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Abstrakt

Piedkladand diplomova priace se zabyva elektroanalytickym stanovenim
genotoxického 4-nitroindanu, ktery ftadime mezi nitrované polycyklické aromatické
uhlovodiky (NPAHy). Prekurzorem 4-nitroindanu je uhlovodik indan — jedna ze slozek
benzinu. NPAHy, jez vnikaji pfedevSim pii spalovacich procesech v benzinovych ¢i
dieslovych motorech, vykazuji n€kolikanasobné vétsi mutagenitu ¢i karcinogenitu nez jejich
matecné uhlovodiky, proto se analyza téchto nebezpecnych polutantl dostava do popiedi
moderni environmentalni analytické chemie.

Optimalni podminky pro stanoveni 4-nitroindanu byly hledany v pufrovanych vodné-
methanolickych prostiedich a probihajici elektrochemické piemény 4-nitroindanu byly
zkoumany pomoci DC voltametrie (DCV), diferen¢ni pulsni voltametrie (DPV) a cyklické
voltametrie na visici rtutové kapkové elektrodé¢ (HMDE) a rtutovym meniskem modifikované
stiibrné pevné amalgamové elektrodé¢ (m-AgSAE). Pro voltametricka stanoveni 4-nitroindanu
byly pouzity nasledujici techniky: DCV (mez stanovitelnosti (Lq) ~ 710® mol1™"), DPV (Lo~
11107 mol1™) a adsorp¢ni rozpoustéci voltametrie (AdSV; Lg ~ 7-10° mol1™") na HMDE a
DCV (Lo~ 1'107 molT") a DPV (Lg ~ 1'107 mol 1"") na m-AgSAE.

Aplikovatelnost nové vyvinutych polarografickych/voltametrickych metod stanoveni
4-nitroindanu byla ovéfena na modelovych vzorcich pitné a fi¢ni vody.

Jako optimalizaéni piedstupent budouciho vyvoje metody stanoveni 4-nitroindanu ve
smési s environmentalnimi markery NPAHU (2-nitrofluorenem, 3-nitrofluoranthenem a
I-nitropyrenem)  pomoci  vysokoucinné  kapalinové  chromatografie = (HPLC)
s elektrochemickou detekci byla vyvinuta ¢asov€ nenaro¢na metoda stanoveni modelové
smési téchto vybranych NPAHi technikou HPLC s UV-VIS detekci. Dosazena Lq Cinila pro
4-nitroindan 5107 moll' (vyhodnocovani z vysky piku) a 4107 moll' (vyhodnocovani

z plochy piku).



Abstract

Presented Diploma Thesis is focused on electroanalytical determination of genotoxic
4-nitroindane, one of the nitrated polycyclic aromatic hydrocarbons (NPAHs). A hydrocarbon
indane (a component of petrol) is a precursor of 4-nitroindane. NPAHs are produced all above
by combustion processes in gasoline and diesel engines. It has been shown that NPAHs can
be many times more mutagenic or carcinogenic than their parent PAHs, so the analysis of
these dangerous pollutants becomes important for modern environmental analytical
chemistry.

Optimal conditions for determination of 4-nitroindane have been investigated in
buffered water-methanolic solutions and electrochemical transformations of 4-nitroindane
have been studied by DC voltammetry (DCV), differential pulse voltammetry (DPV) and
cyclic voltammetry at a hanging mercury drop electrode (HMDE) and at a mercury meniscus
modified silver solid amalgam electrode (m-AgSAE). For voltammetric determination of
4-nitroindane, the following techniques were used: DCV (limit of quantification
(Lo) ~ 710 molT"), DPV (Lo~ 1'107 mol1™) and adsorptive stripping voltammetry (AdSV;
Lo ~ 710° mol1") at HMDE, and DCV (Lo ~ 11107 mol1") and DPV (Lo ~ 11107 mol I'") at
m-AgSAE.

The applicability of the newly developed polarographic/voltammetric methods of
determination of 4-nitroindane has been verified on model samples of drinking and river
water.

As an optimization pre-step for future development of the method for determination of
4-nitroindane in a mixture with environmental NPAH markers (2-nitrofluorene,
3-nitrofluoranthene, 1-nitropyrene) using high performance liquid chromatography (HPLC)
with electrochemical detection, a non-time consuming method was developed for the
determination of model mixture of these selected NPAHs using HPLC with UV-VIS
detection. For 4-nitroindane, the attained Lo was 57107 moll” (evaluated from peak height)

and 4107 mol1" (evaluated from peak area).
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1. Uvod

1.1 Shrnuti pfedchozi bakalaiské prace

Tato diplomova prace navazuje na piedchozi bakaldfskou praci nazvanou
,Polarografické stanoveni genotoxického 4-nitroindanu* a zaméfenou na polarografické
zkoumani a vyvoj metod stanoveni potencialné genotoxického 4-nitroindanu (4-NI) na
klasické kapajici rtutové elektrodé (DME) pomoci technik DC tast polarografie (DCTP)
a diferen¢ni pulsni polarografie (DPP). Cilem bakalaiské prace bylo nalézt optimalni
podminky pro polarografické stanoveni 4-NI, dosazeni co nejnizSich mezi
stanovitelnosti (Lq) polarografickych méfeni a jejich porovnani s UV-VIS
spektrofotometrickym stanovenim. Jako optimalni prostfedi pro DC Tast polarografické
stanoveni 4-NI v koncentraénim rozmezi 2'10° — 110 mol1" bylo zvoleno prostiedi
smési 0,01 mol1" HCI — methanol (1:1), kde 4-nitroindan poskytl nejvyssi vinu a Lo
stejném koncentracnim rozmezi i stanoveni 4-NI v prostfedi Brittontiv-Robinsontiv pufr
(BR pufr) o pH 12,0 — methanol (1:1); toto stanoveni ve srovnani s piredchozim
vykazovalo mensi citlivost a i vyssi hodnotu Lo 7107 mol ™.

Dale bylo jako soucast bakalaiské prace prostudovéno chovani 4-NI pfi
diferenc¢ni pulsni polarografii na klasické rtutové kapkové elektrode. Byly nalezeny
optimalni podminky pro jeho stanoveni v koncentraénim rozmezi 210”7 — 1:110™* mol 1.
Jako optimalni prostfedi zde byla zvolena stejna prostfedi jako u DCTP techniky.
Optimélnim prostfedim pro stanoveni 4-NI je smés BR pufr o pH 12,0 — methanol (1:1),
Déle bylo vypracovano stejnou technikou ve stejném koncentraCnim rozmezi
i stanoveni 4-NI v prostiedi 0,01mol1" HCI — methanol (1:1); toto stanoveni jevilo ve
srovnani s predchozim sice vysii citlivost, aviak hodnota Lo byla vyssi 2107 mol1™;

V ramci bakalarské prace bylo také provedeno srovnavaci stanoveni 4-NI
pomoci UV-VIS spektrofotometrie pii vinové délce 267 nm proti methanolu. Ly tohoto

stanoveni &inila 4107 mol 1.
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1.2 Cile diplomové prace

Néplni diplomové prace je tato predchozi méfeni rozsitit o voltametrickd méfent,
tj. o popis voltametrického chovani 4-NI a vyvoj novych voltametrickych metod jeho
stanoveni. Cilem prace je nalezeni optimalnich podminek pro stanoveni
4-NI na visici rtutové kapkové elektrodé (HMDE) pomoci technik DC voltametrie
(DCV) a diferen¢ni pulsni voltametrie (DPV) a na rtutovym meniskem modifikované

stiibrné pevné amalgamové elektrodé (m-AgSAE) pomoci technik DCV a DPV s cilem

cvwr

cvwr

technikou adsorpéni rozpoustéci voltametrie (AdSV) na HMDE.

Cilem prace je také aplikace v bakaldiské praci vyvinutych pulsnich
polarografickych a v diplomové praci nové vyvinutych voltametrickych metod pro
stanoveni 4-NI v modelovych vzorcich pitné a fi¢ni vody.

Predkladana diplomova prace si rovnéz klade za cil vyvinout casoveé nenaro¢nou
metodu stanoveni modelové smési  vybranych nitroderivatd  polycyklickych
aromatickych  uhlovodikli  (4-nitroindanu, 2-nitrofluorenu, 3-nitrofluoranthenu
a 1-nitropyrenu) technikou vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) s UV-VIS
detekci. Tato c¢ast diplomové prace byla vypracovavana béhem navazujiciho
magisterského studia analytické chemie vramci predmétu FVybérové praktikum
(MC230C05), jakozto ¢ast veénovana analytickym metoddm doplikovym

ke studovanym metodam elektrochemickym.

Diplomovou préaci jsem vypracovavala jako soucast dlouhodobého projektu
Katedry analytické chemie Ptirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze
zaméfeného na studium elektrochemickych vlastnosti a chovani genotoxickych

a karcinogennich latek.
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1.3 Studovana latka

Studovanou latkou je 4-nitroindan (obr. 1.3.1), ktery patfi mezi nitrované
polycyklické¢ aromatické uhlovodiky (NPAHy) a také se fadi mezi potencialné
genotoxicky a karcinogenné nebezpecné latky.'*

4-Nitroindan (CoHoNO;) je bild krystalickd latka srozsahem bodu varu
105 — 106 °C a bodu tani 41 — 43 °C; je dobfe rozpustny v methanolu a dalSich
organickych rozpoustédlech, ve vod¢ je rozpustny omezené. Jeho relativni molekulova
hmotnost M; je 163,17; C.A.S. registry number: 34701-14-9; C.A.S. name: 1H-indene,
2,3-dihydro-4-nitro-.

NO,

Obr. 1.3.1 Strukturni vzorec 4-nitroindanu

1.4 Vznik, vyskyt a vlastnosti NPAHu

Nitrované polycyklické aromatické uhlovodiky (NPAHy) se dostavaji do
popfedi z4jml environmentalistt, 1€kait, analytickych chemikli a Siroké vefejnosti
hlavn¢ z toho divodu, Ze u mnohych byla prokdzana mutagenita, karcinogenita nebo
mateéné polycyklické aromatické uhlovodiky (PAHy) (PAHy jsou latky obecnd
nebezpecné pro zivotni prostiedi 1 pro zdravi ¢loveéka. Jejich nebezpecnost je umocnéna
tim, ze jsou velmi stabilni a mohou se §ifit na velmi dlouhé vzdélenosti a ohroZovat
i uzemi odlehld od ptivodniho zdroje. Jsou to latky karcinogenni a ohrozujici zdravy
vyvoj plodu.)’, prestoze se vyskytuji v Zivotnim prostiedi v o ¥ad az dva niz§ich
koncentracich.” V Zivotnim prostiedi se vyskytuji v podob& par (NPAHy se 2 az 4
kruhy), vodnych fazi nebo vazané na pevnych ¢asticich (NPAHy se 4 kruhy a vice) jako
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24

az 2 pum, protoze takto malé ¢asteCky postupuji piimo do plicnich sklipkli a navazané
polutanty tak mohou poskozovat kardiovaskularni a plicni systém.®

NPAHy vznikaji jednak pfimo, napt. pti nedokonalych spalovacich procesech
v dieslovych ¢i  benzinovych motorech, nedokonalych spalovacich procesech
organickych latek ropného piivodu, dale pii vyrobnich procesech v primyslu®°, anebo
nepiimo reakcemi svych mate¢nych PAHU v atmosféfe, a to nejcastéji reakei s NOy €i
OH radikaly.” '° Riéizné denni atmosferické podminky ovlivituji pribéh vzniku NPAHq.
V dennich hodinach vznikaji NPAHy za pfispéni hydroxylovych radikala, kdy je
atakovan plynny mate¢ny PAH a nasledné je pfipojen adici oxid dusicity a eliminaci
odpadéd molekula vody. Naproti tomu v no¢nich hodindch dochédzi hlavné k adici NO
radikali na molekulu mate¢ného PAHu doprovazené reakci s oxidem dusi¢itym za
vzniku kyseliny dusi¢né. Témito procesy vznikaji 1 typické markery znecisténi NPAHy,

jako jsou l-nitropyren, 2-nitrofluoren a 3-nitrofluoranthen.'" '?

Dal$imi antropogennimi
zdroji PAHU, a tim i NPAHZ, jsou asfaltovaci hmoty, vyroba hliniku, domaci topeniste,
cigaretovy kouf a jiné.">"> Pfirozenymi zdroji jsou sope&né erupce a pozary lest.'®

Reaktivita NPAHU je vyznamné ovlivnéna strukturou a uspotfadanim kruhi
v PAHu a pozici a orientaci nitro skupiny.'” Byl prokazan vliv rozpoustédel na jejich
fotoreakce (piisobenim UV zafeni) v atmosféfe, kde reakce probiha tim rychleji, ¢im
v méné polarnim rozpoustédle jsou rozpustény.'* %2

Pro vlastni analyticka méfeni jsou velmi dalezitymi kroky odbér, zpracovani,
zakoncentrovani a precisténi vzorku, kde je nutno pouzit odliSné postupy pfi zpracovani
ruznych fazi. Stanoveni ve vod¢€ a piidé zacind extrakci vzorku vhodnym rozpoustédlem
(extrakce kyselinou, zisadou, nejCastéji hexanem), ndsleduje preciSténi extraktu
a samotna analyza plynovou nebo kapalinovou chromatografii. Rizné postupy se
vyuzivaji i pfi analyze ovzdusi’', tj. analyzach plynné fize a faze pevnych &astic
s naadsorbovanymi NPAHy. P¥ sledovani kvality ovzdu§i®’, se stanoveni obsahu
NPAHU v plynu provadi pomérné slozitymi metodami. ZjednodusSené stanoveni spociva
v zachytu pevnych ¢astic vzorku na filtrech z kiemennych ¢i sklenénych mikrovlaken,
poté v nasorbovani NPAHU ze vzorku na tuhy polymerni sorbent (Amberlit, Porapak,

Tenax & polyuretanovou pénu, které jsou souéasti kolonky).”** NPAHy je nutno dale

extrahovat vhodnym zptisobem (termicky, rozpoustédlem v ultrazvuku, kapalinou
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v nadkritickém stavu, extrakci v Soxhletoveé extraktoru, sublimaci).25 Pomoci sloupcové
nebo gelové chromatografie jsou z takto pfipraveného vzorku odstranény rusivé
elementy a vzorek je analyzovan plynovou nebo kapalinovou chromatografii
s plamenové ioniza¢ni, hmotnostn¢ spektrometrickou, spektrofotometrickou ¢i
elektrochemickou detekéni koncovkou. 2

Jak jiz bylo fe¢eno, NPAHy vznikaji hlavné pfi spalovani ropnych paliv, ve

30, 31

kterych se vyskytuji mate¢né PAHy " ~', mezi které patii naptiklad indan, matecny

uhlovodik 4-nitroindanu', dale mate¢né uhlovodiky 1-nitropyrenu, 2-nitrofluorenu’> >
a 3-nitrofluoranthenu a dalsich skodlivych latek.” Tyto tfi zminéné NPAHy byly pouZity
v této diplomové praci pro vyvoj metody stanoveni 4-nitroindanu ve smési metodou

HPLC s UV-VIS detekci.

1.5 Elektroanalytické metody stanoveni NPAHi na rtut’ovych elektrodach

Dusledkem nariistu vyskytu toxikologicky vyznamnych NPAHG v Zivotnim
prostfedi stoupa poptavka po co nejcitlivéjSich metodach jejich stanoveni. Diky
struktute NPAH1, obsahujici redukovatelnou ¢ast molekuly na aromatickém jadre, je
mozno aplikovat pfi jejich stanoveni a zkoumani jednoduché, finanéné nendkladné
a citlivé elektroanalytické metody. U NPAHO se vyuzivd hlavné snadné

. , . . . , Y
elektrochemické redukce nitroskupiny na aromatickém jadie®® .

Mezi metody
vyuzivajici redukci nitroskupiny v molekule NPAHG se fadi i v této praci pouzité
polarografické a voltametrické techniky na rtutovych a amalgdmovych elektrodach.
Tyto metody piedstavuji nezavislou alternativu k pievladajicim spektrometrickym
a chromatografickym metodam™ *°. Pouziti n&kolika nezavislych metod pro stanoveni
a dukaz pfitomnosti nebezpecnych latek, a zejména polutantli Zivotniho prostiedi ve
vzorku, vyzaduji pravidla Evropské unie. Dilkaz jejich pfitomnosti ve vzorku ve smyslu
pravnického terminu je nutné ziskat "nade v§i rozumnou pochybnost". Proto je zvySena
pozornost upfena na vyvoj novych polarografickych a voltametrickych metod stanoveni
NPAH1U v ekosystému v celosvétovém meéfitku. Ponékud mensi selektivitu modernich
polarografickych a voltametrickych metod, ktera je jistou nevyhodou téchto metod, 1ze
s ispéchem odstranit jejich kombinaci s pfedbéznou separaci (naptf. pomoci frakéni

HPLC, kapalinové extrakce &i extrakce tuhou fazi)*’ .
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Ackoliv ve vyvoji novych typt elektrod a elektrodovych materiald nastal velky
pokrok, zlstavd faktem, ze klasické rtutové elektrody i vice jak 80 let po jejich
zavedeni do praxe analytické chemie se stale fadi k nejspolehlivéjS$im a nejcitlivejSim
senzorim. Napiiklad visici rtutova kapkova elektroda (HMDE) v kombinaci s tzv.
AdSV umoziuje stanoveni nanomolarnich koncentraci genotoxickych nitrosloucenin,
a mize tak hrat vyznamnou roli v této oblasti ***°. Stejné tak klasicka kapajici rtutova
elektroda (DME) mé oproti jinym elektroddam vyhodu naprosto Cist¢ho a atomarné
hladkého povrchu, diky jeho neustdlé periodické obnové. Dal§imi vyhodami je jeji
jednoduchéd konstrukce a také spolehlivost. Maly povrch kapek DME umoziuje
elektrochemickou pfeménu velmi malych az nepatrnych mnozstvi métenych latek, takze
se koncentrace analyzovaného roztoku pii méfeni prakticky neméni.

S nariistem pouzivani novéjSich a modernéjSich voltametrickych metod, které
vyuzivaji napf. pulsni a square-wave techniky, elektrochemickou rozpoustéci analyzu
aj., se stale vice pouZzivaji a rozvijeji nové typy rtutovych elektrod namisto jiz dlouho
pouzivané DME. Nové vyuziti v téchto metodach nachazeji stacionarni (nebo statické,
&i visici) rtutové elektrody®®. Pulsni techniky pfitom umozituji stanoveni latek az do
koncentraci 10 mol-I", techniky s pfedb&Znym nahromad&nim stanovované latky na

104 1072 mol 1. Mez stanovitelnosti

povrchu pracovni elektrody az do koncentraci 10°
adsorpéni rozpoustéci voltametrie se pohybuje od 10 do 107! mol'l”, v ptipadé vyuziti
katalytickych reakci dokonce aZz okolo 107'* moll” (cit.*®). PrestoZe polarografie
umoziuje dosahnout pii stanoveni NPAHG meze stanovitelnosti fadové okolo 107 aZ
10" mol1”, je i nadale pouZivanou analytickou metodou, o Gemz svédé&i fada nedavno
publikovanych praci.”

Mezi nejvice pouzivané moderni elektroanalytické metody, vyuzivajici DME
jako pracovni elektrodu, patii zejména DC tast polarografie a citlivéjsi diferen¢ni pulsni

41-43

polarografie . Na HMDE jsou pak pro stopovou analyzu NPAHU nejcastcji

pouzivané techniky DC voltametrie, diferenéni pulsni voltametrie, square-wave
voltametrie a adsorpéni rozpoustéci voltametrie *” > *.

Moderni elektrochemické metody nabizeji mnoho vyhod. A je nutné si
uvédomit, ze kombinaci nizké meze stanovitelnosti téchto metod na riznych typech
tradi¢nich i netradicnich elektrodovych materidli s jinymi mimofadné ucinnymi

délicimi modernimi chromatografickymi technikami (napt. vysokoucinnou kapalinovou
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chromatografii ¢i kapilarni zonovou elektroforézou) lze vyuzit pro dalsi rozmér analyzy,

v s . , v s 44-46
napf. viceslozkovych smési.
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2. Experimentalni ¢ast

2.1 Reagencie

A) Studovana latka:

Pro vyzkum byl pouzit 4-nitroindan v 99% Cistoté, zakoupeny od firmy

Sigma-Aldrich, Praha, Ceské republika. Zasobni roztok o koncentraci 1'10~ mol1" byl

pfipraven rozpusténim 0,01634 g 4-nitroindanu ve 100 ml methanolu (p.a., Lachema,

Brno, Ceska republika). Roztoky s niz§imi koncentracemi 4-nitroindanu byly

pfipravovany presnym fedénim zasobniho roztoku methanolem. Zasobni roztok byl

uchovan ve tmé a chladu v lednici. Pro HPLC stanoveni 4-NI ve smési, byly v 98 - 99%

Cistoté zakoupeny od Sigma-Aldrich 1 1-nitropyren (C;cHoNO,; C.A.S. registry number:
34701-14-9), 2-nitrofluoren (C3HoNO,; C.A.S. No: 34701-14-9) a 3-nitrofluoranthen
(Ci16H9NO,; C.A.S. registry number: 892-21-7).

B) Chemikalie pouZité pro pripravu Brittonovych-Robinsonovych pufri:

a)

b)

zésadita slozka: roztok 0,2 moll' hydroxidu sodného (p.a., Lach-Ner,
Neratovice, Ceska republika),

kysela slozka: roztok 0,04 mol 1! kyseliny borité (p.a., Lachema, Brno,
Ceska republika0,04 moll' kyseliny fosfore¢né (p.a., Lach-Ner,
Neratovice, Ceska republika) a 0,04 moll" octové kyseliny (p.a., Lach-
Ner, Neratovice, Ceska republika)

Brittonovy-Robinsonovy (BR) tlumivé roztoky ¥ o piislusném pH byly

pfipraveny smisenim zasadité a kyselé slozky. Pfesna hodnota pH roztokl byla méfena

digitalnim pH-metrem.

C) Chemikalie pouZité pro pripravu pufri pro HPLC méreni:

a)

b)

c)

d)

zésadita slozka fosfatového pufru: roztok 1,0 moll' hydroxidu
draselného (p.a., Lachema, Brno, Ceska republika),

kysela slozka fosfatového pufru: roztok 0,01 moll’ kyseliny
trihydrogenfosforeéné (p.a., Lachema, Brno, Ceska republika).

zésadita slozka acetitového pufru: roztok 1,0 moll' hydroxidu
amonného (p.a., Lachema, Brno, Ceska republika),

kysela slozka acetatového pufru: roztok 0,01 moll' kyseliny octové

(p-a., Lachema, Brno, Ceska republika).
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D) Ostatni chemikalie:

Kyselina chlorovodikovéd, (Lachema, Brno, Ceska republika),
deionizovana voda (Millipore Milli-Q plus system, Millipore, USA), 0,1 mol 1’
vodny roztok chelatonu III (Sigma-Aldrich, Praha), methanol v HPLC cistoté
(Merck, Praha, Ceska republika).

2.2 Aparatura

Pti vSech polarografickych a voltametricych stanovenich byla pouzita sestava
Eco-Tribo Polarograf se softwarem PolarPro verze 5.1, firma Polaro-Sensors, Praha.
Software pracoval v opera¢nim systému Windows XP (Microsoft Corporation, USA).

Jednotlivd méfeni byla provadéna ve tiielektrodovém zapojeni, kdy byla jako
referentni pouzita argentochloridova elektroda (1 moll’ KCI) typu RAE 113,
Monokrystaly, Turnov. Jako pomocna elektroda byla pouzita platinova dratkova
elektroda. Pouzité pracovni elektrody jsou uvedeny v kapitole 2.3.

Spektrofotometrickd métfeni byla provadéna na pfistroji HP 8453 Diode Array
Spectrophotometer (Hewlett-Packard, Nizozemi) s ovladacim programem UV-Visible
ChemStation (ver. 9.01) v kiemennych kyvetach o mérné tloustce 0,1 cm.

Vsechna méfeni pH byla provadéna na digitdlnim pH-metru Jenway 3510
(Jenway, Velka Britanie) s kombinovanou sklenénou elektrodou (typ 924 005). Piistroj
byl kalibrovan pomoci standardnich kalibracnich pufit.

M¢éifeni pomoci vysokoUcinné kapalinové chromatografie byla provadéna
pomoci systému slozeného z HPLC pumpy Waters 501 (Millipore, Francie),
davkovaciho ventilu D s20 pul davkovaci smyckou (Ecom, Praha, Ceska republika)
a spektrofotometrického detektoru Sapphire 800 UV/VIS (Ecom, Praha, Ceska
republika). Byla pouzita kolona KROMASIL (250 x 4,6 mm, 7 um) s reverzni C;g fazi
(Phenomenex, Torrance, CA, USA).

2.3 Pouzité pracovni elektrody

Pro studium polarografického chovani 4-NI byla pouZita jako pracovni elektroda
DME. Pii praci s DME za pouziti techniky DPP byla pouzita rychlost polarizace
4mvV's’, pulsy o §ifce 100 ms a modulaéni amplitudé -50 mV, elektronicky fizena doba

kapky 1 s a vyska rezervoaru 64 cm.*
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Pro voltametrickd méfeni (DCV, DPV, CV) byla pouzita jako pracovni
elektroda HMDE a m-AgSAE. Pii diferen¢ni pulsni voltametrii byly na pracovni
elektrodu vkladany pulsy o Sifce 100 ms, modulacni amplitudé -50 mV a rychlost
polarizace byla zvolena 20 mV's™. Stejna rychlost polarizace byla zvolena i pro DC
voltatmetrii.

Pro zjisténi povrchu kapky HMDE byl pouzit nasledujici postup: povrch byl
méfen proti nulovému potencidlu v tiielektrodovém zapojeni, kdy se nechalo do
polarografické nadobky s 0,01 moll’ roztokem KCl odkapat 30 kapek rtuti, které se
nasledné oplachly vzdy nejméné 3 x deionizovanou vodou a poté 3 X methanolem.
Takto omyté kapky se zvazily a z jejich hmotnosti, tabelované hustoty rtuti pti 25 °C a
za predpokladu kulového tvaru kapky byl vypocten povrch jedné kapky. Takto zjistény
povrch pracovni HMDE byl 0,0161 cm’.

Pred pouzitim m-AgSAE bylo nutné provést tfi kroky — amalgamaci, aktivaci a
regeneraci elektrody:

A) Amalgamace se provadéla vnofenim sklenéného konce kapilary m-AgSAE

a intenzivnim michanim nadobkou se rtuti po dobu pfiblizné 15 s nebo déle,

dokud se nevytvofil rtutovy meniskus. Tento krok se provadél za 1 az 2 tydny ¢i

v piipadé¢ probléml s méfenim, niz§i citlivosti nebo reprodukovatelnosti,

kdykoliv diive.

B) Aktivace m-AgSAE slouzila k odstranéni oxidi a adsorbovanych latek

z menisku. Provadéla se nasledné po amalgamaci, po pfestavkach v métenich

delSich nez jedna hodina a vzdy na pocatku kazdého dne méfeni. Aktivace byla

provadéna v roztoku 0,2 moll’ KCI bez probublani dusikem pii vlozeném
potencialu -2200 mV po dobu 300 s. Pro analyzu byla aktivace nezbytna, nebot’
je to krok, ktery zlepSuje jeji citlivost a reprodukovatelnost.

C) Regenerace clektrody je dalSim krokem, ktery byl uskutecnovan

v analyzovaném roztoku pied kazdym méfenim. Regenerace spocivala ve

skokovém stfidani kladnéjSich E ., a zaporngjSich E,., potencialli danych

pouzitym zdkladnim elektrolytem a stanovovanou latkou, v intervalu 0,05 s po
dobu 30 s. Optimalni hodnoty regeneracnich potenciald je nutné pro kazdou

latku a elektrolyt najit experimentalné.

20



2.4 Pracovni postupy

Pii promé&fovani vlivu pH zékladniho elektrolytu na voltametrické chovéani 4-NI
bylo postupovano tak, ze do 10 ml odmérné baiky bylo odpipetovano 5 ml BR pufru
o ptislusném pH, ptfiddno malé¢ mnozstvi methanolu (1 az 2 ml, aby se vytvotilo vodné-
methanolické prostiedi branici vysrazeni 4-NI po pifiddni jeho koncentrovaného
methanolického zasobniho roztoku do vodného pufru), odpipetovan 1 ml roztoku 4-NI
a roztok byl nésledné doplnén do 10 ml methanolem. Pfi proméfovani zavislosti
voltametrickych kiivek 4-NI na koncentraci byly pfipravovany vzorky tak, ze do 10ml
odmérné banky bylo odpipetovano 5 ml BR pufru o daném pH, pfidano malé mnozstvi
methanolu, odpipetovan piisluSny objem zasobniho roztoku 4-NI a vznikly roztok byl
doplnén do 10 ml methanolem. Takto pfipravené vzorky byly po promichéni pielity do
voltametrick¢é nadobky azbaveny kysliku probublavanim dusikem po dobu
5 min. Pfed vstupem dusiku do polarografické nadobky byla zatazena promyvacka
obsahujici smés vody a methanolu ve stejném objemovém poméru jako analyzovany
roztok, tj. 1:1 (popt. 9:1, viz nize). Poté byl proveden zadznam voltametrické kiivky.
Vsechny kiivky byly prométeny trikrat. Pied kazdym métenim dalsi kiivky byl roztok
probublavan dusikem po dobu 30 sekund.

Pii dalSich voltametrickych métenich byl postup pfipravy roztoki obdobny,
pouze s tim rozdilem, Zze byl optimalizovan pomér vodné a methanolické slozky na 9:1
(Pro spektrofotometrické prométfovani stability zasobniho roztoku 4-NI a stability
roztokl o riizném poméru methanolické a vodné slozky byly pfipravovany roztoky 4-NI
tak, Ze do 10 ml odmérné banky bylo odpipetovano potfebné mnozstvi vodné slozky,
zasobniho roztoku 4-NI a dopInéno do 10 ml methanolem. Takto pfipravené roztoky
byly proméfovany oproti methanolu a to vzdy tfikrat nebo jednou za minutu a to po
dobu 15 minut).

Meg¢feni v modelovych vzorcich pitné a fiéni vody bylo provadéno metodou
standardniho p¥idavku (zasobni roztok 4-NI o ¢ = 110" mol1™). Zakladni elektrolyt byl
piipraven z 9 ml fi¢ni nebo pitné vody a 1 ml BR pufru o ptislusném pH. Pro potlaceni
rusivych dé&ji v zdkladnim elektrolytu (pfedevsim srdZeni nerozpustnych anorganickych
soli) bylo ptidano 100 pul 0,1 mol1” chelatonu III.

Pro HPLC stanoveni byly pfipraveny zasobni roztoky (c=110" moll")

stanovovanych NPAHU v metanolu v HPLC Cc¢istoté. Roztoky o nizSich koncentracich
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byly pfipravovany pfesnym fedénim zdsobnich roztokl tak, aby vznikla smés NPAHu
pozadované koncentrace. Mobilni faze byly pfipravovany misenim potifebného
mnozstvi HPLC metanolu a pufru o prislusném pH (acetatovy o pH 4,8; fosfatovy o pH
3,0 a 7,0). Mobilni faze byla pfed samotnym métfenim odplynéna po dobu 20 minut
v ultrazvuku. Po dobu dalSich 20 minut byla kolona na poc¢atku pracovniho dne a vzdy
po doplnéni nové mobilni faze takto pfipravenou mobilni fazi promyvéana. Vzorky byly
davkovany na kolonu pomoci 20 pl ddvkovaci smycky.

Vsechna méteni byla provadéna za laboratorni teploty. K provadéni pottebnych
vypoctl a tvorbé grafli uvedenych v této praci bylo pouzito programli OriginPro 7.5
(OriginLab Corporation, USA) a Microsoft Excel 2007 (Microsoft Corporation, USA).

Konfidenéni pasy (na hlading vyznamnosti 0,05) * u kalibra¢nich piimek byly
vyhodnoceny a sestrojeny pomoci programu OriginPro 7.5. Mez stanovitelnosti (Lg)
byla pocitana jako koncentrace odpovidajici desetindsobku smérodatné odchylky (pro
pocet méfeni n = 10) stanoveni sledované latky o koncentraci odpovidajici nejnizSimu
koncentrace 4-NI v ramci jednoho vzorku byla pocitana jako relativni smérodatna
odchylka deseti poptipadé dvaceti (DCV a DPV na m-AgSAE) po sob& nasledujicich

méfeni (n = 10, n = 20).

2.5 Stalost zasobniho roztoku 4-nitroindanu

Stalost zasobniho roztoku 4-NI byla prokdzana pii spektrofotometrickych
méfenich v bakaldiské praci. Stalost nového zasobniho roztoku studované latky
o koncentraci 1'10° moll' v methanolu byla proméfovana spektrofotometricky pro
kontrolu. Z vysledkti vyplyva, ze béhem 107 dni nedoslo k vyraznému poklesu
koncentrace studované latky a novy zasobni roztok je tedy pfi uchovavani ve tmé

a v lednici dostate¢n¢ staly.
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3. Voltametrické stanoveni 4-nitroindanu na visici rtutové kapkové

elektrodé

3.1 DC voltametrie 4-nitroindanu na HMDE

Vliv pH na chovani 4-NI (¢ = 1'10™* mol1™") p#i DCV na HMDE byl sledovan
v prostiedi BR pufr — methanol (6:4), v pH Skale BR pufru od 2,0 do 13,0. 4-NI
poskytuje v celé¢ oblasti pH jeden dobfe vyvinuty voltametricky pik a druhy pik
s potencidlem negativnéjSim oproti piku prvnimu; druhy pik je patrny pouze v kyselém
prostiedi (pH BR pufru 2,0 az 6,0). Zaznamenané voltametrické kiivky ukazuje obr.
3.1.1. Pozorovani dvou voltametrickych pikit v kyselém prostiedi je v souladu
s polarografickym chovanim pozorovanym u podobnych mononitroderivatt PAHs —
elektrochemicka redukce na DME probiha ve dvou naslednych redukénich krocich.”
Prvni polarograficka vina odpovida 4-elektronové redukci nitroskupiny 4-NI na skupinu
hydroxylaminovou, druhéd vlna pak odpovidd 2-elektronové redukci hydroxylaminové
skupiny na skupinu aminovou. V souladu s timto pfedpokladem je také ten fakt, Ze
pomér vysky prvni a druhé viny je ptiblizné 2:1, coz urcuje, Ze v prvnim redukénim
kroku se redukce ucastni dvojndsobné mnozstvi elektronti oproti druhému redukénimu
kroku. V neutrdlnim a alkalickém prostfedi pak redukce nitroskupiny probihd jen v
jednom  4-elektronovém  redukénim  kroku a  findlnim  produktem je
4-hydroxylaminoindan.”’

Zjisténé zavislosti |, a E; na pH jsou zaznamenany v tabulce 3.1.1. Graficky je
zavislost E, na vysledném pH vodné&-methanolického roztoku (pH') znazornéna na
obr. 3.1.2. Potencidl piku vSech vln se s rostoucim pH posouva k zépornéjSim
hodnotam, v alkalickych prostiedich, BR pufr pH 11,0 az 13,0 — methanol (6:4), jiz
potencial piku prvni viny zistava konstantni a na pH nezavisly.

Metodou linearni regrese byl pro zévislost potencidlu prvniho piku Ep1 na pH"
roztoku v rozmezi hodnot pH BR pufru 2,0 az 11,0 vypocten vztah:

E,' [mV]=-114,0- 62,2 pH" (R* =0,9932).

Pro druhy pik byl metodou linedrni regrese pro zavislost potencialu druhého
piku na pH* roztoku v rozmezi hodnot pH BR pufru 2,0 az 6,0 vypocten vztah:

E,” [mV]=203,2—194,9 pH (R* = 0,9620).
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Obr. 3.1.1 Voltamogramy 4-NI (¢ = 1'10™* mol1") méfené technikou DCV na HMDE
v prostifedi BR pufr — methanol (6:4); zobrazeny hodnoty pH BR pufru 2,0 (1); 3,0 (2);
4,0 (3); 5,0 (4); 6,0 (5); 7,0 (6); 8,0 (7); 9,0 (8); 10,0 (9); 11,0 (12); 12,0 (11); 13,0 (10).
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Obr. 3.1.2 Zavislost potencidlu piku (Ep) 4-NI (¢ = 1'10* molT") na vysledném pH
roztoku (pH*), méteno technikou DCV na HMDE v prostedi BR pufr — methanol (6:4);
zobrazeny zavislosti E; prvniho piku v rozmezi pH BR pufru 2,0 az 13,0 (1) a druhého
piku v rozmezi pH BR pufru 2,0 az 6,0 (2).
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Tabulka 3.1.1

Vliv pH na DC voltamogramy 4-NI (¢ = 1'10™ mol1™") na HMDE, mé&feno v prostiedi

BR pufr — methanol (6:4).

plflll;?f pH’ E,, mV ', nA E,’, mV I,>, nA
2,0 2,5 —272 —463 —346 —348
3,0 3,8 —349 —598 —497 —366
4,0 4,7 —403 =576 —643 —323
5,0 5,7 —471 —573 —885 —277
6,0 6,9 —544 —554 —1208 —245
7,0 8,0 —608 —499 - =
8,0 8,6 —648 —535 - -°
9,0 9,4 —694 —597 - =
10,0 10,6 —780 —564 - -°
11,0 11,4 —823 —556 —° =
12,0 12,1 —830 —609 —* -°
13,0 12,9 —818 —650 —° =

Ep1 — potencial prvniho piku, Ep2 — potencial druhého piku, Ip1 — proud prvniho piku, Ip2

— proud druhého piku, * — druhy pik nebyl pozorovan.

Vzhledem k rozdilnému voltametrickému chovani 4-NI v prostfedich o rizném

pH bylo pro proméfeni koncentra¢ni zavislosti vybrano jako optimalni prostiedi BR

puftr o pH 9,0 — methanol (9:1). (Optimalizace slozeni roztoku, viz kapitola 3.2

Diferenéni pulsni voltametrie 4-nitroindanu). Pro toto optimalni prostiedi byly

koncentraéni zavislosti promé&feny v rozmezi (2 — 10)10™ mol1" (obr. 3.1.3, piislusna

kalibragni zéavislost viz obr. 3.1.4), v rozmezi (2 — 10)'10°® mol1" (obr. 3.1.5, ptislusna

[RA4

mol 1" (obr. 3.1.7, p¥islusna kalibraéni zavislost viz obr. 3.1.8).
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Obr. 3.1.3 Voltamogramy 4-NI méfené technikou DCV na HMDE v rozmezi
koncentraci 21107 — 1:10* mol 1" v prostiedi BR pufr o pH 9,0 — methanol (9:1).
Koncentrace 4-NI (moll™"): 2107 (1), 410° (2), 610° (3), 810° (4), 1'10™* (5);

necislovana ¢ernd kiivka nélezi zakladnimu elektrolytu.
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Obr. 4 Zavislost proudu piku I, na koncentraci 4-NI v koncentranim rozmezi 2107 —
1110 molT". M&feno technikou DCTP na DME v prostiedi 0,01mol1" HCI — methanol

(1:1). Konfiden¢ni pasy jsou sestrojeny na hladiné¢ vyznamnosti 0,05 (n = 3).
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Obr. 3.1.5 Voltamogramy 4-NI méfené technikou DCV na HMDE v rozmezi
koncentraci 210° — 1'110° mol1" v prostiedi BR pufr o pH 9,0 — methanol (9:1).
Koncentrace 4-NI (moll™"): 2:10° (1), 410° (2), 610° (3), 810° (4), 1110° (5);

necislovana ¢ernd kiivka nélezi zakladnimu elektrolytu.
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Obr. 3.1.6 Zavislost proudu piku I, na koncentraci 4-NI v koncentraénim rozmezi 2'10°
— 1'10™ moll". Méfeno technikou DCV na HMDE v prostiedi BR pufr o pH 9,0 —

methanol (9:1). Konfiden¢ni pasy jsou sestrojeny na hladiné vyznamnosti 0,05 (n = 3).
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Obr. 3.1.7 Voltamogramy 4-NI méiené technikou DCV na HMDE v rozmezi
koncentraci 21107 — 1:10° mol1" v prostiedi BR pufr o pH 9,0 — methanol (9:1).
Koncentrace 4-NI (mol1™"): 2107 (1), 4107 (2), 6107 (3), 8107 (4), 1'10° (5);

necislovana ¢erna kiivka nalezi zakladnimu elektrolytu.
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Obr. 3.1.8 Zavislost proudu piku I, na koncentraci 4-NI v koncentra¢nim rozmezi 2107
— 1'10° mol1". Mé&feno technikou DCV na HMDE v prostiedi BR pufr o pH 9,0 —

methanol (9:1). Konfiden¢ni pésy jsou sestrojeny na hlading vyznamnosti 0,05 (n = 3).
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Parametry kalibra¢nich pfimek pro stanoveni 4-NI metodou DCV na HMDE
jsou uvedeny v tabulce 3.1.1I pro prostfedi BR pufr pH 9,0 — methanol (9:1). Vypoctené

cvwr

vwr

2107 mol 1.

Tabulka 3.1.11
Parametry kalibra¢nich ptimek pro stanoveni 4-NI metodou DCV na HMDE v prostfedi

BR pufr o pH 9,0 — methanol (9:1). Opakovatelnost méteni nejnizs$i métené koncentrace

4-NI v ramci jednoho vzorku je 7,26 % (n = 10).

(2-10)107 -10,0 —134,2 0,9883 —
(2-10)10° -16,6 9,6 0,9791 —
(2 -10y107 -0,1 ~13.2 0,9973 0,07
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3.2 Diferenc¢ni pulsni voltametrie 4-nitroindanu na HMDE

Podobné jako u DCV na HMDE byl vliv pH na chovani 4-NI (¢ = 1'10™ mol1™)
pii DP voltametrii na HMDE sledovan v prostiedi BR pufru od pH 2,0 do pH 13,0. Pro
sledovani voltametrického chovani 4-NI byla pouzita smés BR pufr — methanol (6:4).
4-NI poskytuje v celé oblasti pH jeden dobie vyvinuty pik a mensi druhy pik, ktery se
objevuje jen v kyselém prostiedi (pH BR pufru 2,0 az 6,0). Zaznamenané voltametrické
ktivky ukazuje obr. 3.2.1. Toto chovéani je zcela v souladu s voltametrickym chovanim
4-NI pii DCV na HMDE. Potencial druhého piku je v siln¢ kyselém prostiedi velmi
blizky potencidlu prvniho piku, ¢imZz dochazi k ¢astecnému splynuti obou piki 4-NI.
S rostouci hodnotou pH' prostiedi se pak oba piky zcela oddéluji, k druhému
redukénimu kroku (2-elektronova redukce 4-hydroxylaminoindanu na 4-aminoindan) je
tedy zapotiebi vlozeni mnohem negativnéjSiho potencidlu, nezli v silné¢ kyselém
prostfedi, kde redukce probihd bezprostiedn¢ po prvnim redukénim kroku
(4-elektronovd redukce 4-nitroindanu na 4-hydroxylaminoindan). Vyhodnocené
zavislosti I, a E, na pH" jsou zaznamenany v tabulce 3.2.1. Graficky je zavislost Ep na
vysledném pH vodné-methanolického roztoku (pH*) znazornéna na obr. 3.2.2. Potencial
pikid se s rostoucim pH posouvé k zaporn€jSim hodnotdm. V alkalickych prosttedich,
BR pufr pH 10,0 az 13,0 — methanol (6:4), jiz potencial prvniho piku zGstava konstantni
a na pH nezavisly.

Metodou linearni regrese byl pro zavislost potencialu prvniho piku Ep1 na pH*
roztoku v rozmezi pH BR pufru 2,0 az 11,0 vypocten vztah:

E,' [mV]=-955-592pH (R*=0,9931),

Pro druhy pik byl metodou linedrni regrese pro zavislost proudu piku na pH"
roztoku v rozmezi pH BR pufru 2,0 az 6,0 vypocten vztah:

E,’ [mV]=192,4—180,4 pH (R* = 0,9666).
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Obr. 3.2.1 Voltamogramy 4-NI (c = 1'10™* mol1™") méfené technikou DPV na HMDE
v prostiedi BR pufr — methanol (6:4); zobrazeny hodnoty pH BR pufru 2,0 (1); 3,0 (2);
4,0 (3); 5,0 (4); 6,0 (5); 7,0 (6); 8,0 (7); 9,0 (8); 10,0 (9); 11,0 (12); 12,0 (11); 13,0 (10).
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Obr. 3.2.2 Zavislost potencialu piku (E,) 4-NI (¢ = 1'10™* mol1") na vysledném pH
roztoku (pH*), meéieno technikou DPV na HMDE v prostfedi BR pufr — methanol (6:4);
zobrazeny zavislosti E, prvniho piku v rozmezi pH BR pufru 2,0 az 13,0 (1) a druhého
piku v rozmezi pH BR pufru 2,0 az 6,0 (2).
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Tabulka 3.2.1
Vliv pH na DP voltamogramy 4-NI (¢ = 1. 10 mol1™" ) na HMDE, méfeno v prostiedi
BR pufr — methanol (6:4).

pigf pH' E,, mV 1!, nA E,% mV 12, nA
2,0 25 237 650 306 272
3,0 3.8 306 568 474 84
4,0 4,7 357 529 588 60
5,0 57 424 502 811 36
6,0 6,9 ~506 544 1113 23
7,0 8,0 ~566 530 _a _a
8,0 8,6 602 701 _a _a
9,0 9,4 650 646 _a _a
10,0 10,6 735 593 _ _a
11,0 11,4 773 699 _a _a
12,0 12,1 779 ~813 _a _a
13,0 12,9 767 823 _a _a

Ep1 — potencial prvniho piku, Ep2 — potencial druhého piku, Ip1 — proud prvniho piku,

|,> — proud druhého piku, * — druhy pik nebyl pozorovan.

Jako optimalni prostfedi pro metodu DPV 4-NI bylo zvoleno prostiedi BR pufr
o pH 8,0 — methanol (6:4). Déle byl optimalizovan pomér BR pufr o pH 8,0 : methanol,
kdy byl roztok 4-NI (¢ = 110 mol1™") prom&fovan v prostiedi o slozeni 1:1, 6:4, 7:3,
8:2 a2 9:1 (BR pufr o pH 8,0 : methanol). Ze zjisténych zavislosti hodnot proudu piku na
poméru BR pufr o pH 8,0 : methanol (obr. 3.2.3) byl zvolen jako optimalni pomér 9:1,
ktery odpovida prostiedi, v némz byla hodnota proudu piku nejvyssi. Pro srovnani bylo
chovani 4-NI zkoumdno i v siln€ kyselém a siln¢ zasaditém prosttedi BR pufru o pH 2,0
a 13,0 — methanol o rizném poméru obou kapalnych slozek. Voltametrické kiivky
v téchto prostiedich jsou obdobné jako u prostiedi s BR pufrem o pH 8,0. Se snizujicim
se obsahem methanolu roste hodnota proudu piku, pik se zuzuje a jeho potencial se
posouva k vyssim (kladngj$im) hodnotdm. Chovani 4-NI v prostiedich o rizném
poméru BR pufru o pH 8,0 a methanolu bylo zkouméno i spektrofotometricky, kdy

béhem 15 minutového proméfovani nebyl zaznamenan pokles absorbance ani u jednoho
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roztoku s riznym pomérem vodné a methanolické slozky. Stejna méteni byla provadéna
1 pro metodu DCV, kdy bylo spektrofotometricky proméfovano prostiedi BR pufru
o pH 9 a methanolu o rizném poméru téchto kapalnych slozek.

Koncentraéni  zavislosti  vtomto  optimalnim  prosttedi BR  pufr
o pH 8,0 — methanol (9:1) byly prom&feny v rozmezi (2 — 10)10” moll™ (obr. 3.2.4,
prisluina kalibragni zavislost viz obr. 3.2.5), v rozmezi (2 — 10)10°® mol1" (obr. 3.2.6,
(2 —10)107 mol1" (obr. 3.2.8, p¥islugna kalibradni zavislost viz obr. 3.2.9).

Parametry kalibracnich pfimek pro stanoveni 4-NI metodou DPV na HMDE

jsou uvedeny v tabulce 3.2.11.
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Obr. 3.2.3 Voltamogramy 4-NI (c = 110 mol1") mé&fené technikou DPV na HMDE
v prostiedi BR pufr o pH 8,0 — methanol 1:1 (5); 6:4 (4); 7:3 (3); 8:2(2); 9:1 (1).
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Obr. 3.2.4 Voltamogramy 4-NI méfené¢ technikou DPV na HMDE v rozmezi
koncentraci 210° — 1110 moll' v prostfedi BR pufr o pH 8,0 — methanol (9:1).
Koncentrace 4-NI (mol1): 2:10° (1), 410° (2), 610° (3), 8107 (4), 1'10™* (5);

necislovana ¢erna kiivka nalezi zakladnimu elektrolytu.
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Obr. 3.2.5 Zavislost proudu piku I, na koncentraci 4-NI v koncentranim rozmezi
210 — 1'10™* mol 1. M&feno technikou DPV na HMDE v prostiedi BR pufr o pH 8,0 —

methanol (9:1). Konfiden¢ni pasy jsou sestrojeny na hladin€ vyznamnosti 0,05 (n = 3).
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Obr. 3.2.6 Voltamogramy 4-NI méfené¢ technikou DPV na HMDE v rozmezi
koncentraci 210° — 1'110° mol1" v prostfedi BR pufr o pH 8,0 — methanol (9:1).
Koncentrace 4-NI (mol1'): 2:10° (1), 410° (2), 610° (3), 810° (4), 1'10° (5);

necislovana ¢erna kiivka nalezi zakladnimu elektrolytu.
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Obr. 3.2.7 Zavislost proudu piku I, na koncentraci 4-NI v koncentratnim rozmezi
2:10° — 1'10” mol1”. M&feno technikou DPV na HMDE v prostfedi BR pufr o pH 8,0 —

methanol (9:1). Konfiden¢ni pésy jsou sestrojeny na hlading vyznamnosti 0,05 (n = 3).
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Obr. 3.2.8 Voltamogramy 4-NI méfené technikou DPV na HMDE v rozmezi
koncentraci 2107 — 1'10° mol1" v prostiedi BR pufr o pH 8,0 — methanol (9:1).
Koncentrace 4-NI (mol1™"): 2:107 (1), 4107 (2), 6107 (3), 8107 (4), 1'10° (5);

necislovana ¢ernd kiivka nélezi zakladnimu elektrolytu.

20 +

-10 +

|, nA

0 1 1 1 1 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2

¢, umol.I*

Obr. 3.2.9 Zavislost proudu piku |, na koncentraci 4-NI v koncentra¢nim rozmezi
2107 = 1110 mol1". Mé&feno technikou DPV na HMDE v prostiedi BR pufr o pH 8,0 —

methanol (9:1). Konfiden¢ni pasy jsou sestrojeny na hladiné vyznamnosti 0,05 (n = 3).
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Tabulka 3.2.11
Parametry kalibra¢nich pfimek pro stanoveni 4-NI metodou DPV na HMDE v prostiedi

A

4-NI v ramci jednoho vzorku je 8,30 % (n = 10).

(2-10y107 -11,5 -88,7 0,9977 —
(2-10y10° -16,4 -1,6 0,9939 —
(2-10y107 -18,4 -0,4 0,9920 0,1
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4. Voltametrické stanoveni 4-nitroindanu na rtutovym meniskem

modifikované stfibrné pevné amalgamové elektrodé

Jako dalsi elektroda vyuzitelnd pro stanoveni a zkoumani nitrovaného
polycyklického aromatického uhlovodiku 4-nitroindanu byla zvolena elektroda fadici se
mezi netoxické alternativy ke klasickym rtutovym elektrodam — rtufovym meniskem
modifikovana stfibrna pevna amalgamova elektroda. Na této elektrodé byl 4-nitroindan

prométovan pomoci DC a DP voltametrickych metod.

4.1 DC voltametrie 4-nitroindanu na m-AgSAE

Nejprve byl zkouman vliv pH na chovani 4-NI (¢ = 1'10™* mol1") p#i DCV na
m-AgSAE, a to ve stejném rozmezi pH BR pufru (pH BR pufru od 2,0 do 13,0) jako pfi
DCV na HMDE, avsak v prostfedi BR pufr — methanol (1:1). Chovani 4-nitroindanu je
zcela v souladu s jeho chovanim pii DCV na HMDE (viz kapitola 3.1). Opét 4-NI
poskytuje v celé oblasti pH jeden dobfe vyvinuty voltametricky pik a druhy pik
s potencidlem negativnéjSim oproti piku prvnimu. Druhy pik je patrny pouze
v silné kyselém a siln¢ zasaditém prostiedi. Zaznamenané voltametrické kiivky
v zévislosti na pH wukazuje obr. 4.1.1 a 4.1.2. Mechanismus redukce 4-NI

(Ar-NO,) na m-AgSAE je odvisly od pH prostiedi:*

A) Kyselé prostiedi
Ar-NO, + 5H" + 4¢¢ — Ar-NH,'OH + H,0O
Ar-NH,OH + 2H" + 2¢¢ — Ar-NH;" + H,0O

B) Neutralni prostredi
Ar-NO; + 4H" + 4¢ — Ar-NHOH + H,O

C) Zasadité prostredi

Ar-NO, + ¢ — Ar-NO,”
Ar-NO,” + 4H" + 3¢ — Ar-NHOH + H,O
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V kyselém prostfedi (A) odpovidd prvni pik redukci nitroskupiny 4-NI za
pifispéni 4 elektrond na skupinu hydroxylaminovou, druhy pik vlny pak odpovida
redukci hydroxylaminové skupiny za pfispéni 2 elektronti na skupinu aminovou. Témto
kroktim redukce odpovida i to, Zze vyska (plocha) prvniho a druhého piku jsou piiblizné
v poméru 2:1, coz ur€uje, ze v prvnim redukénim kroku se redukce ucastni dvojnasobné
mnozstvi elektronti oproti druhému redukénimu kroku. V neutradlnim prosttedi (B) pak
redukce nitroskupiny probiha jen v jednom 4-elektronovém redukénim kroku, kde
kone¢nym produktem redukce 4-NI je 4-hydroxylaminoindan .>' V alkalickém prostiedi
(C) probiha 4-elektronova redukce ve dvou krocich (pomér ploch pikl piiblizné 1:3)
a kone¢nym produktem je opét 4-hydroxylaminoindan.

Z naméfenych zavislosti DC voltamogramti 4-NI na pH bylo jako optimalni
prostiedi pro DCV na m-AgSAE zvoleno prostiedi BR pufr o pH 5,0 — methanol (1:1).
V tomto prostiedi je hodnota vysky proudu piku nejvyssi (viz obr. 4.1.1).

V dal$i sérii méfeni byl zkouman vliv regenerace na opakovatelnost méfeni.
Roztok 4-NI (¢ = 1'10* moll") byl dvacetkrat za sebou proméfovan ve zvoleném
optimalnim prostfedi (BR pufr o pH 5,0 — methanol v poméru 1:1) bez regeneracniho
kroku a dvacetkrat s krokem regenera¢nim. Ziskané voltamogramy jsou zobrazeny na
obr. 4.1.3 a obr. 4.1.4. Z namétenych dat a vypoctl pro opakovatelnost bylo zjisténo, Ze
zatfazenim regenerace pred samotnym méfenim na m-AgSAE Ize dosahnout
opakovatelnosti 0,95 % (n = 20) a bez regenerace ¢inila opakovatelnost 0,73 % (n = 20).
Jelikoz je znam ten fakt, Ze pii méfeni nizSich koncentraci dochazi ke zhorSovani
odezvy signalu bez zafazeni regeneraniho kroku, byla regenerace mezi jednotlivymi
meéfenimi pouzita. Navic patrny rozdil mezi opakovatelnosti sregeneraci a bez
regenerace pii méfeni metodou DPV na m-AgSAE byl dalSim divodem k jejimu
zatazeni 1 v metodé DCV (viz kapitola 4.2). Optimalni regeneracni potencialy byly
zjiStovany experimentalné. Zvolené hodnoty pro prvni regenera¢ni potencial
Eireg =-200 mV a druhy regeneracni potencial E ., = -1100 mV byly vzdy piedfazeny
samotnému méieni technikou DCV na m-AgSAE. Na elektrodu byly vkladany stridave
v intervalu 0,05 sekund po dobu 30 sekund. Rychlosti polarizace byla nastavena na
20 mV's'.

Pro optimélni prostfedi BR pufr o pH 5,0 — methanol (1:1) (vkladané

regeneracni potencidly Ei;, = -200 mV a Eyre = -1100 mV) byly koncentra¢ni
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zavislosti proméfeny v rozmezi (2 — 10)10° moll" (obr. 4.1.5, prislugna kalibra¢ni

zavislost viz obr. 4.1.6), v rozmezi (2 — 10)'10° mol1" (obr. 4.1.7, piislusna kalibracni

cvwr

4.1.9, pfislusna kalibra¢ni zavislost viz obr. 4.1.10). Parametry namétenych

kalibra¢nich zavislosti jsou shrnuty v tabulce 4.1.1.
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Obr. 4.1.1 Voltamogramy 4-NI (¢ = 1110* moll') méfené technikou DCV na
m-AgSAE v prostiedi BR pufr — methanol (1:1); zobrazeny hodnoty pH BR pufru 2,0
(1); 3,0 (2); 4,0 (3); 5,0 (4); 6,0 (5); 7,0 (6).
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Obr. 4.1.2 Voltamogramy 4-NI (¢ = 1110* moll') méfené technikou DCV na
m-AgSAE v prostiedi BR pufr — methanol (1:1); zobrazeny hodnoty pH BR pufru 8,0
(1); 9,0 (2); 10,0 (3); 11,0 (4); 12,0 (5); 13,0 (6).
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Obr. 4.1.3 Voltamogramy 4-NI (¢ = 1'10* moll') méfené technikou DCV na
m-AgSAE v prostiedi BR pufr o pH 5,0 — methanol (1:1); zobrazeny hodnoty 20 méfeni
bez regenerac¢niho kroku. Opakovatelnost ¢inila 0,73 % (n = 20).
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Obr. 4.1.4 Voltamogramy 4-NI (¢ = 1110* moll') méfené technikou DCV na
m-AgSAE v prostiedi BR pufr o pH 5,0 — methanol (1:1); zobrazeny hodnoty 20 méfeni

s regenera¢nim krokem pted vlastnim méfenim. Opakovatelnost ¢inila 0,95 % (n = 20).
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Obr. 4.1.5 Voltamogramy 4-NI meéfené technikou DCV na m-AgSAE v rozmezi
koncentraci 210° — 1110 moll" v prostiedi BR pufr o pH 5,0 — methanol (1:1).
Koncentrace 4-NI (mol1): 2:10° (1), 410° (2), 610° (3), 8107 (4), 1'10™* (5);

necislovana ¢erna kiivka nalezi zakladnimu elektrolytu.
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Obr. 4.1.6 Zavislost proudu piku I, na koncentraci 4-NI v koncentraénim rozmezi 2107
— 1'10™ moll". M&feno technikou DCV na m-AgSAE v prostiedi BR pufr o pH 5,0 —

methanol (1:1). Konfiden¢ni pasy jsou sestrojeny na hladiné vyznamnosti 0,05 (n = 3).
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Obr. 4.1.7 Voltamogramy 4-NI métené technikou DCV na m-AgSAE v rozmezi
koncentraci 2110° — 110 mol1" v prostiedi BR pufr o pH 5,0 — methanol (1:1).
Koncentrace 4-NI (mol1"): 2:10° (1), 410° (2), 610° (3), 810° (4), 11107 (5);

necislovana ¢ernd kiivka nalezi zakladnimu elektrolytu.
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Obr. 4.1.8 Zavislost proudu piku I, na koncentraci 4-NI v koncentraénim rozmezi 2:10°
— 1'10” moll". M&feno technikou DCV na m-AgSAE v prostiedi BR pufr o pH 5,0 —
methanol (1:1). Konfidenni pasy jsou sestrojeny na hladiné vyznamnosti 0,05

(n=73).
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Obr. 4.1.9 Voltamogramy 4-NI méfené technikou DCV na m-AgSAE v rozmezi
koncentraci 2107 — 1'10° mol1" v prostiedi BR pufr o pH 5,0 — methanol (1:1).
Koncentrace 4-NI (molT™): 1:107 (1), 2107 (2), 4107 (3), 6107 (4), 8107 (5), 1'10°®

(6); necislovana Cerna kiivka nalezi zékladnimu elektrolytu.

25

_1,5 -

Ip, nA

1,0t

0,5}

O’O 1 1 1 1 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

¢, umol.I"

Obr. 4.1.10 Zavislost proudu piku I, na koncentraci 4-NI v koncentra¢nim rozmezi
2107 = 110 mol1". Mé&feno technikou DCV na m-AgSAE v prostfedi BR pufr o pH
5,0 — methanol (1:1). Konfiden¢ni pasy jsou sestrojeny na hladin€ vyznamnosti 0,05

(n=23).
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Tabulka 4.1.1

Parametry kalibrac¢nich piimek pro stanoveni 4-NI metodou DCV na m-AgSAE
(pramér disku 0,52 mm) v prostfedi BR pufr o pH 5,0 — methanol (1:1). Regenera¢ni
potencidly Ej e = -200 mV, Ej e = -1100 mV. Opakovatelnost méteni nejnizsi mérené

koncentrace 4-NI v ramci jednoho vzorku je 5,36 % (n = 20).

el ot Dskod R Lol
(2-10y107 -2,71 -6,8 0,9722 —
(2-10y10° —2,44 0,3 0,9939 —
(2-10)10" ~1,65 -0,8 0,9970 0,1
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4.2 Diferenc¢ni pulsni voltametrie 4-nitroindanu na m-AgSAE

Pfed vlastnim proméfovanim koncentracnich zavislosti 4-NI bylo nejprve
zkoumano jeho chovani pfi DPV na m-AgSAE v prostiedi methanolu a BR pufru
o riizném pH vodné slozky. Pro tato méfeni byl pouZit roztok 4-NI o koncentraci 110
mol1”" a BR pufr od pH 2 do pH 13 v poméru s methanolem 1:1. Dale byly hledany
optimalni podminky pro stanoveni 4-NI touto metodou. Chovani 4-nitroindanu je opét
obdobné jako u piedchozich méfeni na HMDE a m-AgSAE. Opét 4-NI poskytuje v celé
oblasti pH jeden dobfe vyvinuty pik a druhy pik s potencidlem piku negativnéjSim
oproti piku prvnimu, ktery je patrny pouze v siln¢ kyselém a siln¢ zésaditém prostiedi.
Zaznamenané voltametrické kiivky v zavislosti na pH ukazuje obr. 4.2.1 a 4.2.2.

Ze ziskanych zavislosti DP voltamogrami 4-NI na pH bylo jako optimalni
prostiedi zvoleno BR pufr o pH 9,0 — methanol (1:1). Viz ¢ervena kiivka na obr. 4.2.2.

V dalsi sérii méfeni byl zkouman vliv regenerace na opakovatelnost méteni.
Roztok 4-NI (¢ = 1'10* moll") byl dvacetkrat za sebou proméfovan ve zvoleném
optimalnim prostfedi (BR pufr o pH 9,0 — methanol v poméru 1:1) bez regeneracniho
kroku a dvacetkrat s krokem regenera¢nim. Ziskané voltamogramy jsou zobrazeny na
obr. 4.2.3 a obr. 4.2.4. Z namétenych dat a vypoctl pro opakovatelnost bylo zjisténo, zZe
zafazenim regenerace pied samotnym méfenim na m-AgSAE Ize dosahnout
opakovatelnosti 0,94 % (n = 20) a bez regenerace Cinila opakovatelnost 1,80 % (n = 20).
Zde se jevi vyhodnéjsi zvolit regeneracni krok, diky némuz je jednak dosazeno lepsi
opakovatelnosti a také vyrazné vyssiho signalu. Z tohoto diivodu byl regeneracni krok
zatazen 1 pfi DCV na m-AgSAE. Navic je zndmo, Ze regenerace u nizSich koncentraci
napomahd ziskani lepsi odezvy signalu. Experimentalné zvolené hodnoty Cinily pro
prvni regeneracni potencidl Ej.e = -300 mV a pro druhy regenerani potencial
E2reg =-1300 mV. Na elektrodu byly vkladany stfidavé v intervalu 0,05 sekund po dobu
30 sekund.

Koncentraéni zavislosti 4-NI byly prométfeny ve zvoleném optimalnim prostiedi
BR pufr o pH 9,0 — methanol (1:1) za pouziti experimentalné zjisténych regeneracnich
potencidli Ejre = -300 mV a E;r, = -1300 mV v rozmezi koncentraci
(2 — 10)10” mol 1" (obr. 4.2.5, piislugna kalibracni zavislost viz obr. 4.2.6), v rozmezi
(2 — 10)10° moll" (obr. 4.2.7, piislusna kalibratni zavislost viz obr. 4.2.8) a v

cwwvr

zavislost viz Obr. 4.2.10).
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Obr. 4.2.1 Voltamogramy 4-NI (¢ = 1'10” moll') mefené technikou DPV na
m-AgSAE v prostiedi BR pufr — methanol (1:1); zobrazeny hodnoty pH BR pufru 2,0
(1); 3,0 (2); 4,0 (3); 5,0 (4); 6,0 (5); 7,0 (6).
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Obr. 4.2.2 Voltamogramy 4-NI (¢ = 1'10” moll') mefené technikou DPV na
m-AgSAE v prostiedi BR pufr — methanol (1:1); zobrazeny hodnoty pH BR pufru 8,0
(1); 9,0 (2); 10,0 (3); 11,0 (4); 12,0 (5); 13,0 (6).
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Obr. 4.2.3 Voltamogramy 4-NI (¢ = 1'10” moll") mefené technikou DPV na
m-AgSAE v prostiedi BR pufr o pH 9,0 — methanol (1:1); zobrazeny hodnoty 20 méfeni
bez regenerac¢niho kroku. Opakovatelnost ¢inila 1,80 % (n = 20).
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Obr. 4.2.4 Voltamogramy 4-NI (¢ = 110" moll') méfené technikou DPV na
m-AgSAE v prostiedi BR pufr o pH 9,0 — methanol (1:1); zobrazeny hodnoty 20 méfeni

s regenera¢nim krokem pted vlastnim méfenim. Opakovatelnost ¢inila 0,94 % (n = 20).
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Obr. 4.2.5 Voltamogramy 4-NI meéfené technikou DPV na m-AgSAE v rozmezi
koncentraci 210° — 1110 moll" v prostiedi BR pufr o pH 9,0 — methanol (1:1).
Koncentrace 4-NI (mol1): 2:10° (1), 410° (2), 610° (3), 8107 (4), 1'10™* (5);

necislovana ¢erna kiivka nalezi zakladnimu elektrolytu.
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Obr. 4.2.6 Zavislost proudu piku |, na koncentraci 4-NI v koncentra¢nim rozmezi
2110° — 1'10™ moll'. M&feno technikou DPV na m-AgSAE v prostiedi BR pufr
o pH 9,0 — methanol (1:1). Konfiden¢ni pasy jsou sestrojeny na hladiné¢ vyznamnosti

0,05 (n=3).
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Obr. 4.2.7 Voltamogramy 4-NI métfené technikou DPV na m-AgSAE v rozmezi
koncentraci 210° — 1'110° mol1" v prostiedi BR pufr o pH 9,0 — methanol (1:1).
Koncentrace 4-NI (moll™"): 2:10° (1), 410° (2), 610° (3), 810° (4), 1110° (5);

necislovana ¢erna kiivka nélezi zakladnimu elektrolytu.
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Obr. 4.2.8 Zavislost proudu piku I, na koncentraci 4-NI v koncentratnim rozmezi
2110° — 1'10° moll'. M&feno technikou DPV na m-AgSAE v prostiedi BR pufr
o pH 9,0 — methanol (1:1). Konfiden¢ni pasy jsou sestrojeny na hladiné¢ vyznamnosti

0,05 (n = 3).
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Obr. 4.2.9 Voltamogramy 4-NI meéfené technikou DPV na m-AgSAE v rozmezi
koncentraci 2107 — 1'10° mol1" v prostiedi BR pufr o pH 9,0 — methanol (1:1).
Koncentrace 4-NI (molT™): 1:107 (1), 2107 (2), 4107 (3), 6107 (4), 8107 (5), 1'10°®

(6); necislovana Cerna kiivka nalezi zékladnimu elektrolytu.
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Obr. 4.2.10 Zavislost proudu piku I, na koncentraci 4-NI v koncentra¢nim rozmezi
2107 = 1'10° moll'. M&feno technikou DPV na m-AgSAE v prostiedi BR pufr
o pH 9,0 — methanol (1:1). Konfiden¢ni pasy jsou sestrojeny na hladiné¢ vyznamnosti

0,05 (n = 3).
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Tabulka 4.2.11

Parametry kalibra¢nich pfimek pro stanoveni 4-NI metodou DPV na m-AgSAE (primér
disku 0,52 mm) v prostfedi BR pufr o pH 9,0 — methanol (1:1). Regeneracni potencidly
Eiree = -300 mV, Eyre = -1300 mV. Reprodukovatelnost méfeni nejniz§i méfené

koncentrace 4-NI v ramci jednoho vzorku je 4,90 % (n = 20).

Koncentraéni Smeérnice,

rozmezi, molT! nA'umol'l'1 Usek, nA R’ Lo, 1 mol 1"
(2-10y107 -2,7 14,6 0,9915 —
(2-10y10° -2,3 0,6 0,9993 —
(2-10)10" -1,2 0,0 0,9823 0,1

Zjisténé optimalni podminky byly déale pouzity pro méfeni 4-NI v modelovych

vzorcich pitné a fi¢ni vody (viz kapitola 7.3).
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5. Cyklicka voltametrie 4-nitroindanu

Cyklicka voltametrie byla pouzita pro charakterizaci elektrochemickych
reakénich mechanismt 4-NI v prostiedich o riznych pH (pH 3,0; 8,0 a 12,0 reprezentuji
kyselé, neutralni a zasadité prostiedi). Méteni bylo provadéno na elektrodich HMDE a
m-AgSAE, pfi nastaveni riznych rychlosti skenu (10, 20, 50, 100, 200, 500 a
1000 mV's™). Na obr. 5.1.1 a 5.2.1 jsou navic jesté Eervend zobrazeny kfivky méfeni
CV v kyselém prostfedi BR pufru v potencidlovém okné zahrnujicim pouze prvni pik
pro objasnéni, zda redukce nitroskupiny do prvniho stupné je reverzibilni C¢i

ireverzibilni.

5.1 Cyklickéa voltametrie 4-NI na HMDE

Vliv raznych rychlosti skenu (10, 20, 50, 100, 200, 500, 1000 mV's")
na chovani 4-NI (¢ = 1110 mol1™") pii CV na visici rtufové kapkové elektrodé byl
sledovan v prostiedi BR pufr — methanol (1:1), kde byl pouzit BR pufr o pH 3,0; 8,0
a 12,0. Cyklické voltamogramy 4-NI v kyselém prostfedi poskytuji dva katodické

12 ") Toto je v souladu s polarografickym chovanim 4-NI pii

voltametrické piky (p
mé&feni metodou DCTP na DME (bakalatska prace). Prvni katodicky pik (p°'*)
odpovida 4-elektronové redukci nitroskupiny 4-NI na skupinu hydroxylaminovou,
clb

druhy katodicky pik (p~°) pak odpovida 2-elektronové redukci hydroxylaminové
skupiny na skupinu aminovou. V prostfedi, kde byl pouZit BR pufr o pH 8,0 poskytuje
4-NI oproti kyselému prostiedi navic jesté anodicky pik (p*') a dalsi katodicky pik (p®)
ve vysSich hodnotach potencidlu (tato dvojice reverzibilnich pikd odpovidd anodické
oxidaci hydroxylaminové skupiny na nitroso skupinu za odejmuti 2 elektronii a zpétné
reverzibilni katodické redukci). Naopak zde redukce 4-NI neprobihd ve dvou krocich,

cla

které by poskytovaly dva piky (p ", p°1b). V zasaditém prostfedi je chovani 4-NI
obdobné jako v prostfedi s BR pufrem o pH 8,0. Zde se projevuje posunuti kiivek
vlivem vysSiho pH prostiedi do zapornéjSich oblasti potencidlu. 4-NI poskytuje
voltametrické piky ve vSech tfech prostiedich pifi vSech rychlostech polarizace.
Zobrazeny jsou pouze kiivky ziskané pii rychlosti polarizace 50 mV's'. Ziskané
voltamogramy jsou ukdzany na obr. 5.1.1, 5.1.2 a obr. 5.1.3. ZjiSténé zavislosti |, na

odmocning z rychlosti polarizace jsou uvedeny v tabulce 5.1.1.
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Obr. 5.1.1 Voltamogramy 4-NI (c = 110 mol1") mé&fené technikou CV na HMDE
v prostiedi BR pufr pH 3,0 —methanol (1:1); rychlost skenu 50 mV's™'; prvni
cyklus (—); druhy cyklus (---); tieti cyklus (---).
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Obr. 5.1.2 Voltamogramy 4-NI (c = 110 mol1") méfené technikou CV na HMDE
v prosttedi BR pufr pH 8,0 — methanol (1:1); rychlost skenu 50 mV's'; prvni
cyklus (—); druhy cyklus (---); tieti cyklus (---).

55



-900

-600

-300

nA

300

1 1 1 1
-300 -600 -900 -1200 -1500

Obr. 5.1.3 Voltamogramy 4-NI (c = 1'10™* molT") m&fené technikou CV na HMDE
v prostiedi BR pufr pH 12,0 —metanol (1:1); rychlost skenu 50 mV's'; prvni
cyklus (—); druhy cyklus (---); tieti cyklus (---).

Tabulka 5.1.1
Zavislost velikosti proudu piku I, 4-NI (¢ = 1'10™ mol1™) na druhé odmocniné& rychlosti

polarizace pro metodu CV na HMDE. M¢éteno v prostifedi BR pufr — methanol (1:1).

pH BR pufru Pik Smérnice, nAmV™""*s"? Usek, nA R’

30 pt -97,7 ~172,6 0,9799
p°' —43.0 -211,7 0,9773
P! 97,3 -287,5 0,9648

8,0 p~ 33,4 41,7 0,9773
p" 31,0 61,5 0,9699
p°! —63,5 —351,7 0,9583

12,0 p< -38,1 -19,2 0,9600
p" 26,8 80,1 0,9416
1

()

L, p™, ™, p®, p*' — oznadeni katodickych a anodického piku
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5.2 Cyklické voltametrie 4-NI1 na m-AgSAE

Vliv riznych rychlosti skenu (10, 20, 50, 100, 200, 500, 1000 mV's™) na chovani
4-NI (c = 1'10* moll") pfi CV na elektrodé m-AgSAE byl sledovan ve stejnych
prostiedich jako pii méfeni CV na HMDE (viz kap. 3.4.1). Chovani 4-NI pii méfeni CV
na m-AgSAE je obdobné jako pfi CV na HMDE. Voltamogramy poskytuji stejné pocty
piki ve stejnych prostfedich, pouze s tim rozdilem, ze proudova odezva je na m-AgSAE
niz§i. Ziskané voltamogramy pii rychlosti polarizace 50 mV's' jsou ukazany na
obr. 5.2.1, 5.2.2 a obr. 5.2.3. ZjiSténé zavislosti |, na rychlosti polarizace jsou uvedeny

v tabulce 5.2.1.
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Obr. 5.2.1 Voltamogramy 4-NI (¢ = 110" moll') méfené technikou CV

na m-AgSAE v prostiedi BR pufr pH 3,0 — methanol (1:1); rychlost skenu 50 mV's™;
prvni cyklus (—); druhy cyklus (---); tfeti cyklus (---).
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Obr. 5.2.2 Voltamogramy 4-NI (¢ = 110" moll') mefené technikou CV

na m-AgSAE v prostiedi BR pufr pH 8,0 — methanol (1:1); rychlost skenu 50 mV's™;
prvni cyklus (—); druhy cyklus (---); tfeti cyklus (---).
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Obr. 5.2.3 Voltamogramy 4-NI (¢ = 110" moll") méfené technikou CV

na m-AgSAE v prostfedi BR pufr pH 12,0 — methanol (1:1); rychlost skenu 50 mV's™;
prvni cyklus (—); druhy cyklus (---); tieti cyklus (---).
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Tabulka 5.2.1
Zavislost velikosti proudu piku I, 4-NI (¢ = 1'10* mol'1™") na druhé odmocning rychlosti

polarizace pro metodu CV na m-AgSAE. Méteno v prostfedi BR pufr — methanol (1:1).

pH BR pufru Pik Smérnice, nAmV "5 Usek, nA R’

10 e —6,1 —28.4 0,9789

’ pe'® 53 30,0 0,9868

p°! 7,5 38,8 0,9743

8,0 p~ 2,1 4,4 0,9600

p"! 2,2 ~-2,0 0,9581

p* 3,5 45,6 0,8883

12,0 p~ -3,0 4,3 0,9571

p" 3,0 1,7 0,9554

—

a

<, p™, pot, p®, p* — oznadeni katodickych a anodického piku

Metodou cyklické voltametrie bylo zkoumano chovéani 4-NI ve tfech riznych
prostiedich na dvou riznych elektroddch. Metoda byla pouZzita pro objasnéni
reverzibility ¢i ireverzibility déje a také pro objasnéni dé€ji fidicich elektrochemickou
redukci nitroskupiny na benzenovém jadie 4-NI. Z naméfenych voltamogrami a ze
zjisténych zavislosti velikosti proudu piki na druhé odmocniné rychlosti polarizace je
patrné, ze elektrochemickd redukce 4-NI je ireverzibilni a jeji rychlost je fizena
prispévkem difuse i adsorpce. D¢ je ireverzibilni i do prvniho stupné redukce

nitroskupiny (viz Cervené kiivky na obr. 5.1.1 a 5.2.1).
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6. Adsorp¢ni rozpoustéci voltametrie 4-nitroindanu na HMDE

Pro moZnost ziskani nizSich mezi stanovitelnosti byla pouzita metoda adsorp¢ni
rozpoustéci voltametrie na rtutové kapkové elektrodé, kdy byl nejprve hledan optimalni
potencial akumulace (E.x) pfi konstantni dobé akumulace (t.) 60 s, a poté pii nalezeném
optimalnim potencidlu akumulace hleddna optimélni doba akumulace. Pfi proméfovani
roztoku 4-NI bylo postupovano tak, Ze bylo pouzito nejprve prostiedi shodné
s optimdlnim prostfedim pro metodu DPV na HMDE, tj. BR pufr o pH 8,0
— methanol v poméru 9:1. Zaznam zakladniho elektrolytu byl proméfen bez akumulace
(ta. = 0's). Poté byl zjidtovan idealni potencial akumulace pro roztok 4-NI o ¢ = 2107
mol1" v prosttedi BR pufru o pH 8,0 — methanol (9:1), a to pii konstantni dob&
akumulace ty = 60 s. Proméfované potencidly akumulace byly —100, =200, =300, —400
a =500 mV. Protoze v tomto prostiedi nedoslo k vyrazné zméné v nartstu proudu piku
odpovidajiciho 4-NI, pfistoupilo se k proméfovani v prostiedi kyselé slozky BR pufru
o pH 1,7 (nyni jiZ bez cilené pfitomnosti methanolu v zakladnim elektrolytu). Opét byl
proveden zaznam zdkladniho elektrolytu bez akumulace (t,c = 0s). Potencidly
akumulace byly proméfeny v rozsahu 0 az =700 mV. Jako optimalni byl zvolen
potencial akumulace E;x = —400 mV. Pfi tomto optimalnim potencidlu akumulace byly
dale promérovany rizné doby akumulace (t,x = 0, 15, 30, 60, 120, 180, 300, 600 s), viz
obr. 6.1. Zavislost proudu piku na dobé akumulace je zobrazena na obr. 6.2. Optimalni
doba akumulace byla zvolena t;x = 240 s. Roztoky 4-NI byly proméfovany metodou
AdSV na HMDE pfi optimalnim potencidlu akumulace -400 mV a dobé akumulace
240 s v koncentraénim rozmezi (1 — 10)10™® moll' (obr. 6.3, piisluna kalibratni
zavislost viz obr. 6.4) a v rozmezi (1 — 10)10”° moll" (obr. 6.5, p¥islugna kalibra¢ni
zavislost viz obr. 6.6). Parametry odpovidajicich koncentracnich zdvislosti jsou shrnuty

v tabulce 6.1.

60



-200

-150

-100

nA

-50

Obr. 6.1 Voltamogramy 4-NI (¢ = 210”7 moll") m&fené technikou AdSV na HMDE
v prostiedi kyselé slozky BR pufru o pH 1,7 ptfi Exx = 400mV; zobrazeny hodnoty
tak (s): 0 (1); 15 (2); 30 (3); 60 (4); 120 (5); 180 (6); 300 (7); 600 (8).
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Obr. 6.2 Zavislost proudu piku (I,) 4-NI (c = 21107 moll") na dob& akumulace (t.),

meéieno technikou AdSV na HMDE v prosttedi kyselé slozky BR pufru o pH 1,7 pii Exx

= —400mV; zobrazeny zavislosti |, na ty; (ta = 0, 15, 30, 60, 120, 180, 300,
600 s).

61



-80

nA

Obr. 6.3 Voltamogramy 4-NI méfené technikou AdSV na HMDE v rozmezi

koncentraci 1110 — 1107 mol1’ v prostiedi kyselé¢ slozky BR pufru o pH 1,7;
E.x = 400 mV; tx = 240 s. Koncentrace 4-NI (mol'l'l): 11078 (1), 2107 (2), 410° (3),

610™(4), 810 (5), 11107 (6); neislovana Gerna kfivka nalezi zakladnimu elektrolytu.
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Obr. 6.4 Zavislost proudu piku |, na koncentraci 4-NI v koncentranim rozmezi
110" — 1107 mol1". M&feno technikou AdSV na HMDE v prostiedi kyselé slozky BR
pufru o pH 1,7; Esx = —400 mV; ty = 240 s; (n = 3).
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Obr. 6.5 Voltamogramy 4-NI métené technikou AdSV na HMDE v rozmezi
koncentraci 1'110° — 1'10® mol1" v prosttedi kyselé slozky BR pufru o pH 1,7;
Eua = —400 mV; ty = 240 s. Koncentrace 4-NI (mol1™): 1107 (1), 2107 (2), 4107 (3),
6107 (4), 8107 (5), 1'10° (6); netislovana &ernd kfivka nalezi zakladnimu elektrolytu.
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Obr. 6.6 Zavislost proudu piku |, na koncentraci 4-NI v koncentranim rozmezi
1110 — 1110 mol 1. M&teno technikou AdSV na HMDE v prostfedi kyselé slozky BR
pufru o pH 1,7; Esx = —400 mV; ty = 240 s; (n = 3).

63



Tabulka 6.1

Parametry kalibra¢nich ptimek pro stanoveni 4-NI metodou DCV na HMDE v prostiedi

Cv v

jednoho vzorku je 9,90 % (n = 10).

Koncentracni Smérnice,

, 2 1-1

rozmezi, mol 1! nAnmol 1! Usek, nA R Lo, nmoll
(2-10)10 -0,3 -37,4 0,9108 —
2- 10)'10'9 -2.9 -19,7 0,9052 7,0

Ze ziskanych dat se jevi metoda AdSV jako metoda méné vyuzitelna pro méieni
4-NI v koncentraénich ¥adech 10° a 10® moll”’, piedeviim diky nelinearité méfeni.
Navic ziskané zavislosti napovidaji (pfedev§im z pohledu vysoké hodnoty ziskanych
usekli koncentracnich zavislosti), ze by se misto domnélého akumulovani 4-NI na
povrch HMDE, mohlo jednat i o konkuren¢ni akumulovani elektrochemicky aktivnich
necistot z methanolu ze zasobniho roztoku. Ten se v proméfovanych koncentra¢nich
radech vyskytuje v ptfiblizné stejném mnozstvi. Proméfované roztoky byly pfipravovany
ze dvou zéasobnich roztokt, pro kazdy fad o jiné koncentraci, a tudiz byl odpipetovan
stejny objem do 10ml odmérné banky pii jejich fedéni na pozadovanou koncentraci.
Tim se teoreticky piiblizné¢ stejné mnozstvi methanolu vyskytovalo vzdy ve dvojicich
koncentraci, napt. 210 a 2110® moll”'. Této skute¢nosti napovida i ten fakt, e pii
proméfovani zékladnich elektrolytd odezva nelistoty piitomnd nebyla, zatimco po
pfidani  odpovidajiciho mnozstvi methanolu (10 ul) bylo mozné na AdS
voltamogramech pozorovat zvysSeni odezvy pii potencidlech blizkych potencidlu pikt

4-NI.
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7. Stanoveni 4-nitroindanu v modelovych vzorcich pitné a ri¢ni vody
Stanoveni 4-NI v modelovych vzorcich pitné a fi¢ni vody byla provadéna
metodami, které pii hledani optiméalnich podminek pfi stanoveni v prostfedich BR pufru
a methanolu vykazovaly niz§i meze stanovitelnosti, tj. pulsni polarograficka
a voltametricka technika. Optimalni podminky, zejména pH BR pufru, byly pouzity
1 pro vodna prostiedi. Pro stanoveni 4-NI v fi¢ni vodé byla pouzita voda z potoku Boti¢
(Praha Hostivar), kterd byla zbavena hrubych necistot prefiltrovanim ptes filtraéni papir.
Jako pitnd voda byla pouzita voda z vodovodu v budové Chemického ustavu PiF UK

Praha.

wrw

7.1 Stanoveni 4-NI metodou DPP na DME v modelovych vzorcich pitné a ri¢ni
vody

Stanoveni 4-NI metodou DPP na DME v pitné a ficni vod¢ bylo provadéno
pomoci standardnich pridavka (zasobni roztok 4-NI o ¢ = 1110 mol1™), kde byl
zékladni elektrolyt tvofen 1 ml BR pufru o pH 12,0 a 100 pl 0,1 moll' roztoku
chelatonu III (pro pitnou vodu) nebo 1 ml 0,01 mol 1" roztokem NaOH (pro ti¢ni vodu)
a doplnén do 10 ml pfisluSnou vodou. Polarografickym méfenim byly ziskany
kalibratni zavislosti v koncentraénim rozmezi (2—100)107 moll’. Kalibragni
zavislosti jsou linearni v celém méfeném rozsahu, parametry kalibracnich pfimek jsou
koncentraéniho fadu (2 — 10)107 mol1”" naméfeného technikou DPP na DME v pitné
vodé¢ (odezva kolem potencialu —900 mV pravdépodobné odpovida ve vodé
pritomnému anorganickému zinku ve formé Zn*" iontd). P¥islugna kalibradni primka je
(2 -10)10" mol1" technikou DPP na DME v {i¢ni vodg&. P¥isluina kalibra¢ni p¥imka je

zobrazena na obr. 7.1.4.
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Obr. 7.1.1 Polarogramy 4-NI métené technikou DPP na DME v rozmezi koncentraci
2107 - 1'110° moll' v prosttedi BR pufru o pH 12,0 — pitnd voda (1:9).
Koncentrace 4-NI (moll"): 2107 (1), 4107 (2), 6107 (3), &107 (4), 1'10° (5);

necislovana ¢erna kiivka nalezi zakladnimu elektrolytu.
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Obr. 7.1.2 Zavislost proudu piku I, na koncentraci 4-NI v koncentraénim rozmezi
2107 = 1'10° mol1"'. Mé&teno technikou DPP na DME v prosttedi BR pufr o pH 12,0 —

pitna voda (1:9). Konfiden¢ni pasy jsou sestrojeny na hladiné vyznamnosti 0,05 (n = 3).
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Obr. 7.1.3 Polarogramy 4-NI métené technikou DPP na DME v rozmezi koncentraci
2107 - 1'110° mol1" v prostfedi 0,01M NaOH - fi¢ni voda (1:9). Koncentrace 4-NI
(mol1™): 27107 (1), 4107 (2), 6107 (3), 8107 (4), 1'10° (5); necislovana &erna kiivka

nalezi zdkladnimu elektrolytu.
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0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
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Obr. 7.1.4 Zavislost proudu piku I, na koncentraci 4-NI v koncentranim rozmezi
2107 — 1'10°° mol 1. Méfeno technikou DPP na DME v prosttedi 0,01M NaOH — fi¢ni

voda (1:9). Konfidenc¢ni pasy jsou sestrojeny na hladin€ vyznamnosti 0,05 (n = 3).
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Tabulka 7.1.1

Parametry kalibracnich pfimek pro stanoveni 4-NI v pitné vodé metodou DPP na DME

v prostiedi BR pufru o pH 12,0 — pitna voda (1:9) a metodou DPP na DME v prostiedi

0,01M NaOH - ticni voda (1:9). Opakovatelnost métfeni nejniz$i méfené koncentrace

4-NI v ramci jednoho vzorku (DPP, pitna voda) je 5,84 % a (DPP, ti¢ni voda) je 7,84 %

(n=10).
Koncentracni . ,
rozmezi, Metoda Prostiedi Smgm1cezi Usek, 2 LQ’, 1
molT! mATmol nA umol'l
106
(2-10)10 DPP na BR pgfr’pH 12,0 -7,2 -2.9 0,9988 —_
DME — pitna voda
2- 10)'10'7 (1:9) -7,6 -0,3 0,9981 0,1
.1n-6 1-1
(2-10)10 DPP na 0,01 movl,lv ’ -8,8 1,8 0,9996 S
DME NaOH - 1i¢ni
2- 10)'10'7 voda (1:9) -7.4 -0,4 0,9965 0,2
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7.2 Stanoveni 4-NI metodou DPV na HMDE v modelovych vzorcich pitné a fi¢ni
vody

Stanoveni 4-NI metodou DPV na HMDE v pitné a ficni vodé bylo provadéno
pomoci standardnich pridavka (zasobni roztok 4-NI o ¢ = 1'10* mol1™), kde byl
zékladni elektrolyt tvofen 1 ml BR pufru o pH 8,0; dale 100 pl 0,1 moll' roztoku
chelatonu III a doplnén do 10 ml pitnou nebo fi¢ni vodou. Voltametrickymi méfenimi
byly ziskany kalibraéni zavislosti v koncentraénim rozmezi (2—100)107 moll™.
Kalibra¢ni zavislosti jsou linearni v celém méfeném rozsahu, parametry kalibracnich
naméfeného koncentraéniho rozmezi (2 —10)10" moll' metodou DPV na HMDE
v pitné vodé. Prislusna kalibra¢ni pfimka je uvedena na obr. 7.2.2. Na obr. 7.2.3 je
uveden voltamogram rozmezi nejniz§iho naméfeného koncentracniho fadu
(2 - 10107 mol'1" metodou DPV na HMDE v i¢ni vod&. Pislusna kalibragni piimka je

uvedena na obr. 7.2.4.
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Obr. 7.2.1 Voltamogramy 4-NI métené technikou DPV na HMDE v rozmezi koncentraci
21107 = 1'10°° mol1™" v prosttedi BR pufr o pH 8,0 — pitna voda (1:9). Koncentrace 4-NI
(mol1™"): 27107 (1), 4107 (2), 6107 (3), 8107 (4), 1'10° (5); nedislovana erna kfivka

nalezi zékladnimu elektrolytu.
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Obr. 7.2.2 Zavislost proudu piku I, na koncentraci 4-NI v koncentranim rozmezi
2107 = 1'10° mol 1. M&feno technikou DPV na HMDE v prostiedi BR pufr o pH 8,0 —

pitné voda (1:9). Konfiden¢ni pasy jsou sestrojeny na hladiné vyznamnosti 0,05 (n = 3).
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Obr. 7.2.3 Voltamogramy 4-NI métené technikou DPV na HMDE v rozmezi koncentraci
2107 = 1'10°° mol1" v prostiedi BR pufr o pH 8,0 — Fi¢ni voda (1:9). Koncentrace 4-NI
(mol1™"): 27107 (1), 4107 (2), 6107 (3), 8107 (4), 1'10° (5); nedislovana erna kiivka

nalezi zékladnimu elektrolytu.
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Obr. 7.2.4 Zavislost proudu piku I, na koncentraci 4-NI v koncentratnim rozmezi
2107 = 1'10° mol 1. M&feno technikou DPV na HMDE v prostiedi BR pufr o pH 8,0 —

ficni voda (1:9). Konfiden¢ni pésy jsou sestrojeny na hladiné vyznamnosti 0,05 (n = 3).
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Tabulka 7.2.1

Parametry kalibracnich pfimek pro stanoveni 4-NI v pitné vodé metodou DPV
na HMDE v prostiedi BR pufru o pH 8,0 — pitnd voda (1:9) a metodou DPV na HMDE
métené koncentrace 4-NI v ramci jednoho vzorku (DPV, pitna voda) je 3,94 % a (DPV,
ficni voda) je 18,72 % (n = 10).

Koncentracni

rozmezi, Metoda Prostiedi Smgm1cezi Usek, 2 LQ’, 1
mol T mATmol nA umol'l
2-10y10° by, BRpufrpH8,0 ~13,5 02  0,9898 —
— pitna voda
@-10y107 HMDE (1:9) 95 0,1 09911 0,07
(2-10y10° DPV g BRpuff pH 8,0 —7,2 2,9  0,9988 —
— fi¢ni voda
@-10y107 HMDE (1:9) 11,6 04 09781 03
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7.3 Stanoveni 4-NI metodou DPV na m-AgSAE v modelovych vzorcich pitné

a Ficni vody

Pro stanoveni 4-NI v modelovych vzorcich pitné a fi¢ni vody byla pouzita pulsni
voltametrickd metoda na m-AgSAE. Bylo méteno v prostiedi s BR pufrem o stejném
pH, jaké bylo zvoleno za optimalni pii stanovovani 4-NI metodou DPV na m-AgSAE.
Stanoveni metodou DPV na m-AgSAE v pitné a fi¢ni vod€ bylo provadéno pomoci
standardnich ptidavkll (zasobni roztok 4-NI o Cc = 1'10* moll™"), kde byl zakladni
elektrolyt tvoten 1 ml BR pufru o pH 9,0; dale 100 pl 0,1 mol1" roztoku chelatonu IIT
a doplnén do 10 ml pfislusnou vodou. Chelaton III byl pouzit, aby se zabranilo
znehodnocovéani méteni ptipadnymi necistotami a elektrochemicky aktivnimi kationty
soli. Pro regeneraci povrchu pracovni elektrody byly pouzity stejné regeneracni
potencialy jako u metody vyvinuté v kapitole 4.2, tedy E reg = -300 mV a E e = -1300
mV. Voltametrickymi métenimi byly ziskdny kalibra¢ni zéavislosti v koncentracnim
rozmezi (1—10)10° moll’. Kalibraéni zavislosti jsou linedrni v celém méfeném
rozsahu, parametry kalibracnich pfimek jsou uvedeny v tabulce 7.3.I1. Na obr. 7.3.1 je
metodou DPV na m-AgSAE v pitné vod¢. Piislusnd kalibracni pfimka je uvedena na
obr. 7.3.2. Na obr. 7.3.3 je uveden voltamogram nejniz§iho naméfeného koncentra¢niho
tadu (1 —10)10° mol1" metodou DPV na m-AgSAE v fi¢ni vodé. Ptislusné kalibra¢ni

pfimka je uvedena na obr. 7.3.4.
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Obr. 7.3.1 Voltamogramy 4-NI meéfené technikou DPV na m-AgSAE v rozmezi
koncentraci 1'10° — 1'10° moll" v prostiedi BR pufr o pH 9,0 — pitna voda (1:9).
Koncentrace 4-NI (mol1™): 110 (1), 2110 (2), 410 (3), 610 (4), 810 (5),1:107 (6);

necislovana ¢erna kiivka nalezi zadkladnimu elektrolytu.
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Obr. 7.3.2 Zavislost proudu piku I, na koncentraci 4-NI v koncentraénim rozmezi 1'10°
— 1'10® molT". Technika DPV na m-AgSAE v prostiedi BR pufr o pH 9,0 — pitna voda

(1:9). Konfiden¢ni pasy jsou sestrojeny na hladiné vyznamnosti 0,05 (n = 3).
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Obr. 7.3.3 Voltamogramy 4-NI meéfené technikou DPV na m-AgSAE v rozmezi
koncentraci 1'110° — 110 mol1” v prostftedi BR pufr o pH 9,0 — fi¢ni voda (1:9).
Koncentrace 4-NI (mol1™): 110 (1), 2110 (2), 410° (3), 610 (4), 810 (5),1:107 (6);

necislovand ¢erna kiivka nalezi zadkladnimu elektrolytu.
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Obr. 7.3.4 Zavislost proudu piku I, na koncentraci 4-NI v koncentratnim rozmezi
1110° = 1'10” mol1™". Technika DPV na m-AgSAE v prostiedi BR puft o pH 9,0 — fiéni

voda (1:9). Konfiden¢ni pasy jsou sestrojeny na hladiné vyznamnosti 0,05 (n = 3).
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Tabulka 7.3.1

Parametry kalibra¢nich pfimek pro stanoveni 4-NI v pitné vodé¢ metodou DPV
na m-AgSAE v prostfedi BR pufru o pH 9,0 — pitnd voda (1:9) a metodou DPV na
m-AgSAE v prostfedi BR pufru o pH 9,0 — fi¢ni voda (1:9). Opakovatelnost méteni

cwwvr

a (DPV, fi¢ni voda) je 3,7 % (n = 10).

Koncentrefcm "y Smérnice, Usek, 2 Lo,
rozmezi, Metoda Prostiedi | R 1
1 mA Tmol nA umoll
moll
. DPVma BR pufr, pH 9,0
(1-10)10 — pitna voda -1,9 0,6 0,9930 1,0
BR pufr pH 9,0
(1—10y10¢ DPPVma 7 i voda 14 03 09927 2,0
m-AgSAE (1:9)
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8. Vysokoucinna kapalinova chromatografie 4-nitroindanu s UV-VIS

detekci

8.1 Vliv sloZeni mobilni faize na HPLC chromatogramy

Nejprve byl sledovan vliv slozeni mobilni faze, tj. pomér methanolické a vodné
slozky na chovani smé&si 4-NI, 1-NP, 2-NF, 3-NFA (viechny o ¢ = 1'10™* moll™) pii
HPLC s UV-VIS detekci. Méfeni byla provadéna v prostiedi methanol — vodna slozka
(pufr) o riznych objemovych pomérech (90:10, 85:15 a 80:20), kde pH vodné slozky
bylo 3,0 a 7,0 pro fosfatovy pufr a 4,8 pro acetatovy pufr. Tato mefeni byla provadéna
pii zvolené prittokové rychlosti 1 mI'min™ a p¥i zvolené konstantni vlnové délce detekce
(Adet) 210 nm. VInova délka 210 nm byla zvolena s ohledem na pozadavek, kdy pti dané
vlnové délce musi absorbovat v§echny latky ve smési pokud mozno co nejvice. UV-VIS
absorp¢ni spektra vSech Ctyt latek jsou ukdzana na obr. 8.1.1. Piislusné chromatogramy
pro vodnou slozku o pH 7,0 jsou zndzornény na obr. 8.1.2.

Dale byl proméfovan vliv pritokové rychlosti na chromatogram smési
v prostiedi methanol — pufr (85:15), o pH pufru postupné 3,0; 4,8 a 7,0, opét pti zvolené
vlnové délce 210 nm. Pratokové rychlosti byly zvoleny 0,5; 0,7; 1,0; 1,2 a 1,4 ml'min™".
Zavislost retencnich Cast na prutokové rychlosti pro prostiedi o pH pufru 4.8 je
zobrazena na obr. 8.1.3.

Ze zéznami HPLC meéfeni s UV-VIS detekci je ziejmé, ze se vzristajicim
objemem organického modifikatoru, tj. methanolu, jsou latky eluovany diive. Stejny
efekt ma na zkracovani reten¢nich cast i zvySovani pritokové rychlosti. Naproti tomu
pH vodné slozky prostfedi méfeni nijak zasadné neovliviiovalo. Tato méfeni byla
provadéna jako predptiprava pro HPLC s elektrochemickou detekei pomoci stiibrné
pevné amalgamové elektrody v tzv. ,thin-layer” uspofddani, které bude vénovana

pozornost v navazujicim vyzkumu této problematiky.
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Obr. 8.1.1 Absorp¢ni spektra roztokt 4-NI (1), 1-NP (2), 2-NF (3), 3-NFA (4) (vSechny
roztoky o ¢ = 110 mol.I"") v methanolu. Prom&fovéno proti methanolu v kiemennych

kyvetach o mérné tloust’ce 0,1 cm.
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Obr. 8.1.2 Chromatogramy smési 4-NI (1), 1-NP (3), 2-NF (2), 3-NFA (4) (vSechny
latky o ¢ = 1'10™ mol1") m&fené technikou HPLC s UV-VIS detekci v prostfedi mobilni
faze methanol — fosfatovy pufr o pH 7,0; pritokova rychlost 1 mI'min™, Ag = 210 nm;
zobrazeny pomé&ry methanolické a vodné slozky 90:10 (¢ernd); 85:15 (Cervend); 70:20

(modra).
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Obr. 8.1.3 Zavislost retencnich Cast (tr) 4-NI (1), 1-NP (3), 2-NF (2), 3-NFA (4)
na prutokové rychlosti (v). Méfeno technikou HPLC s UV-VIS detekci v prostiedi
methanol — pufr (85:15), pH acetatového pufru 4.8; Agee = 210 nm. Proméfované

pratokové rychlosti: 0,5; 0,7; 1,0; 1,2 a 1,4 ml'min’'; (n=2).
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8.2 Stanoveni 4-nitroindanu ve smési s 1-nitropyrenem, 2-nitrofluorenem

a 3-nitrofluoranthenem metodou HPLC s UV-VIS detekci

Stanoveni 4-NI ve smési spolu s dalsSimi NPAHy metodou HPLC s UV-VIS
detekci bylo provadéno v mobilni fazi obsahujici HPLC methanol a acetatovy pufr o pH
4,8 vpoméru 85:15, pii zvolené pritokové rychlosti 1,2 mlmin”' a vlnové délce
210 nm. Proméfované roztoky o piislusnych koncentracich byly pfipravovany pfesnym
fed&nim zasobnich roztokd (zasobni roztoky o ¢ = 110~ mol1™") methanolem pro HPLC
méteni a davkovany pomoci 20 pl davkovaci smycky. Chromatografickymi métenimi
byly ziskany kalibraéni zavislosti v koncentraénich rozmezich (2—10)107,
(2-10)10°, (2—10y107 a (2—10)10™ mol1"'. Parametry kalibraénich piimek viech
NPAH1 (4-NI, 1-NP, 2-NF a 3-NFA) pies celé¢ proméfované koncentra¢ni rozmezi jsou
uvedeny v tabulce 8.2.I1. Parametry kalibracnich pfimek pro jednotlivé koncentraéni
fady 4-NI jsou uvedeny v tabulce 8.2.II. Na obr. 8.2.1 je uveden chromatogram
nejvyssiho naméfeného koncentraéniho fadu (2—10)10° moll’ metodou HPLC
s UV-VIS detekci. Ptislusna kalibrac¢ni ptfimka pro 4-NI je uvedena na obr. 8.2.2. Dale
byla provedena logaritmickd analyza kalibrac¢nich zavislosti. Zavislost logaritmu vysky
piku 4-NI na logaritmu koncentrace je uvedena na obr. 8.2.3 a logaritmicka zavislost

plochy piku 4-NI na koncentraci je uvedena na obr. 8.2.4.
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Obr. 8.2.1 Chromatogramy 4-NI (a) ve smési s 1-NP (c), 2-NF (b) a 3-NFA (d).
Technika HPLC s UV-VIS detekci, mobilni faze: methanol — acetatovy pufr pH 4,8
(85:15), v=1,2 ml‘min'l, Adet = 210 nm; v rozmezi koncentraci 2107 — 110 moll.

Koncentrace latek (mol1™): 2107 (1), 4107 (2), 6107 (3), 8107 (4), 1'107* (5).
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Obr. 8.2.2 Zavislost vysky piku na koncentraci 4-NI v koncentraCnim rozmezi
210° = 1'10™ mollT". Méfeno technikou HPLC s UV-VIS detekci v prostiedi mobilni
faze methanol — acetatovy pufr pH 4,8 (85:15), v =1,2 ml'min’l, Adet = 210 nm.

Konfidenéni pasy jsou sestrojeny na hladin€ vyznamnosti 0,05 (n = 3).
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Obr. 8.2.3 Zavislost logaritmu vySky piku na logaritmu koncentrace 4-NI v celém
proméfovaném koncentraénim rozmezi (210% — 1010° moll"). Mgfeno technikou
HPLC s UV-VIS detekci v prostiedi mobilni fdze methanol — acetatovy pufr pH 4,8
(85:15), v=1,2 mI'min”", Aget = 210 nm.

log c

Obr. 8.2.4 Zavislost logaritmu plochy piku na logaritmu koncentrace 4-NI v celém
promé&fovaném koncentraénim rozmezi (2710° — 1010” moll"). Méfeno technikou
HPLC s UV-VIS detekci v prostfedi mobilni fdze methanol — acetatovy pufr pH 4,8
(85:15), v=1,2 mI'min™, A4t = 210 nm.
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Tabulka 8.2.1

Parametry kalibra¢nich pfimek pro stanoveni 4-NI, 1-NP, 2-NF a 3-NFA v celém

méfeném koncentraénim rozsahu (2 "10°— 1010 mol1") metodou HPLC s UV-VIS

detekci v prostedi mobilni faze methanol — acetatovy pufr o pH 4,8 (85:15), pratokova

L4

rychlost 1,2 mI'min™, Ag; = 210 nm. Opakovatelnost (pocitina z n = 10) méfeni nejnizsi

métené koncentrace 4-NI vradmci jednoho vzorku je 23,13 % pro vysku piku

a 21,45 % pro plochu piku; pro 1-NP 14,30 % pro vysku a 13,53 % pro plochu piku; pro
2-NF 10,53 % pro vysku a pro plochu piku 13,46 %; pro 3-NFA 9,23 % pro vysku

a 11,66 % pro plochu piku.

Koncentracni

Smeérnice,” Usek,”

2 -1
NPAH rozmezi, mol 1" mAU pmol 1" mAU R Lq, pmoll
4-NI 2:10% 10107 0,6 0,2 0,9988 0,5
1-NP 2:10%-10107° 0,5 0,01 0,9984 0,2
2-NF 2:10%- 10107 0,8 0,04 0,9992 0,2
3-NFA 2:10%-10107 0,9 -0,2 0,9973 0,1
o b ,
Koncentracni Smérnice, Usek,b 2 1
NPAH rozmezi, mol 1! mAU's’pmol'l'l mAU's R Lo, pmol
4-NI 2:10%-10107 7,3 2,0 0,9989 0,4
1-NP 2:10%-10107 9,5 0,02 0,9988 0,2
2-NF 2:10%-10107 11,3 0,1 0,9994 0,2
3-NFA 2:10%-10107° 20,4 -32 0,9972 0,1

“vyska piku, ® plocha piku
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Tabulka 8.2.11

Parametry kalibra¢nich pfimek pro stanoveni 4-NI metodou HPLC s UV-VIS detekci

v prostiedi mobilni faze methanol — acetatovy pufr o pH 4,8 (85:15), pritokova rychlost

cvwr

vramci jednoho vzorku je 23,13 % (n = 10) pro vysku piku a pro plochu piku
je 21,45 % (n = 10).

Smérnice,”

rcl)i?lrllgze;,l tlfr’;lc():lr'lll'1 rnAU'urnol'l'1 Usek," mAU R® Lo 1 mol 1"
(2-10)107 0,6 2,5 0,9981 —
(2-10)10° 0,6 0,3 0,9861 —

(2 -10)107 0,8 —0,01 0,9973 —
2-10)10" 0,6 0,01 0,9064 0,5

Sonrininl, oM GektmaUs R Lo umal
(2 -10)107 6,7 253 0,9980 —
(2-10)10° 6,6 4,1 0,9776 —

(2 -10)107 9,0 0,1 0,9975 —
(2-10y10" 8,1 0,7 0,9445 0,4

“vyska piku, ® plocha piku
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8.3 Shrnuti HPLC méreni s UV-VIS detekci

Jak jiz bylo zminéno v uvodu, bylo HPLC stanoveni s UV-VIS detekci pouzito
jako srovnavaci metody k elektroanalytickym métfenim. Cilem HPLC méfeni bylo
nalézt optimalni podminky pro stanoveni 4-nitroindanu ve smési s dal§imi nitrovanymi
polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky, jako modelové latky byly vybrany
1-nitropyren, 2-nitrofluoren a 3-nitrofluoranthen, které fadime mezi hlavni markry
zne€isténi NPAHy. Optimalni podminky byly zvoleny s ohledem na celkovou dobu
analyzy a velikosti signalu. DosaZena mez stanovitelnosti pro 4-NI ¢&inila 5107 mol 1™
(vyhodnocovani z vysky piku) a 4107 moll' (vyhodnocovano z plochy piku).
Vypoctené hodnoty Lq jsou vyS$i neZ nejniz§i méfend koncentrace 4-NI 210 mol 1™,
coz je dano zpisobem vypoctu Lq, ktery je pocitan z opakovatelnosti stanoveni.

Logaritmickou analyzou nebyla prokazana linearita pro celkové rozmezi
stanovovanych koncentraci; smérnice log-log zavislosti (0,85 pro vyhodnoceni z vysky
pikd a 0,84 pro vyhodnoceni z plochy pikl) nelezely v predepsaném intervalu <0,98;
1,02>). Vyssi linearitu vykazuje smérmice logaritmické zavislosti v rozmezi fadt 107—
10° moll”, jejiz hodnoty jsou 0,96 (pro vyhodnoceni z vysky pikd) a 0,96 (pro
vyhodnoceni z plochy pikil).

V dalSich studiich 4-nitroindanu je uvazovano o pouziti HPLC metody
s elektroanalytickou detekci pomoci m-AgSAE v ,thin-layer” uspotfadani, opét ve smesi
se stejnymi NPAHy. Tato alternativa by méla pfedstavovat dostateCné

konkurenceschopnou nahradu (dopln¢k) k HPLC stanoveni s UV-VIS detekei.
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9, Zavér

1. Bylo prostudovano elektrochemické chovani 4-nitroindanu a za nalezenych
optimalnich podminek bylo provedeno jeho stanoveni pomoci DC voltametrie
(DCV) na visici rtutové kapkové elektrodé (HMDE) a na rtutovym meniskem
modifikované stfibrné pevné amalgdmové elektrodé (m-AgSAE). Jako optimalni
prostiedi pro DCV na HMDE bylo zvoleno prostfedi methanol — BR pufr o pH 9,0
v poméru 9:1. Pro DCV na m-AgSAE bylo zvoleno optimalni prostfedi methanol —
BR pufr o pH 5,0 vpoméru 1:1, regeneracni potencidly byly experimentalné
zvoleny Ei; = -200 mV, Ey;, = -1100 mV. Ob¢ techniky byly pouZity pro
stanoveni 4-nitroindanu koncentraénich rozmezich 11107 (popt. 2107) az 110"
mol1". Vypodtené meze stanovitelnosti (Lo) ¢inily pro DCV na HMDE 0,07 pmol T
"a pro DCV na m-AgSAE 0,1 pmol1™".

2. Dale byly vypracovany metody diferen¢ni pulsni voltametrie (DPV) na HMDE a
m-AgSAE (optimalni prostfedi pro DPV na HMDE: methanol — BR pufr o pH 8,0
v poméru 9:1; pro DPV na m-AgSAE: methanol — BR pufr o pH 9,0 v poméru 1:1
za pouziti regeneracnich potencidlll Ej reg = -300 mV, Ej;¢e = -1300 mV). Proméfena
koncentra¢ni rozmezi byla stejnd jako u DCV metod. Ziskané meze stanovitelnosti

byly pro DPV metody shodné, Lo = 0,1 umol1™.

3. Metodou cyklické voltametrie na HMDE a m-AgSAE bylo zjiSténo, Ze rychlost
elektrodové reakce pifi redukci 4-nitroindanu je fizena piispévkem difuse

a adsorpce a reakce je ireverzibilni.

4. Adsorp¢ni rozpoustéci voltametrii (AdSV) na HMDE bylo prométeno koncentra¢ni
rozmezi 110° — 1107 molT" v prostiedi kyselé slozky BR pufru o pH 1,7; pii
potencidlu akumulace E;x = —400 mV a dobé akumulace t,x = 240 s. Dosazend Lq

pro toto stanoveni ¢inila 7 nmol1™.

5. Bylo provedeno stanoveni 4-nitroindanu za optimalizovanych podminek v

modelovych vzorcich pitné a fi€ni vody metodou diferen¢ni pulsni polarografie
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(DPP) na klasické rtutové kapajici elektrodé¢ (DME) (Lq = 0,1 umol 1! pro pitnou
vodu a 0,2 pmol 1" pro ti¢ni vodu), metodou DPV na HMDE (Lq = 0,2 umol 1™ pro
pitnou vodu a 0,3 pro fi¢ni vodu) a metodou DPV na m-AgSAE (Lq = 1,0 pmol 1
pro pitnou vodu a 0,2 pmoll' pro #eni vodu). Metody byly pouzity pro
koncentraéni rozmezi 11107 az 1:10” mol1" (pro DPP na DME a DPV na HMDE) a
1'10° a2 1'10”° mol 1" (pro DPV na m-AgSAE).

Dosazené meze stavitelnosti se u vSech vySe uvedenych stanoveni pohybuji
nejcast&ji v fadu 107 mol1” a jsou srovnatelné nebo niz$i neZ mez stanovitelnosti
dosazend pomoci HPLC s UV-VIS spektrofotometrickou detekci 4-nitroindanu ve
smési s 1-nitropyrenem, 2-nitrofluorenem a 3-nitrofluoranthenem. Tato méfeni byla
provadéna na kolon¢ KROMASIL (250 x 4,6 mm, 7 um) sreverzni fazi Cig
(Phenomenex, Torrance, CA, USA) pfi vlnové délce 210 nm v prostiedi mobilni
faze methanol — acetatovy pufr o pH 4,75 (85:15), prittokové rychlost 1,2 ml'min™.
Kalibra¢ni kiivky byly méfeny v koncentraénim rozmezi od 2:10°® do 1'10™* mol1™,
Lo pro HPLC s UV-VIS detekei Cinila 5107 mol1" (vyhodnoceni z vy3ky piki) a
410 mol 1™ (vyhodnoceni z plochy piki).
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