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1. Uvod

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU)_se vlivem znecisténi zivotniho
prostfedi, nasledkem primyslovych vyrob a produkce spalin z tepelnych elektraren a
spalovacich motorl rozsifily témér do v8ech oblasti svéta. Byla prokazana spojitost
mezi profesionalni expozici' a vznikem nadorovych onemocnéni. PAU jsou
mutagenni az po pfedchozi metabolické aktivaci, nitrované polyaromatické
uhlovodiky (NPAU) jsou mutagenni pfimo. Mechanismus vzniku aktivnich metabolitl

byl podrobné studovan? °.

1.1. Cil prace

Cilem této prace je nalézt optimalni podminky pro stanoveni stopovych
mnozstvi 1-nitropyrenu (1-NP) ve smésném prostfedi methanolu (MeOH) a vody
(objemovy pomér 7:3) s vyuzitim rtutovym meniskem modifikované stfibrné tuhé
amalgamové elektrody (m-AgSAE). Vzhledem k obavam ztoxicity rtuti a jejich
vypar* predstavuje m-AgSAE vhodnou nahradu za rtutové elektrody — stfibrna
amalgama je netoxicka a jeji elektrochemickeé vlastnosti se témér nelisSi od rtuti. Pro
stanoveni 1-NP bylo pouzito techniky DC voltametrie na m-AgSAE a diferen¢ni
pulsni voltametrie na m-AgSAE. Pro charakterizaci elektrodovych déju probihajicich
pfi elektrochemickych pfeménach 1-NP na m-AgSAE byla pouzita cyklicka

voltametrie na m-AgSAE.

1.2. Vlastnosti zkoumané latky

Nazev CAS: 1-NITROPYRENE
CASRN: 5522-43-0
Sumarni vzorec: C16-H9-N-0O2 (C1sHgNO)

Strukturni vzorec:



1-NP tvofi Zluté jehlovité krystalky. Jeho molarni hmotnost je 247,26 g.mol™.
Bod tani je 155°C. Polarita 1-NP, to jest pomér koncentraci oktanol/voda, je
logKow = 5,06. Rozpousti se v ethanolu, benzenu, methanolu, dobfe rozpustny je
v dimethyleteru. Rozpustnost ve vodé je 0,0118 mg.I"" p¥i 25°C. Pfi zahfivani 1-NP se
uvolriuji toxické pary oxid(i dusiku. Vzhledem ke kontaktni toxicité® se doporuéuje pfi
manipulaci pouzivat rukavice a masku s respiratorem.

1-NP je jednim z nejrozSifenéjSich NPAU (NPAU jsou vSeobecné rozSifené
polutanty Zivotniho prostfedi. Vyskytuji se ve vzduchu, adsorbuji na prachové
astice’, astedné podléhaji fotolyze). Ve vodé se 1-NP adsorbuje na suspendované
pevné Castice a sedimentuje, nepodléha hydrolyze. V pudé se adsorbuje na Castice
jilu a téméF nemigruje. Bakterialni redukce nitroskupiny na aminoskupinu probiha za
aerobnich i anaerobnich podminek®. Spolu s 2-nitropyrenem a 4-nitropyrenem byl
identifikovan ve spalinach naftovych motoru, v pfepaleném oleji po pfipravé jidel a pfi
spalovani uhli. Metabolity 1-NP byly zkoumany jako markery profesionalni exposice
NPAU®. Dale byl identifikovan v grilovaném jidle vrozmezi koncentraci fadové
jednotky az desitky ng.kg”. 1-NP Ize prokazat ve tkanich rostlin rostoucich ve
znegisténych lokalitach®.

Do téla vstupuje 1-NP pres plice’, vstfebava se kizi a je pfijiman v potravé a
pitné vodé. Metabolizovan je pfevazné v jatrech enzymatickym systémem P450,
ktery zprostfedkuje vznik dvou skupin metabolitt®. Hydroxynitropyreny mohou byt
konjugovany glukuronovou Kkyselinou za vzniku polarniho metabolitu, ktery se
vyluCuje prfevazné moci. Dale vSak hydroxynitropyren muze podlehnout redukci
nitroskupiny za vzniku aminopyrenu, coz je aktivni metabolit schopny tvofit
slou€eniny s DNA [napf. N-(deoxyguanosin-8-yl)-1-aminopyren], a tedy je pfi€inou
vzniku genové mutace. Rovnéz vSak mulze byt konjugovan s glukuronatem (po
prekryti aminoskupiny acetatem) a jako polarni latka vylouden modi® °. Studie
Ten je vSak ve spalinach pfitomen oproti 1-NP jen ve velmi malém mnozstvi. V této
studii bylo dale prokazano, Ze lidsky enzymaticky aparat zpracovavajici nitropyreny je
odliSny od bakterialniho, a dokonce velmi odliSny od aparatu laboratornich mysi. Z
toho vyplyva, Ze toxikokinetiku nitrovanych polyaromatickych uhlovodikd nelze
srovnavat interindividualné.

Toxicita a karcinogenita byla prokazana u potkant podavanim 2 mg 1-NP

rozpusténém v 0,2 ml dimetylsulfoxidu po dobu deseti tydnl, davka dvakrat tydné



(databaze TOXNET). Pfimé dukazy mutagenity u lidi byly ziskany pouzitim
rekombinantnich enzymu, které rovnéz umoznily metabolickou aktivaci 1-NP?. Akutni
uCinky se projevuji podrazdénim oc€i, chronickym kaslem, rakovinou jazyka.
Nasledkem chronické expozice mize dojit k podrazdéni oci, bronchitidam, exémuam.
Je nefrotoxicky a hepatotoxicky — s moznosti vzniku rakoviny v postizenych

organech.

1.3. Metody stanoveni 1-nitropyrenu

Ke stanoveni 1-NP Ize pouzit rizné analytické metody. Kvalitativni analyza je
mozna pomoci chromatografie na tenké vrstvé. Dobfe reprodukovatelné vysledky
byly dosazeny pouzitim HPLC s chemiluminiscenéni detekci’. Dale kombinaci
technik GC-MS a MS, touto instrumentaci je mozné analyzovat i metabolity 1-NP®.
Rovnéz byla pouzita metoda HPLC-MS pro stanoveni obsahu 1-NP, a to oxidované,
redukované i nativni formy v méstskych exhalacich®. Tyto metody jsou v&ak ¢asoveé i
finanéné naro¢né, a proto byla provedena studie moznosti analyzovat 1-NP pomoci
modernich elektroanalytickych metod, jmenovité polarografie na klasické rtutové
kapkové elektrodé a voltametrie na visici rtutové kapkové eletrodé'. Bylo dosazeno
znacné nizSiho limitu detekce oproti stanoveni 1-NP pomoci HPLC s UV detekci
(selektivita stanoveni mize byt dale zvySena kombinaci s extrakci kapalina—kapalina
&i extrakci na tuhé fazi)™®.

Uspé&sna byla i stanoveni 1-NP na uhlikové pastové elektrodé na bazi kuligek
ze skelného uhliku''. Vyhodou této elektrody je jeji vysoka kompatibilita s pracovnimi
roztoky obsahujicimi velké mnozstvi organického rozpoustédla (napf. acetonitril Ci
methanol). Dale je vysoce elektrochemicky reaktivni, ma Siroké potencialové okno,
nizky Sum a snadno se pfipravi, modifikuje a obnovi. Na této elektrodé probihala
méfeni metodou linearni scanovaci voltametrie, diferenéni pulsni voltametrie (DPV) a
voltametrie s akumula¢ni adsorpci.

Vyhody elektroanalytickych metod zde spocivaji ve snizeni limitu detekce,
analyzy jsou Casové a financné méné narocné. Poskytuji tedy nezavislou alternativu
ke stanoveni rozmanitych elektroaktivnich latek, coz je vyhodné i pro forenzni ucely,
kdy je Casto vyzadovana moznost prokazat a stanovit danou latku dvéma nezavislymi

metodami.



2. Experimentalni éast
2.1. Reagencie
Methanol (Merck)

1-NP 99% (Aldrich Chem. Co. )

Deionizovana voda slouzici k pfipravé vSech vodnych roztok(: (Millipore, Milli-Q plus

systém, Millipore, USA).
Zasobni roztok 1-NP o koncentraci ¢ = 107 mol.I” jsem pfipravil rozpusténim
0,0247 g 1-NP ve 100 ml methanolu (Cistota pro HPLC)

Brittonovy-Robinsonovy pufry o pfislusném pH byly pfipraveny smisenim 0,2 mol.I”
NaOH s roztokem obsahujicim kyselinu boritou, fosfore€nou a octovou, kazdou o

koncentraci 0, 04 mol.I-1.

PFfi méfeni jsem pracoval s roztoky o rGznych koncentracich, které jsem pfipravil

pfesnym fedénim zasobniho roztoku.

2.2. Aparatura

Pro méreni pH:. Pfesna hodnota pH byla méfena digitalnim pH metrem Jenway
(Jenway, Essex, Velka Britanie) s kombinovanou sklenénou elektrodou.

Méreni stability zasobniho roztoku:. spektrofotometr agilent 8453. Pouzil jsem
kfemennou kyvetu o tloustce 0, 5 cm.

Voltametrie: software Polar pro 5. 1, pracujici pod operacnim systémem Windows XP
(Microsoft corporation) , sestava Eco-Tribo Polarograf (EcoTrend Plus), Praha.
Software pracoval v opera¢nim systému Windows XP

(Microsoft Corp. ).

Jednotliva méfeni byla provadéna ve ftfielektrodovém zapojeni, kdy byla jako
referentni pouZita argentochloridova elektroda (1 mol.I”" KCI, Monokrystaly, Turnov) a
jako pomocna elektroda byla pouzita platinova dratkova elektroda (Monokrystaly,
Turnov). Pro vyhodnoceni vysledkd jsem pouzil program Origin pro 7. 5 (Originlab

corporation, USA)
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Pfi DPV byly na elektrody vkladany pulsy o Sifce 100 ms a modulaéni amplitudé —
50 mV. P¥i technice DPV i DCV byla pouzita rychlost narGstu potencialu 20 mV. s™
Pfi technice CV byla pouZita rychlost nar(istu potencialu 100 mV. s™.

2.3. Pouzita pracovni elektroda

Pevné amalgamové elektrody jsou tvofeny kovy nebo jejich slitinami (napf. Ag,
Cu, Au, Ir, BiAg aj.), které se mohou smacet rtuti a tvofit s ni pevné amalgamy. Tento
typ elektrod vykazuje vysoké prepéti vodiku a umozZnuje pohodinou praci jako
s pevhymi elektrodami. Regenerace jejich povrchu se vétSinou provadi
elektrochemickou cestou. Mezi dalSi vyhody takovych elektrod patfi napf. Siroky
rozsah pracovnich potenciall, nizSi zbytkovy proud a Sum, pouzitelnost v Sir§im
spektru rozpoustédel a zakladnich elektrolytl, prakticky neomezena Zzivotnost

elektrod a fakt, Ze elektrody vyrobené z pevnych amalgamu jsou netoxické'2.

Pro studium chovani 1-NP byla pouzita meniskem modifikovana stfibrna tuha
amalgamova elektroda (m-AgSAE). Byla pouzivana AgSAE ¢. 2-05-18. vyrobena

firmou EckoTrend plus, Praha. Priameér amalgamového disku elektrody byl 0,52 mm.

V ramci méfeni byly provadény s elektrodou tfi nasledné operace, kterymi byl

obnovovan povrch elektrody :

Amalgamace:

Ponofenim elektrody do kapalné rtuti asi na 15s se obnovil cely meniskus.
Amalgamace byla provadéna vzdy po jednom tydnu nebo po dlouhodobém preruseni
prace. Kvalitu menisku bylo nutno pravidelné kontrolovat, pfi vétSich otfesech Ci

michani se mize poskodit.

Elektrochemicka aktivace:

Aktivace byla provadéna v roztoku 0.2 mol.I”" KCI, ktery nebyl probublavan dusikem,
vloZenim napéti —2.2 V po dobu 300 s. Pfi aktivaci dochazelo k elektrochemickému
Cisténi povrchu elektrody. Aktivace byla provadéna po amalgamaci, pfi pasivovaném

povrchu elektrody a pfi pferuseni prace po dobu delSi nez jednu hodinu.
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Regenerace:

Tato operace byla provadéna v méfeném roztoku pfi sou€asném bublani dusikem.
Na elektrodu byl stfidavé vkladan kladnéjSi potencial E;, a zaporné&jsi potencial Egp,
vintervalech 0, 1 s po dobu 30s. Hodnoty téchto potenciall byly optimalizovany

vzdy podle pfislusného zakladniho elektrolytu pro nejlepsi opakovatelnost piku.

Tab. 2.1

Experimentalné nalezené optimalni hodnoty regeneracnich potenciall pro
m-AgSAE v prostredi BR pufru pro jednotliva pH.

oH Ein Ein
[mV]  [mV]
2 170 -1000
3 150 -1250
4 150 -1350
5 150 -1400
6 100 -1500
7 100 -1600
8 100 -1600
9 100 -1650
10 -50 -1650
11 -50 -1700
12 -50 -1700

12
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Obr. 2.1
Schéma meniskem modifikované stribrné tuhé amalgamové elektrody (m-AgSAE)

Stejny typ pracovni elektrody (m-AgSAE) ktery byl pouzivany pro vSechna méreni
v této praci byl pouzit i v praci téchto autort :_ TO NEJDE TAKHLE ALE NORMALNI
CITACE

(Karolina Peckova , Jifi Barek , Tomas Navratil , Bogdan Yosypchuk , Jifi Zima )

vénované voltametrickému stanoveni nitronaftalent na (m-AgSAE).

Vtéto praci jsou objasnény elektrodové déje, probihajici v zasaditém
prostfedi. redukce probiha ve dvou vinach, prvni je dusledkem jedno-elektronové
redukce nitroderivatu na nitro-radikal, a druha vina odpovida vzniku aryl-hydroxyl

aminu™.
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Vyhody elektroanalytickych metod spocivaji ve snizeni limitu detekce, analyzy jsou
Casové a financné méné narocné. Poskytuji nezavislou alternativu ke stanoveni
elektroaktivnich latek, coz je vyhodné i pro forenzni ucely, kdy je Casto vyzadovana

moznost prokazat a stanovit danou latku dvéma nezavislymi metodami.

2.4. Pracovni postupy

PFi studu vlivu pH byly pfipraveny roztoky o vysledné koncentraci ¢ = 1-10™* mol.I”
tak, aby nedochazelo k vyluCovanie-krystalizact 1-NP.

Takto pfipraveny roztok byl promichan, pfeveden do polarografické nadobky a
zbaven kysliku. Po probublavani dusikem po dobu minimalné 5 minut byl zvolenym
programem proveden zaznam voltametrické kfivky metodou DP a DC voltametrie.
Slepy vzorek (zakladni elektrolyt) byl pfipraven stejné. Mé&Feni probihala za

laboratorni teploty, kazda kfivka bla zaznamenana minimalné tfikrat.

Ziskané krivky byly exportovany a vyhodnoceny v Originu (OriginPRO 7. 5, OriginLab
Corporation, USA)

Dale byly zméfeny cyklické voltamogramy 1-NP v prostiedi methanolu a pufru o
pH 12 (NaOH 0, 01 mol.I"" ) v pomé&ru MeOH : vodna faze 7:3.
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2.5. Stalost zasobniho roztoku 1-nitropyrenu

Stalost zasobniho roztoku 1-NP o koncentraci  1-10”° mol.I-1 byla sledovana
spektrofotometricky v kfemennych kyvetach o mérné tloustce 5 mm. Zasobni roztok bylo nutno pred
kazdym méfenim nafedit na ¢ = 1.10™ mol.I" pro dosazeni optimalnich hodnot absorbance.
Referentni kyveta byla naplnéna methanolem. Z vysledk( vyplyva zZe zasobni roztok 1-NP je staly
nejméné meésic. Viz Obr. 2.2 :

200 250 300 350 400 450 500
A, Nm
Obr. 2.2.

Absorpéni spektrum roztoku 1-NP (c = 1.10* mol.lf 1) v methanolu. Méfeno proti Cistému methanolu

v kfemené kyveté o mérné tloustce 0. 5 cm.

Tab. 2.2. Spektrofotometrické méreni stalosti zasobniho roztoku 1-nitropyrenu
v methanolu o koncentraci 1. 10 mol.I". Relativni absorbance je vztazena k prvnimu
dni.

Absorbance Relativni absorbance

Dny roztoku [%]

288 nm| 372 nm 288 nm 372 nm
0,650 | 0,572 100,0 100,0
0,654 | 0,581 100,6 101,7
0,664 | 0,585 102,3 102,2
0,637 | 0,584 98,0 99,0
0,651 | 0,574 100,3 100,5

Rloo|s|N]|=
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3.0 Voltametrické stanoveni 1-nitropyrenu na stribrné tuhé

amalgamové elektrodé

2.6. DC voltametrie 1-nitropyrenu

2.6.1. Vliv pH

Pfi pouZiti této metody byly detekevany-pozorovany pouze dva piky, v celé Skale pH. Tyto dva piky
odpovidaji elektrodovym déjiim popsanym v pfedchozi kapitole. Druhy pik je vSak velice nizky a téZko

reprodukovatelny, proto bude dal uveden pouze prvni pik, ktery je nejvhodnéjsi pro analytické pouZiti.

Metodou linearni regrese byl pro zavislost potenciélu piku E, na pH v roztoku uréen vztah:
Prvni pik: E,s [mV] = -45, 7909 pH -184, 463
sestrojit linearni zavislost. Jako optimalni bylo zvoleno prostfedi BR pufru o pH 12. V tomto prostfedi

(korela¢ni koeficient 0, 98114). Pro druhy pik nelze

poskytovala latka nejlepSi a nejvyvinutéjsi pik. Pro zjednodu$eni elektrolytu bylo opét misto BR pufru
pouzito NaOH o c= 0, 01 mol.I".

Zjisténé zavislosti potenciélu pikd E, a proudu piki I, na pH roztoku jsou uvedeny v tabuice 4. 1
Zaznamenané voltametrické kfivky jsou na obr. 4. 1. Zavislosti potencidlu piku a proudu piku na
napéti jsou na obrazku 4. 2 a 4. 3.

Stejné jako u DPV je i zde dochazi k tomu, ze se vzrastajicim pH vzrista proud.

Tab. 3.1

Viiv pH na DCV voltamogramy 1-NP (c = 1. 1 0* mol.r 7) na m-AgSAE v prostfedi BR pufru
pH pHf E p1(mV)[IAp1 (nA) [ Ep2(mV) [IAp1 (nA)
2 2,83 -237 -111,5 - -
3 4,17 -311 -130, 7 -666 -74,6
4 5, 18 -350 -139, 6 -833 -89, 6
5 6, 38 -420 -154, 8 -810 -91
6 7,32 -497 -176,7 -1151 -82, 41
7 8, 39 -561 -183, 2 -1158 -105, 5
8 9,17 -577 -186 -1167 -105
9 9,52 -600 -212 -1179 -104
10 10, 45 -629 -218, 5 -1185 -124, 2
11 11.57 -676 -225,6 -1190 -130, 3
12 12, 04 -697 -232,9 -453 -106, 6
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obr. 3.1 pH zavislosti

-300 T T

-200

I (nA)

-100 |

-500 -1000
E (mV)

Obr. 3.1
Voltamogramy 1-NP (¢ = 1. 10 mol.I") mérené technikou DCV na m-AgSAE
v prostredi BR pufru prostredi BR pufru o pH 2. 0 (1); 4. 0 (2); 6. 0 (3); 8. 0 (4); 10. 0 (5); 12. 0 (6).
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Obr. 3.2
Zavislost potenciélu prvniho piku Eyq 1-NP (c = 1. 1 0* mol.f 1) na pH roztoku, méreno technikou DCV
na m-AgSAE v prostfedi BR pufru.
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obr. 3.3
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-200 |- —
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Obr. 3.3
Zavislost proudu piku I, 1-NP (c = 1.10™ moI.I'1) na pH roztoku, méfeno technikou DCV na m-AgSAE

v prostfedi BR pufru.

2.6.2. Koncentrac¢ni zavislosti

Koncentracni zavislosti pro 1-NP byly proméfeny metodou DCV na m-AgSAE v prostifedi 0. 01 mol.l !
NaOH o pHf 12. 04 v koncentra&nim rozmezi (1-10)- 107, (1-10)- 10 mol.I'" a (1-10)- 10°mol.I". Jako
nejnizsi bod kalibraéni kfivky proto byl zvolen bod C= 810" mol.I". Na obrazku 3. 4 je zobrazena

z4avislosti jsou uvedeny v tabulce 3.2.
Urceni opakovatelnosti vySky pik{ pfi pouzitém rezimu bylo provedeno opakovanym zméfenim DC

voltamogramu pfi nejnizs$i dosazené koncentraci (c = 8 107 moI.I'1). Vyska I, je rovna (282, 34 + 4,
91) nA; hodnota RSD =1, 74%.
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obr.3.4
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Obr. 3.4
Zavislost proudu piku I, na koncentraci 1-NP v rozmezi 8. 107 —1. 10 °mol .I".

Meéreno technikou DCV na m- AGSAE v prostredi hydroxidu sodného o c= 0.01 mol.l ' Prerusovanou

Carou jsou vyznaceny konfidencni pésys.

Obr. 3.5
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-550 -600 -650 -70 -750
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Obr. 3.5

Voltamogramy 1NP meérené technikou DCV na m-AgSAE v prostfedi hydroxidu sodného
c=0.01 mol.I-1. ¢ (1INP) [mol.I']: 0 (1); 8- 107 (2); . 10° (3); 2- 10° (4); 4-10°(5); 6-10° (6); 8- 10°
(7); 1-10°(8). JAK BYLY PIKY VYHODNOCOVANY
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Tab. 3.2

Parametry kalibracnich zéavislosti 1-NP v rozmezi (1-10)- 10° a (1-10) - 1 0° mol.I". Méfeno technikou

DCV na m-AgSAE v prostredi hydroxidu sodného o c= 0, 01 mol™-.

Koncentrace Usek Smérnice Korelaéni LQ
[mol.I"] [NA] [nA. mol.I'"] | koeficient [mol.I"]
(1-10) - 10® 20,97 |[-5,57-10° |0, 9922 -

(1-10) - 10° 1,06 -4,15. 10° |0, 9979 2,6 10°
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2.7. Diferenéni pulsni voltametrie 1-nitropyrenu

2.71.  VlivpH

Vliv pH na chovani 1-nitropyrenu (¢ = 1. 10“ mol.I"") pfi DPV na m-AgSAE byl
sledovan v prostfedi BR pufru o pH 2, 0 az 12, 0. V kyselém prostiedi latkaposkytuje
dva piky, v neutralnim jeden pik a v zasaditém opét dva piky. Patficné elektrodoveé

reakce jsou popsany v kapitole Cyklicka voltametrie.

Metodou linearni regrese byl pro zavislost potencialu piku E, na pH v rozmezi pH 2-
12 urCen vztah:

Prvni pik: Eps [mV] =-34, 98 pH + 111. 56 (korelacni koeficient 0, 97522)

Druhy pik: Ep2 [mV] = -65, 857 pH + 29, 19 (korelani koeficient 0, 9812)

Zjisténé zavislosti potencialu pikG E, a proudu pikd I, na pH roztoku jsou uvedeny
v tabulce 3. 3

Zaznamenané voltametrické kfivky jsou na obr 3. 6.

Tabulka 3. 3

Zjisténé zavislosti potencialu pikd E, a proudu pika 1, na pH roztoku, pHf je pH
roztoku vzniklého smisenim 3 ml pufru a 7 ml methanolu ¢i methanolickéhoeveheo
roztoku 1-NP.

pHf PH | ExlmV] | EpemV] | In[nA] | In[nA]
2,83 2 -195 429 | -133,8 | -12, 88
4,17 3 -286 654 | -144,9 | -15,49
5,18 4 -329 738 | 154,87 | -13
6,38 5 -377 854 | -165,9 | -9, 24
7.32 6 -457 972 477

8,39 7 519 | 1111 | -184,2

9,17 8 534 | -1116 | -191,6

9,52 9 555 | 1125 | -224,3 | -12, 64
10, 45 10 586 | -1123 | -229,7 | -15, 44
11,57 11 633 | 1116 | -270,2 | -26, 15
12,04 12 655 | -1122 | -334 | -5,425
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I/, nNA

Obr. 3.6
Voltamogramy 1NP (c = 1. 10 mol.r 1) meérené technikou DPV na m-AgSAE v prostredi BR pufru o pH
2.0(1);4.0(2);6.0(3);8.0(4); 10. 0 (5); 12. 0 (6)..a methanolu (3:7)

obr. 3.2
-1200 T r T r T r T r T r T
° ° ° ° ° 3
-1000 |- ° -
°
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°
600 ¢ s 42
E (mV) L a4 *
L . .
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A
n [ ]
-200 A L] -
n
0 ] ] L] L] e
1 1 1 1 1 1
2 4 6 8 10 12
pHf

Obr. 3.7

Zavislost potenciglu piku E, 1NP (¢ = 1. 10*moll") na pH roztoku, méreno
technikou DPV na m-AgSAE v prostiedi 0. 01 mol.l ' NaOH . 1- prvni pik; 2- druhy
pik: 3- treti pik. PROLOZIT
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obr. 3.3
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obr. 3.8

Zavislost proudu piku I, 1-NP (¢ = 1. 1 0* mol.l 1) na pH roztoku, mérfeno technikou DPV na m-AgSAE
v prostredi 0. 01 mol.l ~" NaOH. 1- prvni pik; 2- druhy pik; 3- treti pik. PROLOZIT

Je zfejmé, Ze s rostoucim pH se zvySuje proud. Jako optimalni bylo zvoleno pH 12 BR pufru. Pro
zjednodusSeni bylo pouzito roztoku hydroxidu sodného, kde latka pfi pH 12 poskytuje stejnou

voltametrickou kfivku.

2.7.2. Koncentrac¢ni zavislost

Koncentracni zavislosti pro 1-NP byly méfeny metodou DPV na m-AgSAE v prostfedi 0,01 mol.I”
hydroxidu sodného v koncentraénim rozmezi (1-10)°> mol.I", (1-10)® mol.I", (1-10)” mol.I". Byly
zvoleny regeneracni potencialy E;, = -50 mV a Ez, = -1800 mV a pfi téchto méfenich byl sledovan
pouze druhy pik, nebot prvni a tfeti piky jsou niz§i, méné opakovatelné a tudiz analyticky hure
vyuzitelné. Zavislost vysky druhého piku na koncentraci 1-NP je na obrazku 3.9. Parametry kalibrace
jsou uvedeny v tabulce 3.4. Voltamogramy DPV 1-NP o koncentraci (1-10)” mol.I”" méfené v prostredi
hydroxidu sodného o ¢= 0,01 mol.I" (pH 12) jsou na obrazku 3. 10

Urceni opakovatelnosti vySky pikd pfi pouzitém rezimu bylo provedeno opakovanym zméfenim DP

(c=1.10" mol.I"). Vyska I» je rovna (-6.34+0,0907 ) nA; hodnota RSD = 1.52%.
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obr 3.9

1 " 1 " 1 " 1
0.0 2.0x10” 4.0x10” 6.0x10” 8.0x10”
¢ (molll)

Obr. 3.9

Zavislost proudu piku I, na koncentraci 1NP v rozmezi (1-10). 10”7. Méreno technikou DPV na m-
AQSAE v prostredi hydroxidu sodného o koncentraci 0.01 mol. I " Prerusovanou Garou jsou vyznaceny

konfidenéni pasy’.NULY
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Obr. 3.10

1 (nA)

-500 -550 -600 -650 -700 -750

Obr. 3.10

Voltamogramy 1-NP méfené technikou DPV na m-AgSAE v prostfedi hydroxidu sodného o
koncentraci 0.01 mol. I". Koncentrace (1-NP) [mol.["]: 0 (1); 1. 107 (2); 2. 107 (3); 4. 107 (4); 6. 107
(5); 8. 107 (6); 10. 107 (7). NESMI BYT URIZNUTO

Tab. 3.4
Parametry kalibracnich zavislosti 1-NPv rozmezi (1-10). 10°, (1-10). 10° a (1-10). 10" mol.I".
Meéreno technikou DPV na m-AgSAE v prostfedi NaOH o ¢ = 0. 01 mol.I”

Koncentrace Usek Smérnice Korelaéni Lq
[mol.I"] [nA] [NA. mol™. ] koeficient [mol.I"]
(1-10) - 10° | -13,398 | -5,522-10° 0, 997 -

(1-10) - 10° 0,704 | -4,309-10° 0, 9974 -
(1-10) - 107 5,791 | -4,38-10° 0, 9911 5,445 . 10
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2.8. Cyklicka voltametrie 1-nitropyrenu

Tato metoda byla pouzita pro charakterizaci elektrodovych déju, mefeni probihalo
v kyselém, neutralnim a zasaditém pH (pHf 2, 7 a 12 ). Pro pH 2 a pH 7 bylo pouzito
prostfedi BR pufru, pro pH 12 bylo pouzito roztoku NaOH o ¢ = 0. 01 mol.I™". (pH 12)
Viny byly zaznamenavany od positivnéjSich k negativnéjSim potencialim.Scan byl
obracen vzdy tésné pred zahajenim rozkladu zakladniho elektrolytu.

Aby bylo mozno urcit, jaké lokalni extrémy na voltamogramech zplsobuje zakladni
elektrolyt a jaké zkoumana latka, bylo méfeni provedeno dvéma zplsoby. V jednom
pfipadé nebylo pfed zahajenim méfeni na elektrodu viozeny regeneracCni pulsy, ve
druhém byly na zacatku cyklovani pulsy vliozeny. Nasledujici obrazky ukazuji priibéh
voltamogramu pfi pH pufri 2, 7 a 12 (pHf 2. 34; 8. 49 a 12. 04) .

Hodnoty pHf byly naméfeny v roztocich po smiseni roztokl o daném pH (BR pufr pro
pH 2 a pH 7, NaOH ¢ = 0. 01 mol.I"" pro pH 12) s methanolem (zakladni elektrolyt) a
pfipadné vzorkem rozpusténym v methanolu v poméru 7:3 s NaOH . (vice MeOH)

Na voltamogramu méfeném pfi pHf 2.34 jsou patmné tfi piky. Ty odpovidaji
nasledujicim elektrodovym reakcim:

Pcl: ArNO, +4e” +4H" —» ArNHOH + H,0
Pc2: ArNHOH +2e” +2H" — ArNH, + H,0O

Pal: ArNHOH <> ArNO+2e™ +2H"

Na voltamogramech méfenych pfi pHf 8.49 je patrno pét pikl jez odpovidaji
nasledujicim reakcim v zasaditém prostfedi.

Voltamogramy méfené pfi pHf 12.04 ( s pulsy) vykazuji pét pikd.

Pcl: AINO, +e~ <> ArNO;

Pc2: ArNO; +3e” +4H" <> ArNHOH + H,0

Pal: ArNHOH < ArNO +2e~ +2H"
Pa2/P3: ArNHOH <> ArNO +2e~ +2H"
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obr 3.3.1
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Obr. 3.3.1
Cyklicky voltamogram 1-NP C= 10~ mol.I" v prostfedi BR pufru o pH 2 (pHf 2. 34), méfeno bez

pouziti regeneracnich pulsu.
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Obr. 3.3.2

Cyklicky voltamogram 1-NP C= 10 -

mol.I" v prostfedi BR pufru o pH 2 (pHf 2. 34), méfeno s

pouzitim regeneracnich pulsa.
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obr. 3.3.3
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Obr. 3.3.3

Cyklicky voltamogram 1-NP C= 10 “ mol.I" v prostredi BR pufru o pH 7 (pHf 8. 49), mérfeno bez

pouZziti regeneracnich pulsda.
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Obr. 3.3.4

Cyklicky voltamogram 1-NP C= 10 ~ mol.I" v prostfedi BR pufru o pH 7 (pHf 8. 49), méfeno s

pouZitim regeneracnich pulsa .
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obr 3.3.5
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Obr. 3.3.5

Cyklicky voltamogram 1-NP C= 10 ~* mol.I'" v prostiedi NaOH ¢ = 0. 01 mol.I" o pH 12 (pHf 12. 04),

meéreno bez pouZiti regeneracnich pulst. Horizontalni krivky bez piku patfi zakladnim elektrolytu.

obr. 3.3.6
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Obr. 3.3.6

Cyklicky voltamogram 1-NP C= 10 ~* mol.I" v prostfedi NaOH ¢ = 0. 01 mol.I" o pH 12 (pHf 12. 04),

meéreno s pouzitim regeneracénich pulst. Horizontalni krivky bez pik patfi zakladnimu elektrolytu.
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3. Experiment s HPLC délenim studované latky ve smési
s nejCasteji se vyskytujicimi doprovodnymi polutanty

v zivotnim prostredi

3.1. Aparatura

Separace probihala na koloné c- 18 s reverzni fazi, 125 x 4 mm.

K detekci bylo pouzito UV detektoru s diodovym polem, vinova delka optimalni pro
smeés latek byla 235 nm. Zarovén byl pouZzit elektrochemicky detektor s m-AgSAE
typu wall-jet.

3.2. Reagencie

V tomto experimentu byly pouZity roztoky o koncentraci 1.10” mol.I"" 1-nitropyrenu,
2-nitrofluoranthenu a 3-nitrofluoranthenu v methanolu. Jedna se o modeloveé latky
pro vyzkum stanoveni nitrovanych polycyklickych aromatickych uhlovodiki,
vyskytujicich se v dieselovych spalinach. Jako mobilni faze byla pouzita smés 0,01 M

fosfatového pufru a methanolu v poméru 30:70 (vice methanolu)

3.3. Pracovni postup VYHODIT ED

Cilem experimentu bylo ovéfit separovatelnost téchto latek pomoci HPLC.
V pokusu byly nejprve jednotlivé latky nadavkovany do kolony, a po zjisténi ze maji

dostatecné rozdilné retencni Casy byla nadavkovana i smés vSech tfi latek.

Pfi tomto experimentu se nepodafilo zprovoznit elektrochemickou detekci analytu. To
bylo pfikladano vlivu pH, které nebylo zvoleno pfimo optimalné pro tento typ detekce
analytu. Jako pracovni byla pouZzita stfibrna tuhd amalgamova elektroda, referentni
byla kalomelova a pomocna platinova.

Optimalizce elektrochemické detekce bude predmétem dalSi prace.

Na obrazku 4. 1 je chromatogram zobrazujici separaci smési 1-nitropyrenu, 2-

nitrofluoranthenu a 3-nitrofluranthenu. Pik s retenénim ¢asem 7, 5 min. odpovida
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2-NF, retenéni ¢as 14, 44 min. nalezi 3-NF a pik s Casem 15. 8 nalezi 1-NP. Ostatni
tfi piky jsou necistoty které se do roztoku dostaly z 3-NF. Ten byl totiz k dispozici
pouze v technické Cistoté 90%.

VInové délky pfi kterych probéhla detekce analytli nejsou stejné.To je dano tim ze
detektor s diodovym polem snima najednou celé spektrum zafeni, a vyhodnocovany

jsou pravé piky odpovidajici vinové délce pfi které je hodnota absorbance maximaini.

Obr. 4.1
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Obr. 4.1

Na obrazku je chromatogram déleni smési 1-NP, 2-NF a 3-NF o koncentraci c = 1.
10° mol.I". Pik s retnénim éasem 7, 5 min. odpovida 2-NF, retencni ¢as 14, 44
min. nalezi 3-NF a pik s Casem 15. 8 minut nalezi 1-NP. QOstatni tfi piky jsou
necistoty které se do roztoku dostaly z 3-NF

CHYBI ZAVER.
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