obhdjenych Be. a Mgr. praci:

2011 Jana Tvrdikova (Mgr.) VOLTAMETRICKE STANOVENI DINITRONAFTALENU
POMOCI KRYSTALOVE STRIBRNE AMALGAMOVE ELEKTRODY, Praha 2011

2009 Jana Tvrdikova (Bc.): VOLTAMETRICKE STANOVENI DINITRONAFTALENU
NA STRIBRNE TUHE AMALGAMOVE PASTOVE ELEKTRODE, Praha 2009

21


mailto:josinocm@fiocruz.br

Konzultant obhdjenych Bc. a Mgr. praci:

2011 Vit Prchal (Mgr.) VYUZITI CHEMICKY MODIFIKOVANYCH ELEKTROD PRI
VOLTAMETRICKE ANALYZE NITROAROMATICKYCH SLOUCENIN, Praha 2011

Zuzana Krejcova (Mgr.) VOLTAMETRICKE STUDIUM INTERAKCE
GENOTOXICKEHO 2-NITROFLUORENU S DNA NA VISICI RTUTOVE KAPKOVE
ELEKTRODE, Praha 2011

2009 Lucie Vrzalova (Mgr.) VYUZITI RTUTOVYCH A AMALGAMOVYCH
ELEKTROD K DETEKCI CARMUSTINU, Praha 2009

Markéta Prichova (Mgr.) VOLTAMETRICKE STANOVEN{ FLUTAMIDU,
Praha 2009

2009 Zuzana Krejéova (Bc.) VOLTAMETRICKE STANOVENT GENOTOXICKEHO
2-NITROFLUORENU POMOCI LESTENE STRIBRNE TUHE AMALGAMOVE
KOMPOZITNI ELEKTRODY, Praha 2009

Vit Prchal (Bc.) VOLTAMETRICKE STANOVEN{ NITRODERIVATU
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2008 Jitka Radova (Bc.): VOLTAMETRICKE STANOVENI FLUTAMIDU NA
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2007 Katefina Jandova (Mgr.) VOLTAMETRICKE STANOVENI AMINOBIFENYLU
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DALSIi DOVEDNOSTI

o Jazyky:
¢estina (rodily mluvci)

angli¢tina (Preliminary English Test — Cambridge ESOL Examination, Council of
Europe Level B1)

e Ridicsky pritkaz:
typ A (automobil) a B (motocykl)

e PC (MS Word, MS Excel, MS Power Point, Polar Pro, EZ Chrome Elite, Clarity, ACD
ChemSketch, ChemDraw, OriginPro, IrfanView)
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