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1. Seznam zkratek a symboli

1,2-DAAQ 1,2-diaminoanthrachinon

c, mol.dm™ molarni koncentrace

t,s ¢as

I, A vyska piku

Ap, Vs plocha piku

E, V poloha piku

LA proud

E,V potencial

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
DPV diferen¢ni pulzni voltametrie
Lp mez detekce

BR pufr Brittontiv-Robinsontv pufr
Lg mez stanovitelnosti



2. Uvod

Aminosubstituované anthrachinony patii mezi toxické a karcinogenni latky
zne€istujici zivotni prostiedi [1]. Vzhledem kjejich dlouholetému pouZivani
v primyslu se vyskytuji v pidé, sedimentech, vod€ i potravinach [2]. Tyto latky se
pouZzivaji jako meziprodukty ve vyrobé azobarviv a pigmentt [3-8], polyimidu [9] a
protinadorovych 1é€iv [10-11]. Informace o elektrochemickych vlastnostech jsou
dulezité pro porozuméni mechanismu jejich pisobeni. Znacny zajem je vénovan také
stanoveni vrealnych matricich. Vzhledem kcasové a finanéni néro¢nosti
chromatografickych metod je snaha nalézt levnéjsi a rychlej$i metody stanoveni. Tato
diplomovd prace je zaméfena na optimalizaci podminek pro stanoveni
1,2-diaminoanthrachinonu na uhlikovych pastovych elektrodach technikami DC a
diferen¢ni pulzni voltametrie a HPLC s elektrochemickou detekei.

1,2-Diaminoanthrachinon (1,2-DAAQ) obsahuje dvé rizné elektroaktivni
skupiny: -CO- a —NH,. Pro stanoveni 1,2-DAAQ lze vyuzit redukce karbonylové
skupiny na —OH skupinu (obr. 1.1). Druhou elektroaktivni aminoskupinu Ize
elektrochemicky oxidovat na imin (obr. 1.2).Tato oxidace probihd pfi pozitivnich

potencialech a k tomuto tcelu jsou vhodné uhlikové pastové elektrody.

H NH,

NH,
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Obr. 1.1 Redukce 1,2-diaminoanthrachinonu



Obr. 1.2 Oxidace 1,2-diaminoanthrachinonu



2.2 Charakterizace studované latky

1,2-diaminoanthrachinon

C.A.S. name: 1,2-diamino-9,10-anthracenedione
C.A.S. Registry number : 1758-68-5

Sumarni vzorec: C4H¢oN20>

Molarni hmotnost: 238,25

Bod varu: 289-291°C

Strukturni vzorec:

o NH,
‘O i
0

Dalsi nazvy:

9,10-Anthracenedione, 1,2-diamino-
1,2-Diaminoanthraquinone
Anthraquinone (9,10), 1,2-diamino-
1,2-Diamino-9,10-anthraquinone

Anthraquinone, 1,2-diamino-

Tmavé hnédy prasek rozpustny v organickych rozpoustédlech (ethanol, methanol,
chloroform atd.), ve vodé nerozpustny.
Zakladem anthrachinonovych barviv je anthrachinon, obsahujici dvé

elektronakceptorové karbonylové skupiny (Amax = 325 nm).



Molekula anthrachinonu obsahuje dva konjugované systémy oddélené
karbonylovymi skupinami. Maximum absorpce nesubstituovaného anthrachinonu lezi
v UV-oblasti spektra; ale absorp¢ni kiivka zasahuje do viditelné oblasti (do 435 nm), a
proto ma anthrachinon slabé& Zlutou barvu.

Zavedenim elektrondonorovych substituenti do molekuly anthrachinonu se odstin
barviva prohlubuje a jeho intenzita se zesiluje vlivem interakce té€chto substituentl
s karbonylovymi skupinami prostfednictvim systému dvojnych vazeb. Hloubka odstinu
zavisi na poloze elektrondonorovych substituentii. Jestlize jsou v poloze 1, je odstin
anthrachinonové slouceniny hlubs$i nez v poloze 2. Systém konjugovanych dvojnych
vazeb je v prvnim ptipadé delsi (4 dvojné vazby) nez ve druhém (3 dvojné vazby).

Zavedenim druhého elektrondonorového substituentu do molekuly se odstin jeste
vice prohloubi.

Aminoanthrachinonova barviva se ziskavaji redukci nitroanthrachinont, nebo
substituci jiz zavedenych substituenti (halogent, nitroskupin a sulfoskupin). Vyuziva
se jejich rozdilné reaktivity, ktera se zmensuje v fadé Br > Cl > NO, > OH > NH, .
[12].

Aminoanthrachinonova barviva je mozno co do brilance a ¢istoty odstinu srovnat
s triarylmethanovymi barvivy; ve srovnani s nimi vSak maji mnohem vyssi stalost,
veetné stalosti na svétle. Vysoka stalost téchto barviv je zpisobena tvorbou vodikové
vazby mezi aminoskupinou v poloze 1 a skupinou karbonylovou obr. 1.3.

Intramolekularni a intermolekularmi vodikové vazby mohou ovliviiovat
elektrochemické chovani 1,2-DAAQ. Protickd rozpoustédla napt. amoniak vytvareji
s chinonovymi radikalovymi anionty velmi snadno intermolekulami vodikové vazby,
které konkuruji intramolekuldrnim vodikovym vazbam.V aprotickém rozpoustédle jsou
intramolekulérni vodikové vazby pevnéjsi.

Délka intramolekularni vodikové vazby zavisi na typu rozpoustédla [13-15].



0 N
I l NH,
O

Obr. 1.3 Intramolekularni vazba
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2.3 Metody stanoveni 1,2-diaminoanthrachinonu

1,2-DAAQ lze stanovit pomoci LC — RP chromatografie na kolon¢ Chrompack
s vnitfnim primérem 3,0 mm, délkou 200 mm a 5 pm Chromspher C18 jako néplni [16]
nebo LC chromatografii s normalnimi fazemi na koloné¢ Chrompack s vnitinim
primérem 4,6 mm, délkou 200 mm a 5 pm Lichrosorb SI 60 silica jako naplni. Jako
detektor 1ze pouZit Perkin-Elmer LS-40 fluorescen¢ni detektor. Za t€chto podminek lze
dosahnout meze detekce 2.10® mol.dm™[17].

1,2-DAAQ lze stanovit také chronopotenciometricky s konstantnim proudem
6 pA vacetatovém pufru pomoci DNA modifikované SPE. Tato metoda vyuziva
interakce analytu s DNA. Za téchto podminek Ize dosdhnout meze detekce
5.10® mol.dm™ [18].

VétSina praci je vénovana vyrobnim postuptim [19-21] a studiu vlastnosti [22-25].
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Uhlikova pastova elektroda

Prvni uhlikové pastové elektrody (CPE) byly pfipraveny roku 1958 R. N. Adamsem ve
snaze ziskat elektrodu s obnovitelnym povrchem, pouzitelnou pro anodické oxidace.
Prvni modifikovana uhlikova pasta byla pfipravena v roce 1964, ale zdjem o n€ vyrazné
vzrostl az v roce 1981 [26].

V dnesni dob€ se CPE uplatiiuji pfi stanoveni stopovych mnozZstvi kovil v iontovych
formach, pfi organické analyze i stanoveni biologicky dulezitych latek. Z hlediska
citlivosti jsou vhodné pfedevsim techniky voltametrické rozpoustéci analyzy. CPE maji
vyuZiti také v technikach jako je ampérometrie, chronopotenciometrie nebo coulometrie
[27].

Uhlikové pastové elektrody lze povaZzovat za zvlastni typ pevnych elektrod. Patii tedy
do skupiny s béZnymi uhlikovymi elektrodami (napf. skelny uhlik, pyrolyticky grafit
aj.) a elektrodami z usSlechtilych kovi (Pt, Au nebo Ag). Uhlikovd pasta neni
kompaktnim materialem, av§ak CPE byvaji zafazovany mezi pevné elektrody z divodu
obecné podobnych elektrochemickych charakteristik. Z hlediska potenciometrickych
méfeni vSak vykazuji vlastnosti elektrod s kapalinovymi membréanami. Nékdy byvaji
oznacovany jako tzv. kompozitni elektrody, protoZe na rozdil od jednoduchych elektrod
(C, Pt, Au) obsahuji slozku vodivou (uhlik) i izolaéni (pojivo). V soucasnosti je
upiednostiiovano klasifikovat CPE jako heterogenni uhlikové elektrody s kapalnym
pojivem. [28]

Uhlikovy prasek je elektroaktivni ¢asti pasty. K pripravé dvouslozkovych
(nemodifikovanych) uhlikovych past se vét§inou pouZivaji béZzné komeréné dodavané
spektralni grafitové prasky (Aldrich, Sigma, Fluka). Ty by mély mit velikost zma
viddu pm a uniformni distribuci velikosti té€chto ¢astic. Déale by mély splilovat
pozadavek sniZzené absorp¢ni schopnosti a vysoké chemické Cistoty. Obvykle se
uhlikovy prasek jinak nezpracovava.

Binarni uhlikové pasty obsahuji jako pojivo organickou kapalinu, jejiz hlavni funkeci je

mechanické spojeni grafitovych ¢astic. Vedle toho vSak pravé kapalna slozka rozhoduje
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o vétSiné charakteristickych vlastnosti past. Na prvnim misté je nutno jmenovat smeési
vyssich kapalnych uhlovodik, tzv. mineralni oleje, pficemz nejoblibenéj$im zastupcem
této skupiny je Nujol®. Pomérné &asto pouzivané jsou i silikonové oleje a tuky;
prileZitostné uplatnéni nachazeji organické estery (napf. triarylfosfaty) ¢i halogenované
uhlovodiky. Kritéria pro vybér kapalnych pojiv pro pifipravu uhlikovych past jsou
piedevsim chemicka nete¢nost a elektroinaktivita, dale vysoka viskozita a mala
tékavost. A vneposledni fadé také minimalni rozpustnost a sniZend misitelnost
s organickymi rozpous$tédly. Pasty s mineralnim olejem jsou v roztocich s organickym
rozpoustédlem malo odolné, mohou se jim rozkladat. Pro tyto podminky bylo dosazeno
dobrych vysledki se silikonovym olejem [29].

Zakladem modifikovanych past je smés uhlikového prasku a neelektrolytické pojivo.
Dal§i soudasti ve smési je modifikator. Obvykle byva pfitomny pouze jeden
modifikator, ale pasty mohou byt modifikovany dvéma i vice slozkami. MnoZstvi
modifikatoru se pohybuje vrozmezi 10-30% (m/m), v zavislosti na charakteru
modifikujici slozky a schopnosti vytvofit dostatecné aktivni pastu. Modifikace lze
aplikovat na cely objem pasty, kdy obvykle slouZzi selektivn€ pro urcitou latku nebo 1ze
modifikovat jen povrchovou vrstvu uhlikové pasty in situ. Vrstva mtze byt po analyze
jedné latky odstran€na a uhlikova pastova elektroda pozdéji pouzita ke zcela jinému
ucelu. Vzhledem k témto vyhodam je modifikovanym uhlikovym pastovym elektroddm
vénovéna velka pozornost [30-36].

Jiz namichané a pripravené uhlikové pasty jsou komeréné dostupné (Metrohm), ptesto
je vice preferovana laboratorni ptfiprava. Jeji oblibenost spodiva v moznosti vybéru
sloZzek smési a jejich poméru. Zvoleny grafit se smisi s pastovou kapalinou v poméru,
ktery do zna¢né miry vychazi z pfedchozich zku$enosti a doporuéeni; optimalni pomér
se obvykle voli v rozmezi 0,4-0,5 ml pojiva +1,0 g uhlikového prasku. ZvétSovanim
podilu uhlikového prasku se vlastnosti uhlikovych past pfiblizuji vlastnostem pevnych
elektrod. Vzrista zbytkovy proud, ale zaroveri i odezva detektoru.

Konstrukce CPE zavisi na typu elektrody, charakteru méfeni a celkovém uspofadani
elektrod. Pripravena uhlikova pasta se vpravi do vhodného elektrodového pouzdra,
nejcastéji do teflonového vale¢ku opatfeného otoénym pistem (pro jednoduchou
obnovu uhlikové pasty). Pro vétSinu elektrochemickych méfeni se primér otvoru v téle

elektrody pohybuje od 2 do 10 mm, ¢emuZz odpovida i povrch elektrody.
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Pro voltametrickd méfeni jsou nejvhodnéjsi koncovky s primérem otvoru 1-2 mm. Na
vét$im povrchu se nepiiznivé projevuje vzrist zbytkovych proudd nebot’ piili§ velka
plocha se nedostate¢né polarizuje. Velky pracovni povrch je vhodny pro coulometricka
nebo potenciometrickd méfeni. [26]

Uhlikové pasty jsou typické heterogenni materialy a v disledku pfitomného kapalného
pojiva mivaji zcela charakteristickou strukturu.

Fyzikalné-chemické a elektrochemické vlastnosti jsou uzce spojeny se specifickou
mikrostrukturou uhlikovych past, kde jsou uhlikové Castice pokryté tenkym filmem
pojiva. Lipofilni charakter CPE ovliviiuje specifickou reakéni kinetiku mnoha
elektrodovych reakci organickych redoxnich systémt. Reakéni kinetika mtize byt také
ovlivnéna kvalitou grafitu. V neposledni fad¢ hraje zna¢nou roli také pomér uhlikového
prasku a pojiva. Uhlikové pasty maji velmi nizky ohmicky odpor. Bézné smesi
s parafinovymi nebo silikonovymi oleji maji odpor jen kolem 10 Q.

CPE maji velké prepéti kysliku, tudiZ je mozné sledovat elektrodové reakce az k velmi
pozitivnim potenciadlim a stanovit latky na zaklad¢ jejich anodické oxidace. Katodicka
oblast je ve srovnani napf. srtutovou elektrodou omezena. Pii pouziti CPE pro
anodické oxidace nedochazi k ireverzibilni tvorbé oxidi na povrchu jako u elektrod
z kovovych materiali.

Dilezitou charakteristikou CPE je reprodukovatelnost odezvy. Vzhledem
k heterogenité pasty je povrch Spatn€¢ definovany a vykazuje hor$i reprodukovatelnost

oproti rtutové elektrodé nebo oproti elektrodam z kompaktnich materialt [37].
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3.2 Chemikalie

1,2-diaminoanthrachinon (Aldrich)

Zasobni roztok o koncentraci 1.10° mol.dm™ byl pfipraven rozpusténim 23,87 mg
1,2-diaminoanhtrachinonu v methanolu a doplnénim na celkovy objem 100 ml.
Roztoky o nizSich koncentracich byly pfipraveny pfesnym fedénim tohoto zésobniho

roztoku methanolem.

Dalsi pouzité chemikalie

Dihydrogenfosfore¢nan sodny (Lachema a.s.)

Hydroxid sodny (Lach-Ner, s.r.0.)

Kyselina octova (Lach-Ner, s.r.0.)

Kyselina fosfore¢na (Lachema a.s.)

Methanol (Lach-Ner, s.r.0.)

Deionizovana voda (Millipore Q-plus Systeme, Millipore)

Methanol for HPLC (Lach-Ner, s.r.0.)

Brittondv — Robinsontv tlumivy roztok

A. Kysela slozka byla pfipravena smichanim 2,74 g kyseliny borité, 2,7 ml kyseliny
fosfore¢né (85%, p = 1,71 g/ml) a 2,31 ml kyseliny octové (98%, p = 1,06 g/ml)
v jednolitrové odmérné barice a doplnénim deionizovanou vodou po rysku.

B. Alkalickd slozka byla pfipravena rozpu§ténim 8 g hydroxidu sodného
v deionizované vodé v jednolitrové odmérné baiice.

Brittonovy — Robinsonovy pufry o pfislusném pH byly pfipravovany smichanim slozek
A aB.
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Uhlikova pasta
Uhlikova pasta byla pfipravena smichanim 250 mg uhlikového prasku (glassy carbon

spherical powder typ 2, Alfa Aesar) a 90 ul mineralniho oleje (Fluka).

Fosfatovy pufr

Slozka A byla pfipravena rozpusténim 1,557 g dihydrogenfosfore¢nanu sodného
v deionizované vod¢ v jednolitrové odmérné barice.

Pro sniZzeni pH fosfatového pufru byla pouzita koncentrovana kyselina fosfore¢na a pro

zvySeni pH 0,2M hydroxid sodny.

Jednotlivé vzorky byly pfipravovany pfidanim 1 ml methanolického roztoku 1,2-
DAAQ o pfislusné koncentraci do 10 ml odmérné bariky a doplnénim Brittonovym-

Robinsonovym pufrem o prislusném pH po rysku.
Mobilni faze byla pfipravovana smichanim 80 ml methanolu a 20 ml fosfatového pufru

o pfislusném pH. Pfed pouZitim byl z mobilni faze odstranén vzduch na ultrazvukové

éistiGee.
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3.3 Aparatura

Voltametrickd méfeni byla provedena na sestavé Eco-Tribo Polarograf se softwarem
Polar Pro verze 5 (Polaro-Sensors, Praha). Program pracoval v opera¢nim systému
Windows XP (Microsoft Corp.)

Jednotliva méfeni byla provadéna v tiielektrodovém systému. Jako pracovni elektroda
byla pouzita uhlikova pastova elektroda, jako referentni argentchloridova elektroda
s 3 mol.dm™ KClI a jako pomocna elektroda byla pouZita platinova dratkova elektroda.
Studovana latka byla stanovovana technikou DC voltametrie s rychlosti polarizace
20 mV.s"' a technikou diferenéni pulzni voltametrie s rychlosti nariistu potencialu
20 mV.s™, vyskou pulzu 50 mV a $itkou pulzu 80 mV. Klidové doba byla 10 s.

Pro stanoveni 1,2-diaminoanthrachinonu byla pouzita uhlikova pasta, kterd byla
pfipravena dikladnym smichanim 250 mg uhlikového prasku (glassy carbon spherical
powder typ 2, Alfa Aesar) a 90 pl mineralniho oleje (Fluka). Pastou bylo naplnéno télo
elektrody. Obnoveni elektrodového povrchu bylo provadéno vytlatenim pasty pomoci
pistu a otfenim o navlh¢eny filtra¢ni papir.

Méfeni pH byla provadéna na digitdlnim pfistroji pH meter 3510 (Jenway)
s kombinovanou sklenénou elektrodou.

Spektrofotometrickd meétfeni byla provadéna na UV/VIS spektrofotometru PYE
UNICAM PU 8800 (Philips)

Ultrazvukova €isticka PS 02000A (ECOM)

Chromatografickd méfeni byla provedena na kolon¢ Kromasil — C18 (Prochrome).
Délka kolony 250 mm a vnitini primér 4,6 mm. Davkovano bylo 20 ul vzorku
davkovacem LCI se smyc¢kou. Nastfik byl provadén injekéni stiikackou.

Vysokotlaka pumpa HPP 5001 (Laboratorni pfistroje Praha)

Elektrochemicka detekce byla provadéna pomoci detektoru CHI802B (CH Instruments,
Inc. , USA).

Spektrofotometrickd detekce byla provadéna na Variable wavelength detektor
(Sapphire).

Kalibra¢ni zavislosti byly vyhodnoceny metodou linearni regrese.

Mez detekce byla stanovena jako mnozstvi analytu poskytujici pik, jehoZ vySka se

praveé rovna trojnasobku absolutni hodnoty Sumu.
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3.4 Stalost zasobniho roztoku 1,2-diaminoanthrachinonu

Stalost  zasobniho roztoku 1,2-diaminoanthrachinonu byla sledovana
spektrofotometricky v kfemennych kyvetdch o tloustce 1 mm. Koncentrace roztoku
byla 1.10” mol.dm™ a referentni kyveta obsahovala methanol. Absorbance byla méiena
pfi vinovych délkach Ama, 1 = 263,4 nm a Ay, 2 = 517,7 nm, p#i kterych mél
stanovovany analyt absorpéni maxima.

V tab. 2.1 jsou zaznamenany vysledky méfeni v pribéhu 2 mésici. Z dané zavislosti
vyplyva, Ze 1,2-DAAQ je po dobu dvou mésici pii uchovavani v chladu a temnu
poméme staly, maly narist absorbanci miZe souviset stékanim rozpoustédla pri

otevirani zasobniho roztoku.

Tab. 2.1 Zavislost absorbance 1.107 mol.dm™ 1,2-DAAQ pti vinovych délkach Apay ) =

263,4 nm (A}) @ Amax2 = 517,7 nm (A;) na ¢ase.
t(den) A A,

1 1,815 0,459

10 1,827 0,463

20 1,827 0,452

30 1,826 0,464

40 1,836 0,455

50 1,827 0,465

60 1,833 0,464
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4. Stanoveni 1,2-diaminoanthrachinonu DC voltametrii
4.1 pH zavislost

Nejprve byl sledovan vliv pH na voltametrické chovani 1,2-diaminoanthrachinonu
vrozmezi napdti 0 az +1300 V pii rychlosti polarizace 20 mV.s"'. Koncentrace
stanovované latky byla 1.10% mol.dm™. Voltametrické kiivky byly proméfeny
v prostiedi methanol : Brittontiv-Robinsontv pufr o pH 2-12 (1:9). Ziskané kiivky jsou
graficky znazornény na obr. 3.1. V tabulce 3.1 jsou zaznamenany zavislosti vySky

signalu 1, a potenciélu signalu £, na pH.
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Obr. 3.1 Voltamogramy 1,2-DAAQ (¢ = 1.10* mol.dm™) méfené technikou DC
voltametrie na CPE v prostfedi methanol : BR pufr o pH 2 — 12 v poméru 1:9. pH 2
(1), pH 4 (2), pH 7 (3), pH 10 (4), pH 12 (5)
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Tab. 3.1 Zavislosti vySky signalu /, a polohy signalu E, 1.10* mol.dm™ 1,2-DAAQ na
pH méfené DC voltametrii na CPE v prostiedi methanolu a BR pufru o pH 2-12

v poméru 1:9.

pH I,nA E,mV
2 190 720
3 230 650
4 250 590
5 235 550
6 220 490
7 310 425
8 250 385
9 260 340
10 340 290
11 270 230
12 310 165

900

>
€

uj 750

600 |
450
300
150 |
0
0 2 4 6 8 10 12 14

pH

Obr. 3.2 Zavislost polohy signalu E, 1.10* mol.dm™ 1,2-DAAQ na pH. M&feno
technikou DC voltametrie na CPE v prostfedi methanol : BR pufr o pH 2- 12 v poméru
1:9.
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Obr. 3.3 Zavislost vysky signalu Ip 1.10* mol.dm™ 1,2-DAAQ na pH. Mgieno
technikou DC voltametrie na CPE v prostfedi methanol : BR pufr o pH 2-12 v poméru
1:9.

Zavislost potencidlu signalu na pH lze vyjadfit vztahem E,(mV) = -53,5pH +
812,0 (korela¢ni koeficient -0,9989) viz. Obr. 3.2
DC voltamogramy vykazuji s rostoucim pH posun polohy signdlu k niz§im hodnotdm
potenciali. To je zplisobeno tim, Ze pti nizkém pH se aminoskupina protonizuje na
NH;" a tato protonizace podporuje tvorbu intramolekuldmich i intermolekularich
vodikovych vazeb a tudiZ je snazsi oxidovat aminoskupinu pfi vy$§im pH.
Na obr. 3.3 je znazornéna zavislost vysky signélu I, na pH. Velky rozptyl je ziejmé
zpisoben ménicim se tvarem voltametrického signalu srostoucim pH a tudiz
nemoznosti jednotného vyhodnoceni vysky signalu 1,2-DAAQ.
Pro méfeni koncentra¢nich zavislosti bylo zvoleno jako optimdlni prostfedi methanol :

Brittontiv-Robinsoniv pufr o pH 12 v poméru 1:9.
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4.2 Koncentracéni zavislosti

Koncentra¢ni zavislosti 1,2-diaminoanthrachinonu byly promeéfeny v prostiedi
methanol : Brittonliv-Robinsoniv pufr o pH 12 (1:9). Kiivky byly zaznamenéany
v potencialovém rozsahu -100 aZ +1000 mV, rychlosti polarizace 20 mV.s™" a v rozmezi
koncentraci 1.10* — 2.10° mol.dm™. Za téchto podminek byla dosaZena mez
stanovitelnosti 2.10° mol.dm™ a mez detekce 6.10”7 mol.dm™.

Voltametrické kiivky pro koncentrace (2 — 10). 10° mol.dm> jsou uvedeny na obr. 3.4
a prislusnd kalibra¢ni pfimka na obr. 3.5. Kalibra¢ni kfivka pro koncentra¢ni rozmezi
(0,2 — 10).10° mol.dm™ je znazornéna na obr. 3.6. Parametry téchto kalibra¢nich

pfimek jsou uvedeny v tabulce 3.2.
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Obr. 3.4 Voltamogramy 1,2-DAAQ méfené technikou DC voltametrie na CPE
v prostfedi methanol : BR pufr o pH 12 (1:9). 10.10° mol.dm™ (1), 8.10° mol.dm™ (2),
6.10° mol.dm™ (3), 2.10° mol.dm™ (4) 1,2-DAAQ.
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Obr. 3.5 Zavislost proudu signalu 7, 1,2-DAAQ na koncentraci analytu. Méfeno
technikou DC voltametrie na CPE v prostfedi methanol : BR pufr o pH 12 (1:9).
Koncentra&ni rozmezi 2.10° - 10.10® mol.dm™ 1,2-DAAQ.
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Obr. 3.6 Zavislost proudu signdlu /, na koncentraci analytu. Méteno technikou DC
voltametrie na CPE v prostfedi methanol : BR pufr o pH 12 vpoméru 1:9.
Koncentraéni rozmezi 2.10°~ 10.10”° mol.dm™ 1,2-DAAQ.
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Tab. 3.2 Parametry kalibra¢nich ptimek 1,2-DAAQ méfené technikou DC voltametrie
na CPE v prostfedi methanol : BR pufr o pH 12 v poméru 1: 9.

c usek smérnice korelaéni koeficient Lg Lp
mol.dm™ nA nA.mol'.dm’ mol.dm™ mol.dm>
(2-10).10° 212,7  12,9.10° 0,9934 — -
(2-10).10° 6,2 1156.10° 0,9944 2.10° 6.107

Velky tsek kalibraéni piimky pro koncentrace (2 — 10). 10”° mol.dm™ je zfejmé
zplsoben pasivaci elektrody, ktera je zptisobena adsorpci 1,2-diaminoanthrachinonu na

povrch elektrody pti vysokych koncentracich analytu.
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4.3. Vliv akumulace

Nejprve byl proméfen vliv doby akumulace 1,2-diaminoanthrachinonu
v michaném roztoku o koncentraci 2.10°® mol.dm™ v prostiedi methanol : Brittontv-
Robinsontiv pufr o pH 12 (1:9) na vysku signalu I,. (obr. 3.7). Jako optimélni doba

akumulace bylo zvoleno 180 s.
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Obr. 3.7 Zavislost vysky signalu Ip 2.10° mol.dm™ 1,2-DAAQ na dobé akumulace.
Méfeno metodou DC voltametrie na CPE v prostfedi methanol : BR pufr o pH 12

v poméru 1:9.

S akumulaéni dobou 180 s a potencidlem akumulace 0 mV byly naméieny
koncentraéni zavislosti 1,2-diaminoanthrachinonu v rozmezi (2-10).107 mol.dm™. Za
téchto podminek byla dosaZena mez stanovitelnosti 2.10”7 mol.dm™ a mez detekce 6.10°
® mol.dm™. Ziskané voltamogramy jsou zaznamenany na obr. 3.8. a pfislusna kalibra¢ni
ptimka na obr. 3.9.

Zavislost vySky piku I, na koncentraci lze vyjadfit vztahem Ip (nA) = 10,8¢c + 8,2
(korela¢ni koeficient 0,9915).
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Obr. 3.8 Voltamogramy 1,2-DAAQ métené technikou DC voltametrie na CPE s dobou
akumulace 180 s v prostfedi methanol : BR pufr o pH 12 v poméru 1 : 9.

10.10”7 mol.dm? (1), 8.107 mol.dm™ (2), 6.107 mol.dm™ (3), 2.107 mol.dm™ (4) 1,2
DAAQ.
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Obr. 3.9 Zavislost proudu piku 7, 1,2-DAAQ na koncentraci analytu. Méfeno technikou
DC voltametrie na CPE s dobou akumulace 180 s v prostiedi methanol : BR pufr o pH
12 v poméru 1 : 9. Koncentraéni rozmezi 2.107 — 10.10”7 mol.dm™ 1,2-DAAQ.
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4.4. Modelové vzorky

Modelové vzorky byly pfipraveny smichanim 1 ml methanolického roztoku
1,2-diaminoanthrachinonu o pfislusné koncentraci s 5 ml ptefiltrované fi¢ni vody a
doplnény Brittonovym-Robinsonovym pufrem po rysku v 10 ml odmérné barice.
Na obr. 3.10 jsou uvedeny voltametrické kiivky namétené v rozmezi potencialt -100 aZ
+1000 mV rychlosti polarizace 20 mV.s™. Kalibra&ni pfimka v rozmezi koncentract
(2 — 10).10° mol.dm™ 1,2-DAAQ je zobrazena na obr. 3.11. Zavislost vysky signalu Ip
na koncentraci analytu lze vyjadfit vztahem Ip (nA) = 12,8¢ + 6,0 (korelaéni koeficient
0,9990). Za téchto podminek byla dosaZena mez stanovitelnosti 2.10® mol.dm™ a mez
detekce 8.107 mol.dm>, pficemz bylo ukazano, Ze 1,2-DAAQ Ize stanovit pfimo ve

vzorcich pfirodnich vod.
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Obr. 3.10 Voltamogramy modelového vzorku fi¢ni vody méfené technikou DC
voltametrie na CPE v prostfedi methanol : BR pufr o pH 12 v poméru 1:9. 10.10”
mol.dm™ (1), 8.107 mol.dm™ (2), 6.107 mol.dm® (3), 4.107 mol.dm™ (4), 2.10”
mol.dm? (5) 1,2-DAAQ.
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Obr. 3.11 Zavislost proudu signalu I, 2.10° — 10.10° mol.dm™ 12-DAAQ v
modelovém vzorku fiéni vody na koncentraci analytu. Méfeno technikou DC

voltametrie na CPE v prostfedi methanol : BR pufr o pH 12 v poméru 1:9.
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5. Stanoveni 1,2-diaminoanthrachinonu DP voltametrii
5.1 pH zavislost

Nejprve byl sledovan vliv pH na voltametrické chovani 1,2-diaminoanthrachinonu
v rozmezi napéti 0 az +1300 V pii rychlosti polarizace 20 mV.s™ s amplitudou pulsu
50 mV. Koncentrace stanovované latky byla 1.10* mol.dm™. Voltametrické kfivky byly
proméieny v prostiedi methanol : Brittontiv-Robinsondv pufr o pH 2-12 (1:9). Ziskané
kiivky jsou graficky znazornény na obr. 4.1.
V tabulce 4.1 jsou zaznamenany zavislosti vySky I, a potencidlu piku E,

1.10* mol.dm™ 1,2-DAAQ na pH.
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Obr. 4.1 Voltamogramy 1,2-DAAQ (c = 1.10* mol.dm™) méfené technikou DP
voltametrie na CPE v prostfedi methanol : BR pufr o pH 2-12 v poméru 1:9.
pH 12 (1), pH 10 (2), pH 7 (3), pH 4 (4), pH 2 (5)
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Tab. 4.1 Zavislost vysky piku I, a polohy piku E, na pH méfené metodou DP
voltametrie na CPE v prostfedi methanol : BR pufr o pH 2-12 v poméru 1:9

pH Ip,nA Ep,mV
2 220 675

3 285 600
4 320 555
5 330 500
6 450 460
7 510 430
8 675 390
9 570 330

10 760 270
11 735 230
12 770 140

Zavislost polohy piku 1.10™ mol.dm® 1,2-DAAQ na pH lze vyjadiit vztahem
E,(mV) =-49,17pH + 761,8 (korela¢ni koeficient -0,9960), viz obr. 4.2.
DP voltamogramy vykazuji s rostoucim pH posun polohy piku k niz§im hodnotdm
potencialu, zatimco vyska pikt s rostoucim pH roste (viz obr. 4.3).
Pro méfeni koncentra¢nich zavislosti bylo zvoleno jako optimalni prostfedi methanol :

BrittonGv-Robinsontv pufr o pH 12 (1:9).
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Obr. 4.2 Zavislost proudu piku E, 1.10* mol.dm™ 1,2-DAAQ na pH. Méteno technikou
DP voltametrie na CPE.

pH

Obr. 4.3 Zavislost proudu piku 7, 1.10* mol.dm™ 1,2-DAAQ na pH. Mé&eno technikou
DP voltametrie na CPE.
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5.2 Koncentraéni zavislosti

Koncentra¢ni zavislosti 1,2-diaminoanthrachinonu byly prométfeny v prostiedi
methanol : Brittonliv-Robinsontv pufr o pH 12 (1:9). Kfivky byly zaznamendny
v potencidlovém rozsahu -100 az +1000 mV, rychlosti polarizace 20 mV.s’
s amplitudou pulsu 50 mV a vrozmezi koncentraci 1.10* — 6.107 mol.dm™. Pro
koncentrace niZéi nez 6.10”7 mol.dm™ jiZ nebylo moZné voltamogramy vyhodnotit.
Voltametrické kfivky pro koncentrace (2 — 10). 10 mol.dm™ 1,2-DAAQ jsou uvedeny
na obr. 4.4. Kalibragni kiivka pro koncentra&ni rozmezi (0,06 — 10). 10° mol.dm™ 1,2-
DAAQ je znazornéna na obr. 4.5. Parametry jednotlivych kalibra¢nich ptimek jsou
uvedeny v tabulce 4.2.

Velky usek kalibra¢ni primky pro koncentrace (0,2— 10). 10° mol.dm™ 1,2-DAAQ je
zfejm&  zplUsoben  pasivaci  elektrody, kterd je  zplsobena  adsorpci

1,2-diaminoanthrachinonu na povrch elektrody pii vysokych koncentracich analytu.
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Obr. 4.4 Voltamogramy 1,2-DAAQ méfené technikou DP voltametrie na CPE
v prosttedi methanol : BR pufr o pH 12 v pomé&ru 1:9. 10.10° mol.dm™ (1), 8.10°
mol.dm™ (2), 6.10° mol.dm™ (3), 4.10"° mol.dm™ (4), 2.10"° mol.dm™ (5) 1,2-DAAQ.
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Obr. 4.5 Zavislost proudu piku /7, 1,2-DAAQ na koncentraci analytu. Méfeno technikou
DP voltametrie na CPE v prostiedi methanol : BR pufr o pH 12 v poméru 1:9.
Koncentra&ni rozmezi 6.107— 10.10” mol.dm™ 1,2-DAAQ.
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Obr. 4.6 Zavislost proudu piku 7, méfeného technikou DP voltametrie na CPE

v prostiedi methanol : BR pufr o pH 12 vpoméru 1:9 na koncentraci analytu.

Koncentra¢ni rozmezi 2.10°° — 10.10°® mol.dm™
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Obr. 4.7 Zavislost proudu piku /, méfeného technikou DP voltametrie na CPE
v prostiedi methanol : BR pufr o pH 12 vpoméru 1:9 na koncentraci analytu.

Koncentra¢ni rozmezi 6.107 — 10.10” mol.dm™ 1,2-DAAQ.

Tab. 4.2 Parametry kalibracnich pfimek 1,2-DAAQ méfené technikou DP voltametrie
na CPE v prostiedi methanol : BR pufr o pH 12 v poméru 1:9.

c usek smérnice korelaéni Lp Lg
mol.dm™ nA nA.mol'.dm® koeficient mol.dm® mol.dm™
(2-10).10° 408,9 22,0.10° 0,9919 - —
(2-10).10° 654  237,8.10° 0,9971 - —
(6-10).107 -3.81 467,7.10° 0,9914 2.107 6.107
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Obr. 4.9 Voltamogramy 1,2-DAAQ méfené technikou DP voltametrie na CPE s dobou
akumulace 180 s v prostfedi methanolu a BR pufru o pH 12 v poméru 1:9. 10.107
mol.dm™ (1), 8.107 mol.dm™ (2), 6.107 mol.dm™ (3), 4.107 mol.dm™ (4), 2.107
mol.dm™ (5) 1,2-DAAQ.
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Obr. 4.10 Zavislost proudu piku 7, 1,2-DAAQ na koncentraci analytu. Méfeno
technikou DP voltametrie na CPE s dobou akumulace 180s v prostfedi methanolu a BR
pufru o pH 12 vpoméru 1:9. Koncentraéni rozmezi 2.107 — 10.107 mol.dm™

1,2-DAAQ.
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Obr. 4.11 Zavislost proudu piku 7, 1,2-DAAQ na koncentraci analytu. Méfeno
technikou DP voltametrie na CPE s dobou akumulace 180 s v prostfedi methanolu a BR
pufru o pH 12 vpoméru 1:9. Koncentraéni rozmezi 2.10®° — 10.10® mol.dm™
1,2-DAAQ.

Tab. 4.3 Parametry kalibracnich pfimek 1,2-DAAQ méfené technikou DP voltametrie
na CPE v prostfedi methanolu a BR pufru o pH 12 v poméru 1:9.

c usek smérnice korelaéni Lp Lg
mol.dm™ nA nA.mol’.dm’ koeficient mol.dm® mol.dm™
(2-10).107 39,8 43,1.10’ 0,9959 - -
(2-10).10% 1,6 127,3.10 0,9994 8.10° 2.10°8
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5.4. Modelové vzorky

Modelové vzorky byly pfipraveny smichanim 1 ml methanolického roztoku 1,2-
diaminoanthrachinonu o pfislusné koncentraci s5 ml prefiltrované ficni vody a
doplnény Brittonovym-Robinsonovym pufrem o pH 12 po rysku v 10ml odmérné
barice.

Na obr. 4.12 jsou uvedeny voltametrické kiivky namétené v rozmezi potencialt -100 az
+1000 mV  rychlosti polarizace 20 mV.s' samplitudou pulsu 50 mV. Ziskané
voltamogramy jsou uvedeny na obr. 4.12 a pfislu$na kalibra¢ni ptimka na obr. 4.13.

Parametry kalibra¢nich ptfimek jsou uvedeny v tabulce 4.4.
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Obr. 4.12 Voltamogramy 1,2-DAAQ v modelovém vzorku fi¢ni vody. Meéfeno
technikou DP voltametrie na CPE v prostiedi methanolu a BR pufru o pH 12 v poméru
1:9. 10.10”7 mol.dm™ (1), 8.107 mol.dm™ (2), 6.10”7 mol.dm™ (3), 4.10” mol.dm™ (4),
2.107 mol.dm™ (5) 1,2-DAAQ
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Obr. 4.13 Zavislost proudu piku 7, 1,2-DAAQ na koncentraci analytu v modelovém
vzorku fiéni vody. Méfeno technikou DP voltametrie na CPE v prostfedi methanolu a
BR pufru o pH 12 v poméru 1:9. Koncentra&ni rozmezi 4.107 — 10.10” mol.dm™ 1,2-

DAAQ.
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Obr. 4.14 Zavislost proudu piku 7, 1,2-DAAQ na koncentraci analytu v modelovém
vzorku fi¢ni vody. Méfeno technikou DP voltametrie na CPE v prostfedi methanolu a

BR pufru o pH 12 v poméru 1:9. Koncentratni rozmezi 2.10° — 10.10° mol.dm™

1,2-DAAQ.
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Tab. 4.4 Parametry kalibra¢nich pfimek 1,2-DAAQ méfené technikou DP voltametrie
na CPE v prostifedi methanolu a BR pufru o pH 12 v poméru 1:9.

c usek smérnice korela¢ni Lp Lg
mol.dm> nA nA.mol'.dm® koeficient mol.dm™ mol.dm™
(2-10).10° 584 26,3.10° 0,9951 - —
(4-10).107 1,2 45,1.10° 0,9994 10.10°® 4.107
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6. Stanoveni 1,2-DAAQ pomoci HPLC s elektrochemickou detekci
6.1 Vliv pH

Nejdtive byl sledovan vliv pH na voltametrické chovani analytu v proudu mobilni
faze. 1,2-DAAQ byl nadavkovén o koncentraci 1.10™ mol.dm™ do proudu mobilni faze
(methanol:fosfatovy pufr vpoméru 8:2) a detegovan spektrofotometricky i
elektrochemicky na CPE. Pro spektrofotometrickou detekci byla zvolena vinova délka,
pii které vykazuje 1,2-DAAQ absorpéni maximum, Ay = 263 nm. Byly proméfeny
hydrodynamické voltamogrammy pro pH 2; 4,5 a 7. Vkladany potencial byl ménén po
0,1 Vvrozmezi +0,3 aZ +1 V. Ziskané zavislosti vysky piku 7, a plochy piku 4

1,2-DAAQ na vkladaném potencialu jsou znazornény na obr. 5.1 a 5.2.

0,2 1.2

E.V

Obr. 5.1 Zavislost vysky piku I, 1.10™* mol.dm™ 1,2-DAAQ na vkladaném potencialu.
Meéteno metodou HPLC s elektrochemickou detekci na CPE. pH 7 (1), pH 4,5 (2),
pH2(3)
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Obr. 5.2 Zavislost plochy piku 4 1.107 mol.dm™ 1,2-DAAQ na vkladaném potencialu.
Meéteno metodou HPLC s elektrochemickou detekci na CPE. pH 7 (1), pH 4,5 (2), pH 2
3)

Pro méfeni kalibra¢nich zavislosti bylo vybrano prostfedi mobilni faze methanol :

fosfatovy pufr o pH 7 (8:2) a hodnota vkladaného potencialu +0,6 V.
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6.2 Koncentradni zavislosti

Kalibra¢ni zavislosti byly méfeny metodou HPLC se spektrofotometrickou (obr.
5.7) a elektrochemickou detekci na CPE (obr. 5.8) v prostiedi mobilni faze methanol :
fosfatovy pufr o pH 7 (8:2) pifi vkladaném potencialu +0,6 V. Kalibra¢ni kiivky,
vyhodnocené z vysek pikd v rozmezi 4.107 — 10.10° mol.dm™ 1,2-DAAQ ziskané
spektrofotometrickou detekci, jsou znazornény na obr. 5.3 a kalibra¢ni pfimky ziskané
z ploch piku jsou znazornény na obr. 5.4. Za téchto podminek byla dosazena mez
detekce 4.10® mol.dm™ 1,2-DAAQ. Kalibratni pfimky, vyhodnocené z vySek pika
v rozmezi 6.107 — 10.10” mol.dm™ 1,2-DAAQ ziskané elektrochemickou detekci, jsou
zobrazeny na obr. 5.5 a kalibra¢ni pfimky vyhodnocené z ploch pikil jsou znédzornény
na obr. 5.6. Za téchto podminek byla dosaZzena mez detekce 6.10® mol.dm™ 1,2-DAAQ.

Parametry jednotlivych kalibra¢nich pfimek jsou v tabulce 5.1 a 5.2.
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Obr. 5.3 Kalibraéni ptimka ziskana z vysek pikd v rozmezi 6.10”7 — 10.10™ mol.dm™

1,2-DAAQ ziskana metodou HPLC se spektrofotometrickou detekci
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Obr. 5.4 Kalibragni pfimka ziskana z ploch piki v rozmezi 6.107 — 10.10° mol.dm

1,2-DAAQ ziskana metodou HPLC se spektrofotometrickou detekci
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Obr. 5.5 Kalibragni pfimka ziskana z vysek pikii v rozmezi 6.10” — 10.10” mol.dm™

1,2-DAAQ ziskana metodou HPLC s elektrochemickou detekci na CPE.
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Obr. 5.6 Kalibragni piimka ziskana z ploch pikd v rozmezi 6.107 — 10.10° mol.dm™

1,2-DAAQ ziskana metodou HPLC s elektrochemickou detekci na CPE.

Tab. 5.1 Parametry kalibra¢nich piimek vypocitané z vysek pikit /, ziskané metodou
HPLC s elektrochemickou detekci na CPE
c usek smérnice  Korela¢ni
mol.dm> A A.mol!.dm® koeficient
(2-10).10° -0,12.107  -0,21.10’ 0,9937
(0,6-10).10°  0,02.107  -0,23.107 0,9980

Tab. 5.2 Parametry kalibraénich piimek vypocitané z ploch pikti 4 ziskané metodou
HPLC s elektrochemickou detekci na CPE
c usek Smérnice Korelaéni
mol.dm™ As A.s.mol’.dm® koeficient
(2-10).10° -0,43.10°  -0,49.10° 0,9910
(0,6-10).10° 0,11.10°  -0,55.10° 0,9988
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Obr. 5.7 Chromatogram 1,2-DAAQ (¢ = 1.10° mol.dm™>) nam&feny metodou HPLC se
spektrofotometrickou detekci v prostfedi methanol : fosfatovy pufr o pH 7 (8:2)
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Obr. 5.8 Chromatogram 1,2-DAAQ (¢ = 1.10° mol.dm™) naméfeny metodou HPLC
s elektrochemickou detekci v prostfedi methanol : fosfatovy pufr o pH 7 (8:2)
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7. Zaver

Byla vypracovana nova metoda stanoveni 1,2-diaminoanthrachinonu technikou
DC voltametrie na CPE. Jako optimalni pH bylo zvoleno pH 12, pfi kterém méla vyska
piku 7, nejvyssi hodnotu. Za téchto podminek byla dosazena mez stanovitelnosti
2.10° mol.dm™ 1,2-DAAQ. Dale bylo zjiténo, Ze pii akumulaci 1,2-DAAQ po dobu
180 s se zvétsi vyska piku a sniZi mez stanovitelnosti na 2.107 mol.dm™ 1,2-DAAQ.
Pfi vysokych koncentracich analytu dochézi k pasivaci elektrody, zakfivovani
kalibra¢nich zéavislosti a kalibra¢ni pfimky maji velky usek.

Dale byla vypracovana nova metoda stanoveni 1,2-diaminoanthrachinonu
technikou DP voltametrie na CPE. Jako optimalni pH bylo zvoleno pH 12, pfi kterém
méla vySka piku /, nejvy$§i hodnotu. Za téchto podminek byla dosazena mez
stanovitelnosti 6.107 mol.dm> 1,2-DAAQ. Bylo zjisténo, Ze pii akumulaci 1,2-DAAQ
180 s se zvétsi vySka piku a sniZi mez stanovitelnosti na 2.10°® mol.dm™ 1,2-DAAQ.
Stejné jako u DC voltametrie dochézi pii vysokych koncentracich analytu k pasivaci
elektrody.

Uhlikové pastové elektrody lze pouzit pro stanoveni 1,2-DAAQ v realné matrici
(fi¢ni voda) technikou DC i DP voltametrie.

Dale byla provedena optimalizace podminek pro stanoveni 1,2-DAAQ metodou
HPLC se spektrofotometrickou a elektrochemickou detekci na CPE. Za optimalni
podminky bylo zvoleno pH 7 a vkladany potencial +0,6 V. Za téchto podminek byla
s elektrochemickym detektorem dosaZena mez stanovitelnosti 6.10° mol.dm™
1,2-DAAQ. Citlivost CPE je srovnatelna se spektrofotometrickou detekci, pro niz byla

dosaZena mez stanovitelnosti 4.107 mol.dm™ 1,2-DAAQ.
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