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Seznam zkratek a pouzitych symbolu

Mr
NPAH
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UVNIS
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1. Uvod

S rozvojem primyslu stoupa znecisténi Zivotniho prostredi toxickymi
latkami. Proto je vyzkum metod, zkoumajicich tyto toxické latky nezbytnou

soucasti analytické chemie.

Prvni skupinou latek, u kterych byla prokazana spojitost mezi
profesionalni expozici a zvySenym vyskytem rakoviny, byla skupina
polycyklickych aromatickych uhlovodikii (PAH)." V sougasné dobé je
znamo vice jak 500 riznych PAH, z nichZ velka ¢ast patii do skupiny latek
podezielych z karcinogennich & mutagennich G&ink(.2 Bylo zjisténo, ze
PAH jsou mutagenni aZz po pfedchozi metabolické aktivaci, zatimco
nitrované polycyklické aromatické uhlovodiky (NPAH) patfi mezi pfimeé
mutageny. " Genotoxicita PAH zavisi jak na struktufe PAH, tak i na poétu
a poloze pfitomnych substituénich skupin.® Mezinarodni agentura pro
vyzkum rakoviny v Lyonu (IARC) se zabyva studiem G¢inkd téchto latek na
okolni prostfedi a vypracovavanim metod pro likvidaci vSech skupin
chemickych karcinogen(.?

Mezi toxické latky podezrelé z karcinogennich a mutagennich G¢€inku
patfi i nékteré heteroatomické polyaromatické slou€eniny, jako je napfiklad

chinolin ° a jeho nitroderivaty ®*.

Na katedife analytické chemie prirodovédecké fakulty Univerzity
Karlovy je feSen rozsahly projekt stanoveni téchto genotoxickych latek
pomoci modernich polarografickych a voltametrickych metod, jehoz

soucasti je i pfedkladana bakalarska prace.



1.1 Cil prace

Cilem této prace je nalézt optimalni podminky pro stanoveni stopovych
mnozstvi 5-nitrochinolinu (5-NQ) ve vodném prostiedi s vyuZitim meniskem
modifikované stfibrné tuhé amalgamové elektrody (m-AgSAE). Tato elektroda
predstavuje vhodnou netoxickou nahradu k pfevazné pouzivanym elektrodam

rtutovym.

Pro stanoveni 5-NQ bylo pouzito techniky diferen€ni pulsni voltametrie
(DPV) a DC voltametrie na m-AgSAE. Tato elektroda byla dale vyuzita ve FIA
jako elektrochemicky sensor.

Tato prace volné navazuje na diplomovou praci Mgr. Ivana Jiranka °,

"Polarografické a voltametrické stanoveni 5 - nitrochinolinu®, ve které byly
studovany elektrochemické vlastnosti 5-NQ ve smiSeném vodné&-methanolickém

prostredi.



1.2 Studovana latka

5-nitrochinolin je za laboratorni teploty svétle Zluta a jemné krystalicka
slou¢enina. Je dobfe rozpustna ve vodé. Jeho fyzikalné-chemické viastnosti

a dalSi charakteristiky jsou v Tab. 1.1.

Strukturni vzorec:

NO2z

Tab. 1.1
Fyzikalné-chemické vlastnosti a dalSi charakteristiky 5-NQ.
C.A. S. Name: 5- Nitroquinoline
C. A.S. Registry Number: 607-34-1
Sumarni vzorec: CoHsN20,
Mr 174,16
Bod tani: 71-73°C

1.3 Vyskyt, vlastnosti a biologické uc¢inky chinolinu a jeho
nitroderivatu

Chinolin a jeho nitro a aminoderivaty patfi mezi latky s pomérné Sirokym
vyuzitim. Tvofi zaklad €etnych alkaloid(l, jsou soucasti komeréné vyrabénych
léCiv, naSly uplatnéni jako soucast analytickych cinidel, barviv a pfipravkQ
pouzivanych v zemédélstvi .'

Chinolin je v organismu metabolizovan na chinolin-1-oxid za katalyzy
cytochromu P-450 a monooxidazy. Po aktivaci enzymy muzZe chinolin plUsobit
jako hepatokarcinogen. MGZe dojit k navazani na nukleovou kyselinu."
Uginkem chinolinu byly vyvolany zmény oéni ocky a degenerativni zmény oéni
sitnice. ' Pasobeni chinolinu na mofské fasy inhibuje jejich fotosyntézu. '°



5-NQ mlze zplsobit podrazdeni pokozky a ocni sliznice. Po pozieni
zpUsobuje podrazdeni zazivaciho Ustroji nebo dychaciho Ustroji. 5-NQ je
mutagenni latka. Kompletni toxikologické vlastnosti 5-NQ jsou pfedmétem
dalsiho studia '®.

Na druhou stranu je vyznamné pouzZiti chinolinu a jeho derivatd ve
farmaceutickém pramyslu. 5-NQ byl napfiklad studovan také jako mozny lék

proti rakoving 1718,

1.4 Metody stanoveni 5-NQ

Polarografii nitrochinolin(i a jejich derivat se zabyval Tachibana a kol. ’

U 35 rlznych nitrochinolin(i a jejich derivatll zméfili palvinové potencialy. Poté
se zabyvali vztahem mezi hodnotou pllvinového potencidlu a chemickou
strukturou latek. Pfi studiu mechanismu redukci nitrochinolini a jejich derivatu
bylo zjisténo, ze prvni dobie definovana vina spojena s vyménou 4 elektront
byla pozorovana od -0,1 V az k -0,5 V a odpovida redukci nitroskupiny na
hydroxylaminovou skupinu u vS8ech méfenych nitrochinolini. Dal$i dvé viny,
které jsou spojeny s dalSi redukci na aminoskupinu a deoxidaci N-oxid skupiny
(u derivatl s N-oxid skupinou) jsou vyrazné vzdaleny od prvni a dochazi u nich
k vyméné dvou elektron(i. Redukéni potencialy jsou silné zavislé na pH. ’

Chinolinovy skelet je také elektrochemicky redukovatelny, ale obtiznégji
nez NO, skupina 5-NQ '®?*. Dochazi u né&j k redukci na dihydro a v druhém
kroku na tetrahydrochinolin ve dvou dvouelektronovych vinach. 2!

Dale jsou znama méfeni H-NMR a C13-NMR spektra sedmi polohovych
isomert nitrochinolinu véetné 5-NQ a odpovidajicich N-oxid(i, ktera byla
zméfena v ramci studie chemické karcinogenity a mutagenity. 2

5-NQ byl spolu se skupinou nitrovanych polyaromatickych sloucenin
detegovan HPLC v mobilni fazi acetonitri-voda na reverzni fazi. Byly
porovnavany tfi druhy detekce: diodové pole (UV/VIS), fluorescenéni a
chemiluminiscencni. S diodovym polem bylo dosazeno detekéni limitl mezi 2
az 12 ng vstiiknuté latky. Fluorescenéni a chemiluminiscenéni dekce
vykazovala vétsi citlivost a senzitivitu, bylo dosazeno mezi detekce 10 az 15 pg

pro monosubstituované nitroslouéeniny. 2
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Plynovou chromatografii byly studovany retenéni charakteristiky 56
nitrovanych aromatickych slouéenin véetné 5-NQ s pouzitim modifikované
kfemenné kapilary. %’

Plynovou chromatografii byly pfi analyze nitrovanych polyaromatickych
slouéenin v&etné 5-NQ hodnoceny odezvy chemiluminiscenéniho detektoru

a porovnavany s detektorem plamenové-ionizaénim a hmotnostnim.
Detektor mél linearni odezvu na vétSinu mérenych latek do 100 ng az 50 pg. Byl
vypracovan model, ktery pfedpovidal chovani téchto latek na SE-52. Plynovy
chromatogram s chemiluminiscenéni detekci specifickou na NO; skupiny
ukazal, ze fada nitrosloucenin byla pfitomna ve vzorcich ze zplodin dieselovych
motor. 2

Bylo provedeno stanoveni raznych nitrovanych polyaromatickych
slouéenin véetné 5-NQ plynovou chromatografii na kifemenné kapilafe
s termoionizaénim detektorem selektivnim na N a P ve vytaZcich ze spalovani
dieslovych motor(. Vzorky pro stanoveni byly déleny HPLC. Pokusné bylo
stanoveno 45 ruznych latek. DosaZené detekéni limity se pohybuji v rozmezi
0,2 az 0,5 ppm.?®

Smés nitrovanych polyaromatickych slouéenin véetné 5-NQ byla délena
pomoci tenkovrstvé chromatografie na polyetylen-tereftalatovém filmu.°

Pro rozdéleni miligramovych mnozstvi organickych polarnich latek, mezi
nimi 5-NQ, byla vyvinuta metoda extrakce na tuhou fazi na kolonkach plnénych

silikagelem s vazanou kyanopropylovou skupinou. 3!
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2. EXPERIMENTALNI CAST

2.1. Reagencie

Zasobni roztok 5-NQ o koncentraci 1.10° mol.I" byl pfipraven
rozpusténim 0,0175 g Cisté latky (99%, Aldrich) ve 100 ml deionizované vody za
pomoci ultrazvukové lazné. Roztoky o nizSich molaritdch byly pfipravovany
pfesnym fedénim zasobniho roztoku deionozovanou vodou. V8echny roztoky
byly uchovavany ve tmé za laboratorni teploty.

DalSi pouzité chemikalie: kyselina borita, kyselina octova, kyselina
fosforeéna, hydroxid sodny, chlorid draselny — &istota p.a., Lachema Brno, CR.

Brittonovy-Robinsonovy tlumivé roztoky o pfislusném pH byly pfipraveny
smisenim 0,2 molI" NaOH s roztokem obsahujicim kyselinu boritou,
fosforeénou a octovou, kazdou o koncentraci 0,04 mol.I"". Pfesna hodnota pH
byla méfena digitalnim pH metrem Jenway (Jenway, Essex, Velka Britanie)
s kombinovanou sklenénou elektrodou.

Boratovy pufr o koncentraci 0,05 mol.I" byl pfipraven rozputénim

19,108 g Na;B407.10 H;0, v 1 | deionizované vody a upravou pH na 9
pridavkem 0,1 mol.I"* HCI.

Pro pfipravu vodnych roztokl byla pouzivana deionizovana voda
(Millipore, Milli-Q plus systém, Millipore, USA).

2.2. Aparatura

Pri voltametrickych technikach, diferenéni pulsni voltametri a DC
voltametrii, byla pouzita sestava Eco-Tribo Polarograf se softwarem PolarPro
verze 2.0, (EcoTrend Plus), Praha. Software pracoval v operaénim systému
Windows 3.11
(Microsoft Corp.).

Jednotliva méreni byla provadéna ve tfielektrodovém zapojeni, kdy byla
jako referentni pouzita elektroda argentchloridova typu RAE 113 (1 mol.I'' KCl,
Monokrystaly, Turnov) a jako pomocna elektroda byla pouzita platinova

dratkova elektroda (Monokrystaly, Turnov).
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Pfi DPV byly na elektrody vkladany pulsy o Sifce 100 ms a modulaéni
amplitudé -50 mV. Pfi technice DPV i DCV byla pouzita rychlost narlstu
potencialu 20 mV.s™.

Pfi méfenich s FIA aparaturou byl elektrochemicky wall-jet detektor
(viz Obr. 2.1) tvofen prepadovou nadobkou napinénou nosnym roztokem,
s pracovni elektrodou pevné fixovanou proti usti vytokové teflonové trubicky
z FIA aparatury. Jako pracovni elektroda byla pfi FIA s elektrochemickou detekci
pouzita meniskem modifikovana stfibrna amalgamova elektroda. Jednotliva
méreni byla provadéna stejné jako u polarografie a voltametrie v tfielektrodovém
zapojeni s referentni argentchloridovou elektrodou. Jako pomocna byla pouzita
platinova dratkova elektroda. Dale byla pouzita linearni pumpa (Laboratorni
pfistroje, Praha). Pro elektrochemickou detekci byl pouzit amperometricky
detektor ADLC 2 (Laboratorni pfistroje, Praha). Pro spektrofotometrickou detekci
byl pouzit detektor LCD 2083 (ECOM, Praha). Kyveta méla optickou drahu
5 mm. Vystupni napéti odpovidalo 5V na 1 A.U. (1 mV = 2.10* A.U.). Signal byl
sledovan pfi vinové délce A = 220 nm. Pro sbér dat s frekvenci 4,17Hz
(tj. 250 krat / 1 min) pouzit software CSW32 verze 1.4.11.06 (DataApex, Praha).

Spektrofotometricka méfeni byla provadéna na pfistroji Pye-Unicam
SP8-400 UV/NVIS spectrophotometer (Cambridge, Velka Britanie) v kfemennych

kyvetach mérné tloustky 1 mma 1 cm.
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Obr. 2.1
Elektrochemicky ,wall jet“ detektor. 9

2.2.1. Pouzita pracovni elektroda

Pro studium chovani 5-NQ byla pouzita meniskem modifikovana stfibrna
tuha amalgamova elektroda (m-AgSAE). Byla pouzivana AgSAE ¢&. 2-05-16
vyrobena firmou EkoTrend plus, Praha. Primér amalgamového disku elektrody
byl 0,413 mm.
Pfi méfeni metodou FIA byla jako pracovni elektroda pouzita pevna velkoplo$na
stfibrna amalgamova elektroda modifikovana rtufovym meniskem (m-AgSAE).
Primér amalgamového disku byl 2,47 mm.
Oba tyto typy elektrod byyl vyvinuty v laboratofi UFCH JH AV CR *
Elektrochemicka pfiprava elektrod byla provadéna v souhlasu s postupem
doporuéenym v navodech patficich ke komeréné vyrabénym elektrodam.
V ramci méfeni byly provadény s elektrodou tfi nasledné operace, kterymi byl
obnovovan povrch elektrody.

Amalgamace: Ponofenim elektrody do kapalné rtuti asi na 15 s se
obnovil cely meniskus. Amalgamace byla provadéna vzdy asi po jednom tydnu

nebo po dlouhodobém preruseni prace.
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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 &isténi povrchu elektrody. Aktivace
byla provadéna po amalgamaci, pfi pasivovaném povrchu elektrody a pfi
preruseni prace po dobu delSi nez jednu hodinu.

Regenerace: Tato operace byla provadéna v méifeném roztoku pfi
soucasném bublani dusikem. Na elektrodu byl stfidavé vkladan kladné;jsi
potencial E;, a zaporné;jsi potencial Es, v intervalech 0,1 s po dobu 30 s.

Hodnoty E;, a Ey, byly uréeny experimentalné tak, aby bylo dosazeno co
nejlep$i opakovatelnosti vysky pik(. Zpravidla se nachazeji uvnitf dostupného
potencialového okna. Mohou se liSit v zavislosti na slozeni zakladniho
elektrolytu a stanovované latky. Hodnoty potencidlll Ej, a Egn pouzivané

v pfipadé studovaného 5-NQ, jsou pro jednotliva pH uvedeny v Tab. 2.1.
Tab. 2.1
Experimentalné nalezené optimalni hodnoty regeneracnich potenciali pro

m-AgSAE v prostredi BR pufru pro jednotliva pH.

oH Ein Efin
[mV]  [mV]
2 200 -1000
3 1560 -1150
4 150 -1150
5 100 -1200
6 100 -1200
7 100 -1200
8 0 -1300
9 0 -1400
10 -50 -1400
11 -50 -1600
12 -50 -1600
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2.3. Pracovni postupy

Pfi voltametrickych méfenich bylo do odmérné barnky na 10 ml
odpipetovano 1 ml roztoku 5-nitrochinolinu o pfisluSsné koncentraci a roztok byl
dopinén po znacku BR pufrem o pfislusném pH. Slepy roztok byl vzdy
pfipraven odpipetovanim 1 ml deionizované vody a 9 ml BR pufru.

Takto pfipraveny roztok byl po promichani pfeveden do polarografické
nadobky a zbaven kysliku pétiminutovym probublavanim dusikem. Poté byl
proveden zaznam voltametrické kfivky. Pfed kazdym dalSim zaznamem byl
roztok 30 s probublavan. V8echny kfivky byly zméfeny tfikrat. VSechna méreni
probihala za laboratorni teploty.

Pfi stanoveni metodou FIA byl nejprve nosny roztok, 0,05 mol.I"
boratovy pufr o pH 9, pfed nasatim do Eerpadla probublavan dusikem. Pfi
nasavani nosného roztoku do linearniho ¢erpadla byl dusik zavadén nad roztok.
V Eerpadle byl roztok zbaven zbylého dusiku vytvofenim podtlaku a naslednym
vypusténim uvolnéného plynu. Dusikem byl probublavan také prostor
elektrochemického detektoru, b&€hem analyzy bylo bublano nad roztok. Vzorky
byly pfed nadavkovanim probublany 5 min dusikem.

Absorpéni maximum pro spektrofotometrickou detekci A = 220 nm bylo
zvoleno ze spektra 1.10”° mol.I"! 5-NQ v deionizované vodé.

Pro davkovani vzork( byla pouzita sklenéna injekéni stfikacka o objemu
2 ml a 10 ml. Po pfipravé vzorku o dané koncentraci byl vzorek probublan 5 min
dusikem. Poté byl roztok davkovan pomoci Sesticestného ventilu.

Jednotliva méfeni byla nejméné tiikrat opakovana. Pfi méfeni
kalibranich zavislosti byl vzorek Sesticestnym ventilem davkovan v pravidelnych
intervalech. VSechna méreni byla provadéna za laboratorni teploty.

Mez stanovitelnosti Lqs byla u vSech méfeni pocitana s pomoci programu
ADSTAT, ktery ji pocita jako nejmensi hodnotu signalu, pro kterou je relativni
smérodatna odchylka predikce z kalibraéniho grafu dostate€né mala a rovna
gislu 0,1 3. Ve vybranych pfipadech byla tato Lg; porovnavana s mezi
stanovitelnosti Lq ziskanou jako koncentraci 5-NQ, jejiz proudova odezva ma

hodnotu desetinasobku smérodatné odchylky ziskané pro vySku piku pfi deseti

cvwys
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Pro vypocet statistickych parametri (s, RSD) na hladiné vyznamnosti 0,95 byl

pouzit Microsoft Excel (Microsoft. Corp.).

2.4. Stalost zasobniho roztoku 5 — nitrochinolinu

Stalost zasobniho roztoku studované latky o koncentraci 1.10 mol.I”
byla sledovana spektrofotometricky v kiemennych kyvetach o mérné tloustce 1
mm. JelikoZ hodnota A pfi Amax = 220 nm byla cca 2,7, tedy v oblasti, kde jiz
spektrofotometr neposkytuje zcela spolehlivé vysledky, byla stalost zasobniho
roztoku studované latky sledovana soucasné i pfi nafedéni. K tomuto ucelu byl
kazdy den méfeni stalosti zasobni roztok nafedén na koncentraci 1.10° mol.I”
a stalost sledovana spektrofotometricky v kiemennych kyvetach o mérné
tloustce 1 cm. Referentni kyveta byla naplnéna deionizovanou vodou.
Absorbance zasobniho roztoku byla mérena pfi vinové délce, kde méla
studovana latka absorb&ni maximum (4 =220 nm, € = 2,2.10” dm®>mol™*.cm™).
Vysledky sledovani stalosti zasobniho roztoku jsou uvedeny v Tab. 2.2.

Z vysledkl vyplyva, Ze zasobni roztok 5-nitrochinolinu ve vodé je pfi
uchovani ve tmé a za laboratornich podminek staly po dobu nejméné 3 mésica.
Viz Obr. 2.2.

04 -
0,3 A
A 0,2 -
0,1 4
0 T T T T
180 230 280 330 380
A [nm]
Obr. 2.2

Absorpéni spektrum roztoku 5-NQ (¢ = 1.10°° mol.I'") ve vodé. Méfeno proti
deionizované vodé v kfemennych kyvetach o mémé tloustce 1 cm.
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Tab. 2.2
Spektrofotometrické studium stalosti zasobniho roztoku 5-NQ o koncentraci

1.10° mol.I" v 1 mm kyvetach a o koncentraci 1.10° mol.r" v 1 cm kyvetach pii
A=220 nm. Ciselné hodnoty udéavaji absorbanci analyzovaného roztoku a
relativni hodnotu  koncentrace v % proti hodnoté koncentrace Ccerstve

pfipraveného roztoku.

Absorbance analytu o,

Dny

1.10° 1.10° 1.103 1.10°
¢ [mol.I"] c [mol.I"] c [mol.I"] c [mol.I"]

1 2,660 0,353 100,0 100,0
2 2,786 0,354 104,7 100,3
3 2,693 0,355 101,2 100,6
5 2,728 0,379 102,6 107,4
8 2,724 0,371 102,4 105,1
30 2,745 0,369 103,2 104,5
90 2.732 0.362 102.7 103.9
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3. VOLTAMETRICKE STANOVENI 5 - NITROCHINOLINU NA
STRIBRNE TUHE AMALGAMOVE ELEKTRODE

3.1 DPV

3.1.1 Vliv pH

Vliv pH na chovani 5-nitrochinolinu (¢ = 1.10* mol.I"") pii DPV na
m-AgSAE byl sledovan v prostfedi BR pufru o pH 2,0 az 12,0. Pfi pH 2,0
poskytuje latka jeden pik. Pfi pH 3,0-9,0 poskytuje latka jesté druhy pik a pfi pH
10,0-12,0 poskytuje latka tieti pik. Z analogickych studii 7 Ize predpokladat Ze
prvni pik je dusledkem redukce:

ArNO, + 4e” + 4H" — ArNHOH + H,0.

Druhy pik je disledkem redukce:

ArNHOH+ 2e+ 2H*— ArNH, + H,0

Treti pik zfejmé odpovida redukci chinolinového skeletu.

Zaznamenané voltametrické kfivky ukazuje Obr. 3.1 a Obr. 3.2. Vyska
prvniho piku byla vyhodnocena od spojnice minim po obou stranach piku a
vy$ka druhého piku od linie prodluzujici pribéh voltamogramu . Oba zpUsoby
jsou pro voltamogram nameéfeny pfi pH 4 znazornény na Obr. 3.1.

Metodou linearni regrese byl pro zavislost potencialu piku E, na pH
v roztoku (viz Obr. 3.3) v rozmezi pH 2,0- 8,0 pro potencial prvniho piku Epq
a v rozmezi 5,0- 12,0 pro potencial druhého piku Ep, vypocten vztah:
pro prvni pik: Eps [mV] = -65,857 pH + 29,19 (korelaéni koeficient 0,9902)
pro druhy pik: Epz [mV] = -75,300 pH — 493,5 (korelaéni koeficient 0,9958).

Zjisténé zavislosti potencialu pikd Ep a proudu pikd I, na pH roztoku jsou
uvedeny v Tab. 3.1. Zavislost /, na pH na Obr. 3.4. Z tohoto obrazku je ziejmé,
Ze s rostoucim pH se zvys$uje proud.

Jako optimalni bylo zvoleno prostiedi BR pufru o pH 9. V tomto prostfedi
latka poskytovala nejvysSi a nejlépe vyvinuty pik.

Poté bylo provedeno méfeni roztoku 5-nitrochinolinu v prostiedi
0,05 mol.I"" boratového pufru o pH 9. Tento krok byl proveden pro zjednoduseni

zakladniho elektrolytu, protoze BR pufr obsahuje jako jednu ze sloZzek kyselinu
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boritou. Latka poskytla stejnou voltametrickou kfivku, jako v BR pufru o pH 9,
proto byl tento pufr dal pouzivan.

3.1.2. Koncentracni zavislosti

Koncentraéni zavislosti pro 5-nitrochinolin byly proméfeny metodou DPV
na
m-AgSAE v prostiedi 0,05 mol.I" boratového pufru o pH 9 v koncentraénim
rozmezi
(4-10).10° mol.I" a (2-10).10°mol.I". Graficky jsou tyto kalibradni kfivky
znazornény na Obr. 3.5.

Byly zvoleny regeneracni potencialy E;, = 0 mV a Eg, = -1400 mV a pfi
téchto méfenich byl sledovan pouze prvni pik, nebot negativné&jsSi piky jsou
niz8i, méné opakovatelné a tudiz analyticky hife vyuzitelné. Graf zavislosti
vysky piku I, na koncentraci 5-NQ (2-10)° mol.I" je na Obr. 3.6 a grafické
znazornéni [, na koncentraci
5-NQ (4-10)°® mol.I" je na Obr. 3.7. Zavislost vysky pikG na koncentraci je
linearni v celém méfeném rozsahu. Parametry kalibraénich zavislosti jsou
uvedeny v Tab. 3.2.

Uréeni opakovatelnosti vysky pikll pfi pouZitém rezimu bylo provedeno
(c = 4.10° mol.I'"). Vyska /, je rovna ( -3,91 £ 0,35) nA; hodnota RSD = 8,89 %.
Z hodnoty s byl vypogitan Lqz, ktery je 2,7.10° mol.I'". Mez stanovitelnosti Lqs
vypocitana programem ADSTAT je fadové srovnatelna a jeji hodnota je
6,9.10° mol.I"". Viz Tab. 3.2.
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Obr. 3.1
Voltamogramy 5-NQ (¢ = 1.10™ mol.I'') mérené technikou DPV na m-AgSAE
v prostiedi BR pufru o pH 2,0 (1); 3,0 (2); 4,0 (3),; 5,0 (4); 6,0 (5); 7,0 (6).
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-1200
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Obr. 3.2
Voltamogramy 5-NQ (¢ = 1.10™ mol.I'') mérené technikou DPV na m-AgSAE
v prostredi BR pufru o pH 8,0 (1); 9,0 (2); 10,0 (3); 11,0 (4); 12,0 (5).
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Tab. 3.1

Viiv pH na DPV voltamogramy 5-NQ (c = 1.10* mol.I'"') na m-AgSAE v prostfedi

BR pufru.
Ep' Ep’ Ep° Ip’ Ip? Ip°
pH (mV] (mV] [mV] [nA] [nA] [nA]
2 -100 -2 -2 65,03 - -2
3 -155 b - -84,81 > -
4 -245 L 2 -94,87 . -~
5 -314 -924 -2 9225  -36,45 -2
6 -372 -966 -2 -90,52 -39,6 -2
7 -417 -1014 - -111,5  -46,39 -
8 -534 -1104 -2 -102,7  -54,19 -
9 -554 -1168 2 -124,2 -53,42 -2
10 -596 -1255 b -116,2  -45,33 b
11 -605 -1315 1489  -1286  -49,24  -94,44
12 610 -1416  -1548 -116 60,43  -91,44
-2 pik neni pfitomen, -° - pik $patné vyhodnotitelny
1123 _ indexy vztahujici se k prvnimu, druhému a tietimu piku
-1600 .
3 [ J
E[mV] 2
1200 F
-800 |
1
A A A A A
-400 -
4 6 8 10 12
pH
Obr. 3.3

Z4vislost potencialu piku E, 5-NQ (¢ = 1.10™ mol.I'') na pH roztoku, méfeno

technikou DPV na m-AgSAE v prostiedi BR pufru. 1- prvni pik; 2- druhy pik;

3- treti pik.
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Obr. 3.4
Zavislost proudu piku I, 5-NQ (¢ = 1.10 mol.I'") na pH roztoku, méfeno
technikou DPV na m-AgSAE v prostiedi BR pufru.1- prvni pik; 2- druhy pik; 3-
treti pik.
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Obr. 3.5
Voltamogramy 5-NQ meérené technikou DPV na m-AgSAE v prostredi
boratového pufru o pH 9,0. Koncentrace (5-NQ) [mol.I"]: 0 (1); 4.10° (2); 6.10°
(3); 8.10°C (4); 1.10° (5); 2.10°° (6); 4.10° (7); 6.10°° (8); 8.10°(9); 1.107(10).
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Obr. 3.6
Zavislost proudu piku I, na koncentraci 5-NQ v rozmezi (2-10).1 0°. Méreno
technikou DPV na m-AgSAE v prostredi boratového pufru o pH 9.
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Obr. 3.7
Zavislost proudu piku I, na koncentraci 5-NQ v rozmezi (4-10).1 0. Méreno
technikou DPV na m-AgSAE v prostfedi boratového pufru o pH 9.

24



Tab. 3.2

Parametry kalibradnich zavislosti 5-NQ v rozmezi (4-10).10° a (2-10) . 10°
mol.I'". Méfeno technikou DPV na m-AgSAE v prostredi boratového pufru

o pH 9.

Koncentrace Usek | Smérnice | Korelaéni La1 La2

[mol.I"] [nA] | [nA.mol.l]| koeficient | [mol.I"] [mol.I"]

(2-10). 10° | -1,58 | -1,12.10° | 0,9978 - -

(4-10) . 10°® 1,36 | -1,30.10° 0,9928 6,9.10° 2,7.10°
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3.2.DCV

3.2.1. Vliv pH

Vliv pH na chovani 5-nitrochinolinu (¢ = 1.10* mol.I'') pii DCV na
m-AgSAE byl také sledovan v prostiedi BR pufru o pH 2,0 az 12,0. P¥i pufru
o pH 2,0-3,0 poskytuje latka jeden pik. Pfi pH 4,0-10,0 poskytuje latka jesté
druhy pik a pfi pH 11,0-12,0 poskytuje latka tfeti pik. Tyto tfi piky ziejmé
odpovidaji elektrodovym déjim popsanym v pfedchozi podkapitole. V§echny
piky byly vyhodnoceny od linie prodiuzujici pribéh voltamogramu pied patou
prvniho piku, stejné jako je naznaeno na Obr.3.9 pro pH 11. Zaznamenané
voltametrické kfivky ukazuje Obr. 3.8 a Obr. 3.9.

Metodou linearni regrese byl pro zavislost potencialu piku E, na pH
(viz Obr. 3.10) v roztoku v rozmezi pH 2,0- 8,0 pro prvni potencial prvniho piku
Epra vrozmezi 5,0- 12,0 pro potencial druhého piku Ep; vypoéten vztah:
pro prvni pik: Ep1 (mV) =-72,964 pH + 14,321 (korelaéni koeficient 0,9948)
pro druhy pik: Ep, (mV) =-75,107 pH — 500,89 (korelaéni koeficient 0,9950).

Zjisténé zavislosti potencialu pikd E, a proudu pikl /, na pH roztoku jsou
uvedeny v Tab. 3.3. Zavislost I, na pH je graficky znazornéna na Obr. 3.11.
Stejné jako u DPV je i zde ziejmé, Ze se vzrlstajicim pH dochazi k narustu
proudu.

Jako optimaini bylo zvoleno prostfedi BR pufru o pH 9. V tomto prostredi
latka poskytovala nejvyssi a nejlépe vyvinuty pik.

Poté bylo provedeno méieni roztoku 5-nitrochinolinu v prostiedi
0,05 mol.I" boratového pufru o pH 9, kdy latka poskytovala obdobny signal jako
v BR pufru.

26



3.2.2. Koncentraéni zavislosti

Koncentraéni zavislosti pro 5-nitrochinolin byly promé&feny metodou DCV
na m-AgSAE v prostiedi boratového pufru o pH 9 v koncentraénim rozmezi
(4-10).10° mol.I" a (2-10).10°mol.I"". Pro ilustraci jsou na Obr. 3.12 graficky
tj. (4-10).10° mol.I"". Analogicky jako u DPV byl sledovan vzdy prvni pik. Graf
zavislosti proudu piku /, na koncentraci 5-NQ (2-10)° mol.I" je na Obr. 3.13 a
grafické znazornéni /, na koncentraci 5-NQ (4-10)® mol.I'" je na Obr. 3.14.
Zavislost vysky piki na koncentraci je linearni v celém méfeném rozsahu
koncentraci. Parametry kalibraénich zavislosti jsou uvedeny v Tab .3.4.

Uréeni opakovatelnosti vysky pikQ pfi pouzitém reZimu bylo provedeno
(c =4.10° mol.I"). Vyska I, je rovna (3,89 + 0,46) nA; hodnota RSD = 11,85 %.
Dosazené meze stanovitelnosti jsou téméf shodné pro metodu vypoétu pomoci
programu ADSTAT (Lqs = 2,9.10° mol.I'") a z uréené smérodatné odchylky
(L2 = 3,4.10° mol.I'"). Viz Tab. 3.4.

I[I’IA] -150

-100 1

-50

Obr. 3.8

Voltamogramy 5-NQ (¢ = 1.10 mol.I') méfené technikou DCV na m-AgSAE
v prostredi BR pufru o pH 2,0 (1); 3,0 (2); 4,0 (3); 5,0 (4); 6,0 (5); 7,0 (6).
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Obr. 3.9

Voltamogramy 5-NQ (c = 1.10™ mol.I") mérené technikou DCV na m-AgSAE
v prostfedi BR pufru o pH 8,0 (1); 9,0 (2); 10,0 (3); 11,0 (4); 12,0 (5).

Tab. 3.3

Viiv pH na DCV voltamogramy 5-NQ (¢ = 1.10™ mol.I'') na m-AgSAE v prostiedi
BR pufru.

H Ep1 Epz Ep3 |p1 |p2 |p3
P [mV] [mV] [mV] [nA] [nA] [nA]
2 -158 2 -2 -68,38 - -2
3 -221 > 2 -84,28 > 2
4 -320 > 2 -113,60 » R
5 -389 > -2 -112,50 » .
6 -455 -966 2 9231 -396 .
7 -509 -1014 R 97,77  -46,39 R
8 -602 -1104 2 97,05  -54,19 ~2
9 -638 -1168 R 1204  -53,42 R
10 -659 -1255 - -8421  -4533 2
11 -659 -1315 S 9549  -49,24 >
12 -662 -1416 1548  -82,93 60,43  -9144

-2 . pik neni pfitomen, -° - pik $patné vyhodnotitelny

.23 _ indexy vztahujici se k prvnimu, druhému a tietimu piku
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Obr. 3.10
Zavislost potencialu piku E, 5-NQ (c = 1.1 0 mol.r") na pH roztoku, méfeno
technikou DCV na m-AgSAE v prostredi BR pufru. 1- prvni pik; 2- druhy pik;

3- treti pik.
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Obr. 3.11

Zavislost proudu piku I, 5 NQ (c = 1.10"*) na pH roztoku, méreno technikou
DPV na m-AgSAE v prostiedi BR pufru. 1- prvni pik; 2- druhy pik; 3- treti pik.
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Obr. 3.12
Voltamogramy 5-NQ mérené technikou DCV na m-AgSAE v prostredi
boratového pufru o pH 9,0. ¢ (5-NQ) [mol.']: 0 (1); 4.10° (2); 6.10° (3); 8.10°°
(4); 1.10° (5).
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Obr. 3.13
Zavislost proudu piku I, na koncentraci 5-NQ v rozmezi (2-10). 10° mol.I".
Meéreno technikou DCV na m-AgSAE v prostredi boratového pufru o pH 9.
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Obr. 3.14
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Zavislost proudu piku I, na koncentraci 5-NQ v rozmezi (4-10). 10 mol ..

Méreno technikou DCV na m-AgSAE v prostiedi boratového pufru o pH 9.

Tab. 3.4

Parametry kalibraénich zévislosti 5-NQ v rozmezi (4-10).10° a (2-10) . 10°

mol.I". Méreno technikou DCV na m-AgSAE v prostfedi boratového pufru

opH?Y.
Koncentrace | Usek | Smérnice | Korelaéni La+ La2
[mol.I""] [nA] | [mA.mol.l}| koeficient | [mol.I"] [mol.I"]
(2-10).10° | g | -1.24.10° 0,9975 - -
(4-10) . 10° 1,3 -1,33.10° 0,9993 2,9.10° 3,4.10°




4. STANOVENI 5-NITROCHINOLINU PRUTOKOVOU INJEKCNI
ANALYZOU

4.1 Optimalizace metody

Pro stanoveni 5-NQ v prutoku s elektrochemickou detekci na m-
AgSAE bylo pouzito prostiedi optimalizované pfi voltametrickych studiich,
ti. jako nosny elektrolyt byl pouZit 0,05 mol.I" boratovy pufru o pH 9. Pro
porovnani byl pouzit i UV detektor. Byl méfen vliv hodnoty potencialu viozeného
na pracovni elektrodu na odezvu elektrochemického detektoru.
Hydrodynamicky voltamogram je zaznamenan na Obr. 4.1. Jako optimalni byl
zvolen potencial -1,6 V. Pfi tomto potencialu byl méfeny pik nejvyvinutéjsi a
dobfe opakovatelny. Pfi zapornéjSich potencidlech pik klesne. Tento jev je
ziejmé zplsoben diky narlstu zakladniho proudu nosného elektrolytu.

Nasledné byl méren vliv pritokové rychlosti Q nosného roztoku na

odezvu elektrochemického a UV detektoru, viz Obr. 4.2 (zaznam
elektrochemického detektoru) a Obr. 4.3 (zaznam UV detektoru). Jako optimalni
priitokova rychlost byla zvolena rychlost 4 ml.min™. Pfi niz8ich rychlostech
velikost signalu klesala a piky byly Sirsi.

Dale byl méfen vliv davkovaného objemu (velikost davkovaci smy¢ky) na
odezvu elektrochemického a UV detektoru (viz Obr. 4.4 pro elektrochemicky
a Obr. 4.5 pro UV detektor). Jako optimalni byla zvolena smy¢ka o objemu
V = 0,1 ml, pfi dalSim objemu se signal elektrochemického ani UV detektoru jiz
vyrazné nezvysoval.

Poté byla proméfena opakovatelnost signalu elektrochemického
detektoru pfi nejvy$si pouzivané koncentraci 5-NQ (¢ =1.10"* mol.I'") pfi
zjisténych optimainich podminkach, tj. Eget=-16V, Q=4 ml.min™, smycka
o V= 0,1 ml, viz Obr. 4.6. Bylo davkovano 20 nastfikl v nejkrat§im mozném
sledu, cca kazdych 12 s, pfi tomto davkovani nedoslo k statisticky vyznamné
zméné odezvy detektoru. Statistické zpracovani odezvy elektrochemického
detektoru je uvedeno v Tab. 4.1. Hodnota RSD = 2,15 %, svéd&i o uspokojivé

opakovatelnosti signalu 5-NQ na m-AgSAE v pritoku.
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4.2 Koncentracni zavislost

Koncentraéni zavislosti 5-NQ byly proméfeny prutokovou injekéni
analyzou s elektrochemickou detekci na m-AgSAE a s UV detekci v prostiedi
boratového pufru o pH 9 (¢ = 0,05 mol.I"") v koncentraénim rozmezi (2-10).10°
mol.I" a (2-10).10° mol.I"". Graficky jsou tyto kalibraéni kfivky znazornény na
Obr. 4.7-4.12. Na Obr. 4.7 a na Obr. 4.10 je ziejmy velky zaporny Usek pro
odpovida velikosti zapornému piku, ktery se objevuje pfi nastfiku nosného
boratového pufru do FIA systému. Na UV detektoru podobny jev pozorovan
nebyl. Pritomnost zapornych pikl tedy ziejmé souvisi s kyslikem, ktery se
dostava postupem ¢&asu do zasobniku linearni pumpy. Pfi nadavkovani ¢erstvé
probublaného nosného elektrolytu dojde pfi detekci této nadavkované zény
k poklesu proudu pozadi. Parametry kalibraénich zavislosti pro stanoveni 5-NQ
pro elektrochemicky detektor jsou uvedeny v Tab. 4.2. a pro UV detektor jsou
uvedeny v Tab. 4.3. Pro UV detektor bylo dosazeno meze stanovitelnosti
Lot = 6,2.10° a pro elektrochemicky detektor Lot = 5,4.10°. Radové tak byly
dosazeny stejné vysledky, jako v diplomové praci ® kde jsou uvedeny meze
stanovitelnosti Lq1 = 3,0.10° pro UV detektor a pro elektrochemicky detektor
La1 =4,0.107%,
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Obr. 4.1

Zavislost signélu 5-NQ (c = 1.10* mol.I'") z elektrochemického detektoru s m-
AgSAE na viozeném potenciélu Eg: pii FIA. Nosny elektrolyt 0,05 mol.I’
boratovy pufr o pH 9, déavkovano 100 ul, pritokova rychlost 1 mlmin™.
Vyhodnoceno z vysky piku ..
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Obr. 4.2

Z4vislost signalu 5-NQ (c = 1.10™ mol.I') z elektrochemického detektoru

(Eget = -1,6 V) s m-AgSAE na pratokové rychlosti pfi FIA. Nosny elektrolyt

0,05 mol.I" boratovy pufr o pH 9, davkovano 100 ul. Vyhodnoceno z vysky piku

bp..
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Obr. 4.3

Zavislost signalu 5-NQ (c = 1.10* mol.I") z UV detektoru (1 = 220 nm) na
pritokové rychlosti pii FIA. Nosny elektrolyt 0,05 mol.I" boratovy pufr o pH 9,
davkovano 100 ul. Vyhodnoceno z vysky piku I,..
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Obr. 4.4

Z4vislost signélu 5-NQ (c = 1.10* mol.I'") z elektrochemického detektoru

(Edet = -1,6 V) s m-AgSAE na nadavkovaném objemu vzorku V pii FIA. Nosny
elektrolyt 0,05 mol.I" boratovy pufr o pH 9, priitokova rychlost 4 ml.min’.
Vyhodnoceno z vysky piku .
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Obr. 4.5

Zavislost signalu 5-NQ (¢ = 1.10* mol.I') z UV detektoru (A = 220 nm) na

nadévkovaném objemu vzorku V pii FIA. Nosny elektrolyt 0,05 mol.I" boratovy
pufr o pH 9, priitokova rychlost 4 ml.min™'. Vyhodnoceno z vysky piku lp.
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Obr. 4.6

Odezva elektrochemického detektoru (Eqet = -1,6 V) pfi opakovaném
nadavkovani vzorku. Stanoveni 5-NQ (¢ = 1.10” mol.I") pomoci FIA

s m-AgSAE. Nosny elektrolyt 0,05 mol.I'" boratovy pufr o pH 9, priitokova
rychlost 4 ml.min"", ddvkovany objem 100 .

36



Tab. 4.1.

Statistické vyhodnoceni stalosti odezvy elektrochemického detektoru

s m-AgSAE (Eget = -1,6 V) pro FIA stanoveni 5-NQ (c = 1.10* mol.I'"). Nosny
elektrolyt 0,05 mol.I" boratovy pufr o pH 9, pritokova rychlost 4,0 mi.min™,
davkovany objem 100 ul. Vyhodnoceno z vysky piku I,.

Pramér I, Sm. odchylka RSD
[nA] [nA] [%]
-2097,81 27,82 1,3
-350 | 6

I[nA]
-300 |

-250 -

-200

wl MMMMML M

b 1 1 " L
6 8 10
t [min]

-50

0

Obr. 4.7

Zaznam piku FIA stanoveni 5-NQ s elektrochemickou detekci (m-AgSAE,

Eget = -1,6 V) 0 koncentraci 0 (1), 2 (2), 4 (3), 6 (4), 8 (5) a 10 (6) . 10 mol.I".
Nosny elektrolyt 0,05 mol.I" boratovy pufr o pH 9, pritokové rychlost 4,0
ml.min*, davkovany objem 100 1. Vyhodnoceno z vysky piku Ip.
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Obr. 4.8

Kalibracni zavislost FIA stanoveni 5-NQ s elektrochemickou detekci
(m-AgSAE, Ege = -1,6 V) v koncentraénim rozmezi (2-10).10° mol.I". Nosny
elektrolyt 0,05 mol.I" boratovy pufr o pH 9, priitokova rychlost 4,0 mi.min™,
déavkovany objem 100 .
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Obr. 4.9
Kalibraéni zavislost FIA stanoveni 5-NQ s UV detekci (A = 220 nm)
v koncentracénim rozmezi (2-10).10°mol.I". Nosny elektrolyt 0,05 mol.I'"

boratovy pufr o pH 9, pritokova rychlost 4,0 ml.min™', ddvkovany objem 100 u .
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Obr. 4.10

Zaznam piku FIA stanoveni 5-NQ s elektrochemickou detekci (m-AgSAE,

Eget = -1,6 V) 0 koncentraci 0 (1), 2 (2), 4 (3), 6 (4), 8 (5) a 10 (6) . 10° mol.I".
Nosny elektrolyt 0.05 mol.I" boratovy pufr o pH 9, pritokové rychlost 4,0
ml.min’", dédvkovany objem 100 . Vyhodnoceno z vysky piku .
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Obr. 4.11

Kalibracni  zavislost FIA stanoveni 5-NQ s elektrochemickou detekci
(m-AgSAE, Eget = -1,6 V) v koncentradnim rozmezi (2-10).10° mol.I". Nosny
elektrolyt 0,05 mol.I" boratovy pufr o pH 9, pritokové rychlost 4,0 ml.min™,
davkovany objem 100 ul. Vyhodnoceno z vySky piku Ip.
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Obr. 4.12
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Kalibraéni zavislost FIA stanoveni 5-NQ s UV detekci (1 = 220 nm)

v koncentraénim rozmezi (2-10).10°° mol.r". Nosny elektrolyt 0,05 mol.I"’

boratovy pufr o pH 9, priitokova rychlost 4,0 mi.min™, davkovany objem 100 .

Vyhodnoceno z vysky piku .

Tab. 4.3.

Parametry kalibracnich zavislosti FIA stanoveni 5-NQ s elektrochemickou
detekci (m-AgSAE, E = -1,6V ) v koncentracnim rozmezi (2 - 10).10° mol.I" a
(2 - 10).10° mol.I". Nosny elektrolyt 0,05 mol.I" boratovy pufr o pH 9,

pritokova rychlost 4,0 mi.min™, davkovany objem 100 ul. Vyhodnoceno z vysky

piku I,
Oblast ) , Korelaéni
Smeérnice Usek o La1
koncentrace koeficient
[mol.I"] [nA.mol™.I] [nA] [---] [mol.I"]
(2-10).10° | -1,42.10' 0,27 0,9978 -
(2-10).10° | 2,65.107 -37,6 0,9975 54.10°
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Tab. 4.4.
Parametry kalibraénich zavislosti FIA stanoveni 5-NQ s UV detekci

(A = 220 nm) v koncentraénim rozmezi (2 - 10).10° mol.I'" a (2-10).10°°
mol.I". Nosny elektrolyt 0,05 mol.I" boratovy pufr o pH 9, pritokova
rychlost 4,0 ml.min”', dédvkovany objem 100 pl. Vyhodnoceno z vysky

piku 1.
Oblast Smami Usek Korelaéni .
mérnice se
koncentrace p koeficient Q1_1
y [nA.mol™.I] [nA] [mol.I'']
[mol.I''] [----]
(2-10).10° | 2,86.10* 0,00 0,9990 -
(2-10).10° | 3,05.10° 0,00 0,9931 6,2.10°
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5. Zaver a diskuse

Pri stanoveni 5-NQ pomoci DPV a DCV na m-AgSAE bylo zjisténo, zZe
latka poskytuje v zavislosti na hodnoté pH jeden az tii piky. Cilem prace byla
na pouzité m-AgSAE. Jako nejoptimalnéjsi bylo zvoleno prostredi 0,05 mol.I”
boratového pufru o pH 9.

Pfi stanoveni 5-NQ metodou pratokové injekéni analyzy na m-AgSAE
byly nalezeny optimalni podminky pro stanoveni : Potencial elektrochemického
detektoru —1,6 V, pritokova rychlost 4 ml.min”, objem pouzité smyé&ky 0,1 ml,

Meze stanovitelnosti, ziskané pomoci vypoétu programem ADSTAT pro
vSechny metody jsou shrnuty v Tab. 5.1. Zaroven jsou v tabulce uvedeny i
hodnoty L1 obsaZené v diplomové praci Ivana Jiranka.® Pfi srovnani vysledk(
meze stanovitelnosti metodou FIA bylo zjisténo, Ze fadové byly ziskany stejné
vysledky, nicméné prace v Cisté vodnych prostfedich je z hlediska zdravotnich

rizik pfijatelné;si.

Tab. 5.1
Srovnéni pouZitych technik a dosazenych vysledki pro stanoveni 5-NQ na
m-AgSAE.

Technika Mez stanov!1telnost|
[mol.I"']
DPV 6.9.10%
DCV 29.10°
elektrochemicky detektor 5.4.10°
FIA
UV detektor 6,2.10°
elektrochemicky detektor 4,0.10°
FIA ®
UV detektor 3,0.10°
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