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1.Uvod

Velkym rozvojem primyslu v minulém stoleti doslo k zavaznému
znecisténi zZivotniho prostiedi ve v8ech sloZkach biosféry. Toxické latky
vyskytujici se v Zivotnim prostiedi je tfieba detegovat a sledovat, aby bylo

mozné zabranit ohrozeni zivota na Zemi.

Vibec prvni skupinou latek, u niz byla prokazana souvislost mezi
profesionalni expozici a zvySenym vyskytem rakoviny, byla skupina
polycyklickych aromatickych uhlovodikii (PAH)'. V soudasné dobé je znamo
vice jak 500 rlznych PAH, z nichz velka ¢ast patfi do skupiny latek podezielych
z karcinogennich & mutagennich ugink? Bylo zji§t&no, 2e PAH jsou mutagenni
az po predchozi metabolické aktivaci, zatimco nitrované polycyklické
aromatické uhlovodiky (NPAH) patfi mezi pfimé mutageny . Obecné Ize fici,
Ze genotoxicita PAH zavisi jak na struktuie PAH, tak i na poétu a poloze
pfitomnych substituénich skupin®. Studiem GginkG téchto latek na okolni
prostfedi, vypracovavanim a ovéiovanim metod pro likvidaci vSech skupin
chemickych karcinogenll se zabyva Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny
v Lyonu (IARC)2.

Mezi latky podezielé z karcinogennich a mutagennich U¢inka patfi i
nékteré heteroatomické polyaromatické slougeniny, jako napfiklad chinolin ° a

jeho nitroderivaty ©?.

Na katedie analytické chemie pfirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy je
feSen rozsahly projekt stanoveni téchto genotoxickych latek pomoci modernich
polarografickych a voltametrickych metod jehoZz soucéasti je i pfedkladana

diplomova prace.



1.1 Cil prace

Cilem této prace je nalézt optimalni podminky pro stanoveni stopovych
mnozstvi 5-nitrochinolinu  (5-NQ) pomoci modernich polarografickych a

voltmetrickych metod na rtutovych elektrodach.

Mezi tyto metody patii vzorkovaci polarografie (DCTP) a diferenéni pulsni
polarografie (DPP), které jako mérnou elektrodu pouzivaji klasickou rtutovou
kapkovou elektrodu (DME). Dale sem patfi metody diferenéni pulsni voltametrie
(DPV) a adsorpéni rozpoustéci voltametrie (AdSV) s visici rtutovou kapkovou
elektrodou (HMDE). DalSim cilem je vyuziti pratokové injekéni analyzy (FIA)
s elektrochemickou detekci pomoci meniskem modifikované stiibrné
amalgamové elektrody (m-AgSAE) ke stanoveni 5-NQ.

Cilem diplomové prace je nalezeni optimalnich podminek pro stanoveni

5-NQ témito elektrochemickymi metodami k dosazeni co nejniz§i meze

stanovitelnosti.

V navaznosti na pfedchozi dva cile je pak zavére€na ¢ast vénovana
stanoveni 5-NQ v modelovych vodnych vzorcich.

1.2. Mérici techniky a elektrody

1.2.1. Polarografie a voltametrie °

V roce 1922 vySel v asopisu Chemické listy ¢lanek Jaroslava Heyrovského
nazvany Elektrolysa se rtutovou kapkovou katodou '°. Tehdy se oteviela nova
vyznamna kapitola moderni analytické chemie. Po sestrojeni prvniho
polarografu '', ktery pattil k viibec prvnim analytickym pfistrojim s automatickou
registraci méfené zavislosti nastal Bouflivy rozvoj polarografie, ktery vyvrcholil
26. fijna 1959, kdy se Svédska akademie véd rozhodla udélit profesoru
Heyrovskému za metodu polarografické analyzy Nobelovu cenu. Tisice praci
vzniklych v tomto obdobi zajistili polarografii trvalé misto v instrumentalni
analytické chemii. Ve C¢tyficatych a padesatych letech patfila polarografie



k nejcitlivéj§im analytickym metodam, Siroce pouzivanym ke stanoveni velkého
mnozstvi anorganickych i organickych latek v koncentraénim rozmezi
10 az 10° mol.I"". V 8edesatych letech v8ak vyznam klasické polarografie jako
analytické metody poklesl, nebot jeji citlivost a selektivita prestaly vyhovovat
neustdle rostoucim pozadavkim praxe, zniZz byla postupné vytlaéena
vznikajicimi spektrometrickymi a chromatografickymi technikami. Pravé v této

dob& vSak vznikaji prikopnické prace Bariera v Anglii 2

a Osteryounga a
Parryho ™ v USA, které polozili zaklad tzv. ,Renesanci polarografické analyzy*
v sedmdesatych a osmdesatych letech '*. V nasledujicim obdobi vznikaji dalsi
tisice praci vénovanych vyuZiti modernich polarografickych a voltmetrickych
metod (normalni a diferenéni pulsni polarografie ¢&i voltametrie, anodica
rozpous$téci voltametrie, atp.) ke stopové analyze anorganickych i organickych
latek. Pulsni techniky umoziiovaly stanoveni aZz do koncentraci 107 mol.I",
techniky s pfedbéznym nahromadénim stanovované latky na povrchu pracovni
elektrody aZ do koncentraci 10° az 10™'2 mol.I"'. Klasicka rtutova elektroda byla
v analytickych laboratofich postupné nahrazovana statickou &i visici rtutovou

kapkovou elektrodou a klasicka DC polarografie jejimi modernéjSimi variantami,

v v

15 16

anodicka rozpoustéci voltametrie a adsorpéni rozpoustéci voltametrie
pfinesly podstatné zvySeni citlivosti. Osmdesata |éta byvaji proto oznaovana za
dekadu zralosti polarografické analyzy v jejich modernich formach . Podrobny

popis t&chto metod Ize najit napf. v &eskych monografiich 12!,

1.2.2.  Meniskem modifikovana stfibrna amalgamova elektroda %

S ohledem na toxicitu rtuti omezuje legislativa Evropské Unie (EU) praci
s touto latkou 23, V nékterych zemich, jako je USA, Norsko a Svédsko byla kviili
riziku prace s kapalnou rtuti dokonce zakazana ?*. Bylo tedy zapotfebi vyvinout
jind netoxicka elektroanalyticka Cidla. To bylo pfi¢inou vzniku novych druhi
kapalnych, pastovych a pevnych elektrod z netradiénich materiald 2°%. Na
ustavu fyzikalni chemie AV CR byla mimo jiné vyvinuta stfibrna pevna
amalgamova elektroda (AgSAE), jejiz povrch je mozno lestit nebo modifikovat
meniskem rtutového amalgamu 23!, Amalgam se sice svymi elektrochemickymi
vlastnostmi blizi stfibrné elektrodé, ma vSak potencialové okno srovnatelné
s HMDE a je na rozdil od rtuti netoxicky 32*3. V porovnani s HMDE maji pevné
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elektrody velkou nevyhodu.Jejich povrch se periodicky neobnovuje a pfi
opakovanych méfenich dochazi k poklesu signalu vlivem pasivace povrchu
amalgamové elektrody, coz zplsobuje niz§i reprodukovatelnost vysledkl a
citlivost. Tuto nevyhodu Ize ¢asteéné fesit diky moderni vypocetni technice tzv.
elektrochemickou pfedupravou elektrody. Pieduprava m-AgSAE sestava ze ftfi
krokl: amalgamace, elektrochemické aktivace a regenerace. Nalezeni vhodného
polarizaéniho rezimu pro aktivaci elektrodového materialu je predpokiadem pro
dosazeni reprodukovatelnych vysledkii a zvySeni citlivosti méfeni. Citlivost
stanoveni pomoci m-AgSAE je sice ponékud niz8i, avSak dostate¢na pro fadu
enviromentalnich aplikaci 32 34 3.

m-AgSAE vynika nizkymi pofizovacimi naklady, jednoduchou konstrukci,
mechanickou stabilitou umozniujici jeji pouziti ve spojeni s pritokovymi metodami
(HPLC, FIA, SIA) a snadnou manipulovatelnosti, ktera ji umoznuje pouzit ve

spojeni s prenosnymi elektrochemickymi analyzatory.>'

1.2.3.  Pratokova injekéni analyza *°

Moderni analyticka chemie ¢asto vyuziva méfeni v proudu kapaliny a
vyznam téchto analyz neustale stoupa. Analyzy diskrétnich vzork( v pritokovém
uspofadani jsou vyhodné pro snadnou automatizaci a tim moznost analyzy
velkého poétu vzorkd za ¢asovou jednotku.

Pratokova injekéni analyza (FIA - Flow Injection Analysis) je analyticka
metoda s plynulym tokem vSech roztokl, pufrl a c¢inidel, do kterého jsou
reprodukovatelné vstfikovany velmi malé objemy vzorku pomoci davkovaciho
ventilu. Princip metody poprvé publikovali Hansen a Rizicka % v roce 1975.

Vysledkem analyzy jsou za sebou jdouci piky, jejichz vySka nebo plocha je
mirou analytické koncentrace.

Pratokova injekéni analyza je jednou z technik, umoznujicich automatizovat
chemicky analyticky postup. Mezi dal$i vyhody patii zejména mala spotieba
vzorku, vysoka produktivita (30-300 analyz za hodinu), nizka spotieba Cinidel
(10-100 krat mensi proti klasické analyze), jednoduché a spolehlivé zafizeni.

Kombinaci pritokovych a elektrochemickych metod je vénovana pozornost
jiz fadu let %. Pro uziti elektrochemické detekce v priitokovych technikach se
hojné vyuziva uspoiadani ,wall jet* kdy proud nosného roztoku tryska na
pracovni elektrodu. Toto uspofadani je vhodné napfiklad pro iontové selektivni
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elektrody pfi potenciometrické detekci *°

¢i diskové elektrody z nejriznéjSich
materialél pfi detekci elektrochemické “'*2. PFi elektrochemické redukci mize
dochazet k pasivovaci povrchu elektrody 3 ale diky pritokovému usporadani je
sniZzena moznost pasivace elektrody, a proto se da pfedpokladat i dobré uplaténi

meniskem modifikované stfibrného amalgamové elekrody v tomto uspoiadani.

1.3 Studovana latka 5-nitrochinolin

Strukturni vzorec:

/;

NO 2

Sumarni vzorec: CoHgN2O2

C. A. S. NAME: Quinoline, 5 - nitro
C. A. S. REGISTRY NUMBER: 607-34-1

Relativni molekulova hmotnost: 174,16
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1.4 Vyskyt, vlastnosti a biologické ucinky 5-nitrochinolinu

Chinolin a jeho nitro a aminoderivaty patii mezi latky s pomérné Sirokym
vyuzitim. Tvori zaklad €etnych alkaloidu, jsou soucdasti komeréné vyrabénych
Ié¢iv, nasly uplatnéni jako soucéast analytickych ¢&inidel, barviv a pfipravkl
pouzivanych v zemédélstvi 4.

5-NQ studovany v této diplomové praci je odvozen od chinolinu, ktery
F. Rudge poprvé izoloval z dehtu roku 1834. Jeho nazev byl vytvoien pozdé;ji
podle jeho vztahu k alkaloidu chinové klry, cinchoninu, z néhoz jej roku 1842
ziskal C. Gerhardt destilaci s hydroxidem draselnym “*. Chinolin a jeho derivaty
jsou ziskavany Skraupovou syntézou z primarnich aromatickych aminti °.

Misako Tachibana, Kawazoe Yutaka a jejich spolupracovnici se zabyvali
polarografii nitrochinolinG a jejich derivatl ”. Byly zméfeny redukéni pilvinové
potencialy 35 rliznych nitrochinolin(i a jejich derivatl pro redukci nitroskupiny na
hydoxylaminovou skupinu v prostfedich o pH 3,78, 6,98 a 9,85. Byla u€inéna
diskuse vztahu hodnot E1» a chemické struktury latek. Pfi studiu mechanismu
redukci u nitrochinolinl a jejich derivatl bylo zjis§téno, Ze prvni dobie definovana
vina spojena s vyménou 4 elektronll byla pozorovana od -0,1 V az k -0,5V a
odpovida redukci nitroskupiny na hydroxylaminovou skupinu u v8ech méfenych
nitrochinolini. Dal§i dvé viny, které jsou spojeny s dal$i redukci na
aminoskupinu a deoxidaci N-oxid skupiny (u derivati s N-oxid skupinou) jsou
vyrazné vzdaleny od prvni a dochazi u nich k vyméné dvou elektroni. Redukéni
potencialy jsou silné zavislé na pH. Pro 5-NQ byly naméfeny nasledujici
hodnoty redukénich pulvinovych potenciali pro redukci znitro na
hydroxylaminovou skupinu. V prostiedi o pH 3,78 byla hodnota E4; -0,161 V, pfi
pH 6,98 byla hodnota E1/; -0,306 V a pfi pH 9,85 byla hodnota E1, -0,442 V7.

Samotny chinolinovy skelet je téZ elektrochemicky redukovatelny, i kdyz

proti 5-NQ pomé&rné& obtizng “¢>'

. Dochazi u néj kredukci na dihydro a
v druhém kroku na tetrahydrochinolin ve dvou dvouelektrodovych vinach. Bylo
pracovano v prostfedi 0,1 M LiOH a viny byly naméfeny pii potencialech

137Va-157Vv*

Ve vztahu k 5-NQ Ize fici, Zze 5-AQ, ktery vznika redukci 5-NQ bude
obtiznéji redukovatelny nez samotny chinolin, vzhledem k +M efektu amino

skupiny. Pfipadné viny zplisobené redukci chinolinového skeletu 5-NQ Ize tudiz
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oCekavat pfi zapornéjSich potencidlech nez u chinolinu samotného, tyto viny

véak nebyly pfi polarografickém studiu sady nitrochinolinGi pozorovany ’.

Chinolin je uginky podobny pyridinu. Dale je nejen formainé, ale i do jisté
miry svymi chemickymi vlastnostmi podobny naftalenu, ktery patfi mezi PAH.
Na druhé strané si tato heterocyklickd slouéenina zachovava rysy vyse
uvedeného pyridinu. Reakci chinolinu na atomu dusiku tvofi obdobné jako
pyridin kvarterni soli s alkylhalogenidy nebo dialkylsulfaty.*

Co se tyCe PAH, jejich nejvétSim zdrojem obecné je nedokonalé spalovani a
pyrolyza fosilnich paliv a dal§ich organickych materiald %2. PAH byly
identifikovany ve vyfukovych plynech dieslovych a benzinovych motord,
v kapalnych produktech tepelného zpracovani uhli, ve spalnych produktech
pevnych paliv, v emisich spaloven atd.*?

Zvyseny zajem o NPAH se projevil od doby, kdy Jagr ** a Pitts *° nezavisle
zjistili, Ze PAH mohou reagovat s oxidy dusiku za vzniku NPAH za podminek,
které lze oéekavat ve znedi§téném prostiedi a pfi spalovacich procesech ¥,
zvlasté u dieslovych motor( -8,

Z vyskytu a ucinkli PAH vyplyva dllezitost jejich dlsledného monitorovani jak
v environmentalnich, tak v biologickych matricich. To vyZzaduje detailni znalost
jejich metabolitl, coz je vétSinou velmi slozity problém, protoZze metabolické
cesty zavisi nejen na vlastni strukture PAH, ale i na organu, v nichz
k metabolické transformaci dochazi *°.

Do organismu se mohou PAH a jejich derivaty dostat z okolniho prostiedi
dychanim nebo mohou do organismu vstupovat po pfimém kontaktu s kizi, &i
zazivacim traktem'.

Chinolin je vorganismu metabolizovan na chinolin-1-oxid za katalyzy
cytochromu P-450 a monooxydazy. Chinolin mize pUsobit po aktivaci enzymy
jako hepatokarcinogen — mlze se vazat na nukleovou kyselinu nebo muize
biologicky zménit buiiky °°. Aromatické slougeniny existujici v dehtu, jako
napfiklad chinolin, poté co byly nitrovany uvolfiuji kyslik a mohou zptsobit
poskozeni DNA ®'. Pomoci chinolinu byly vyvolany zmény oéni &otky a
degenerativni zmé&ny o&ni sitnice *2%. Pfi studiu plsobeni chinolinu na mofské

fasy bylo zjisténo, Ze inhibuje jejich fotosyntézu 6,
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U 5-nitrochinolinu a 6-methyl-5-nitrochinolinu byly srovhnavany mutagenni u€inky
a bylo zjisténo, ze u methyl derivatu jsou slab$i nez u druhé latky a mutagenita
mlzZe byt zvySena substituci fluoru do molekuly . Dale byly u 5-nitrochinolinu
pozorovany cytotoxické uginky %7,

Piikladem pfiibuzné latky 5-nitrochinolinu, ktera patfi mezi chemické
karcinogeny je 4-nitrochinolinoxid . V kyselém prostiedi latka podléha redukci
v prvnim kroku na 4-hydroxylaminochinolin-1-oxid za vymény 4 elektront,
v druhém kroku na 4-amonichinolin-1-oxid za vymény 2 elektronll a v tietim
kroku za vymény 2 elektronli na 4-aminochinolin ’. Byla studovana mozna
korelace polarografického chovani a karcinogenity této latky a jejich derivata °
a amperometricky byla sledovana jejich reakce s aminokyselinami obsahujicimi

skupinu —SH "', ktera mdze narusovat metabolické procesy.

Na druhou stranu je vyznamné pouziti chinolinu a jeho derivatl pouziti ve
farmaceutickém prumyslu. 5-NQ byl napfiklad studovan také jako mozny lék

273 Dalsim pfikladem maze byt dichlorderivat

proti  rakoviné
8-hydroxychinolinu, ktery se pouziva pod nazvem Endiaron N jako stfevni
dezinficiens. Je mozné uvést také 8-aminochinolin a jeho strukturné odvozené
derivaty, ktery je zkouSen k nahradé dosud pouzivaného primaquinu pfi IéCbé

malarie 4.

1.5 Metody analyzy

5-NQ byl polarograficky studovan. Byl zméfen jeho ptlvinovy potencial
redukce nitro skupiny na hydroxylaminovou skupinu ve vodném prostiedi pfi pH
3,78 byl Ey2 -0,161 V, pii pH 6,98 byl Ey, -0,306 Va pii pH 9,85 byl
Eip -0,442 V.7

Byla méfena H-NMR a C13-NMR spektra sedmi polohovych isomert
nitrochinolinu véetn& 5-NQ a odpovidajicich N-oxidG v ramci studie chemické

karcinogenity a mutagenity.”®

5-NQ byl spolu se skupinou nitrovanych polyaromatickych sloucenin
detegovan HPLC ve smiSeném prostifedi acetonitril-voda na reverzni fazi. Byly
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porovnavany tfi druhy detekce: diodové pole (UV/VIS), fluorescenéni a
chemiluminiscenéni. 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 nitroslouc':eniny.76

Plynovou chromatografii byly studovany retenéni charakteristiky 56
nitrovanych aromatickych slouéenin véetné 5-NQ s pouzitim kfemenné kapilary
potaZené SE-52. 77

Plynovou chromatografii byl pfi analyze nitrovanych polyaromatickych
slouenin véetné 5-NQ hodnocen chemiluminiscenéni detektor a porovnavan
s detektorem plamenové-ionizaénim a hmotnostnim. Detektor mél linearni
odezvu na vétSinu méfenych 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

nitroslou&enin byla pfitomna ve vzorcich ze zplodin dieselovych motor.”®

Bylo provedeno stanoveni rOznych nitrovanych polyaromatickych
slou¢enin véetné 5-NQ plynovou chromatografii na kifemenné kapilaie
s termoionizaénim detektorem selektivnim na N a P ve vytazcich ze spalovani
dieslovych motorl. Vzorky pro stanoveni byly déleny HPLC. Pokusné bylo
stanoveno 45 rtiznych latek. Dosazené detekéni limity se pohybuji v rozmezi 0,2
az 0,5 ppm.”®

Smés nitrovanych polyaromatickych slou¢enin véetné 5-NQ byla délena
pomoci tenkovrstvé chromatografie na polyetylen-tereftalatovém filmu.®

Byla vyvinuta metoda pro rozdéleni miligramovych mnozstvi organickych
polarnich latek, mezi nimi 5-NQ, pomoci extrakce na tuhou fazi na kolonkach

plnénych silikagelem s vazanou kyanopropylovou skupinou. &'

Obecné Ize Fici, Ze nitrované heteropolycyklické sloueniny byvaiji
detegovany podobnym zplUsobem jako NPAH vzhledem k blizké chemické

strukture

Pro stanoveni nitrovanych polyaromatickych slouéenin byla popsana cela
fada rGznych analytickych metod. Jejich podrobnéjSi prehled je uveden

napfiklad v praci. 3
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Vzhledem ke sloZitosti matrice a koncentracim téchto latek
v enviromentalnich a biologickych vzorcich je nezbytnou souéasti vétSiny metod
pro stanoveni pfedbézna separace za pouziti extrakénich a chromatografickych
technik.

Spektrometrické, polarografické a voltmetrické metody jsou v nékterych
pfipadech vhodné i k pfimému stanoveni NPAH v nejriznéjSich matricich a je
tak mozné se vyhnout pfedbézné separaci. Snad nejbé&znéjsi metoda stanoveni
NPAH je UV/NIS spektrometrie diky pfitomnosti aromatického systému a
nitroskupiny dostateéné absorbuji zafeni v ultrafialové a viditelné oblasti
spektra. Vyhodou polarografickych a voltmetrickych metod je jejich vysoka

citlivost a finanéni nenaro¢nost analyz.

Chromatografické metody nasli Siroké uplatnéni pfi analyzach NPAH diky
vysoké selektivité, citlivosti a moznosti sériové anayzy. Dnes jsou jednoznaéné
nejrozsifenéjSi. NejpouzivanéjSi je plynova chromatografie ve spojeni
s hmotnostnim detektorem. Dale byva pouzivan plamenové ionizaéni,

chemiluminiscenéni detektor ¢i detektor elektronového zachytu.

U HPLC je vyuzivana hlavné spektrofotometricka a elektrochemicka
detekce.Spektrofluorimetrickou detekci lze pouzit az po predchozi redukci
NPAH na aminoderivaty, nebot' nitroderivaty nefluoreskuji. Vzhledem ke své
citlivosti, reprodukovatelnosti a vysoké rozliSovaci schopnosti je metoda HPLC
pouzivanéjSi nez napfiklad tenkovrstva a vylu€¢ovaci chromatografie.

Dale stoji za zminku analytické metody pratokové injekéni analyzy, které
umoznuji automatizovat chemicky analyticky postup. Mezi dalSi vyhody patfi
zejména mala spotfeba vzorku, vysoka produktivita, nizka spotfeba Cinidel,
jednoducha aparatura. Moderni analytickd chemie ¢€asto vyuziva méreni
v proudu kapaliny a vyznam téchto analyz neustale stoupa. Obdobné jako u
HPLC je zde ¢asto pouzivana UV/VIS a elektrochemicka detekce.

Na zavér resSerSe je v tabulce 1.5.1. pfilozen piehled diplomovych praci
feSenych na katedfe analytické chemie pfirodovédecké fakulty Univerzity
Karlovy zabyvajicich se elektrochemickym studiem chinolinu a nékterych jeho

derivata 82-8°,
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Tab.1.5.1.

Stanoveni chinolinu a jeho derivati na katedre analytické chemie

Prirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy

elektro M)- .
Latka metoda da detekce | Podminky ?c(>zs)ah Lo(M) poznamky | Citace
BRpufr/MeOH 210°%- + vliv
6-NQ |DCTP |DME (9/1); pH=12, |$ . oa  [2,5.107 |cyklodextri |85
pHmM=12 1.10 nd
BRpgfr/M_eOH 2107 - .
DPP |[DME (9/1); pH=12, 4 9.10
DHM=13 1.10
BRpufr/MeOH 2107 -
DPV  |HMDE (9/11); pH=12, |74 4 9,5.10°®
pHm=14 )
RP18; ,
HPLC MF:MeOH,AN {2.107 - 7
(RP 18) UV(248) | “fostpufAN | 8.10° | 8-10 82
(7/3), pH 7
HPLC fosf.pufr’/AN [2.107 - 7
Q (RP 18) UV(248) | 7/3) pH7  |810°  |#10
HPLC fosf.pufr’/AN  [4.107 - 7
5-NQ (RP 18) uV(248) (713), pH 7 g10° |810
HPLC fosf.pufr’/AN  [2.107 - 7
3-AQ (RP 18) uV(248) (713), pH 7 810° |410
HPLC | ECD fosf.puf/AN  [2.107 - 4107
(RP 18) (+1,2V) |(713),pH 7 8.10° '
HPLC fosf.puf/AN  [2.107 - 7
5-AQ (RP 18) uv(248) (7/3), pH 7 810° |210
HPLC | ECD fost.puf/AN 12107 - |, 7
(RP 18) (+1,2V) |(713),pH 7 8.10° '
HPLC fosf.pufr/AN  [2.107 - 7
6-AQ (RP 18) uVv(248) (7/3), pH 7 810° |210
HPLC [, ECD fosf.pufr’/AN [2.107 - 2107
(RP 18) (+1,2V) | (7/3), pH 7 8.10° :
HPLC fosf.pufr/AN  [6.107 - 7
8-AQ (RP 18) uv(248) (713), pH 7 g10° |6-10
HPLC [o, ECD fosf.pufr/AN  [4.107 - 4107
(RP 18) (+1,2V) |(713),pH 7 8.10° :
HPLC fosf.pufr/AN  [4.10 - 7
8-NQ (RP 18) uv(248) (713), pH 7 g10° |B10
BRp/MeOH |, ;46 _
DCTP |DME (1/1), pH=5, o |2.10° 84
DHM=5.7 1.10
BRp/MeOH [, 7 _
DPP |DME (11), pH=5, | ;'40e 1.107
pHmM=51 )
BRp/MeOH |, 57
DPV  |HMDE (111), pH=4, |15 1.107
pHmM=48 )
BRp/MeOH
(911), 8
AdSV |HMDE ph=107,  |31077 |1.10°
pH™=11, ‘
tacc=40s
LiIOH(0,82M)/ |, ;s _
AdSV MeOH(9/1); |’ 4o7 2.10°®
pH™=11,3, :
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tacc=40s

RP18:
Extra- BRp/MeOH  (210%- |, ., s |z destil.
kce (1/1); pH=4, |1.107 s vody
pHmM=4,8
Extra- 2.107 - 9
kee 110° |210
BRp/MeOH 7 .
DPV  |HMDE (9/1); pH=4, f'}gs- 9.10® |VPiné
pHm=4.3 . vodé
RP18;
Extr+ BRp/MeOH |2.10% - s |z pitné
7 1.10
DPV (1/1); pH=4, [1.10 . vody
pHmM=4,6
Extr+ 2.107 - 9
DPV 110° |10
BRp/MeOH 7
DPV  |HMDE (111); pH=4, ﬂg.s' 1407 | Vfieni
pHm=4.4 . vodé
RP18;
Extr+ BRp/MeOH |2.10°%- 0 10® |2 fiCni
DPV (1/1); pH=4, |1.107 : vody
pHm=4,8
6M- BRp/MeOH [1.10°- 6
anq |DCTP |DME (111); pH=a.9 |110% | 110 83
BRp/MeOH [2.107 - 7
DPP |DME (11); pH=4.9 | 110% |210
BRp/MeOH |, 7 _
DPV  |HMDE (1), pH=5, | 404 |2.107
pHmM=5,9 )
NaOH/MeOH [2.107 - 8
AdSV |HMDE (99/1) T107  |210
RP18; 9 .
S’g{; BRp/MeOH f']g.s' 2.10° ifdes""
(1/1); pH=5,9 | - y
BRp/MeOH [0,5.10” - & |vpitné
DPV  |HMDE (111); pH=6,2 |2510° |2%10" |yode
BRp/MeOH -8 .
AdSV |HMDE (99/1); fff?o.a' 2.2.10° zoﬂtgé
pH=5,8 't
RP18: 9 .
Extra- BRpMeOH [510," |4.10® |2PIN€
(1/1); pH=5,9 | - y
BRp/MeOH [{2.107" - -10
DPV  |HMDE (A1), pH=6.2 |110° |20
RP18; s
Extra- BRpMeOH | 3910, |0,5.10°
(11); pH=5,9 |
Extra- 2.10° -
kce 1.107
Extra- 2107 - 9
kee 110°  |%10
Spektro _ 2.10°- 6
Pty A=274 1105|210
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2.2

2. Experimentalni ¢ast

2.1 Reagencie

Zasobni roztok 5-NQ (99%, Aldrich Chem. Co.) o koncentraci 1.10°
mol.I"* byl pfipraven rozpusténim 0,01742 g latky v deionizované vodé pomoci
ultrazvuku (cca 30 min) a doplnénim na 100 ml. Roztoky o nizSich
koncentracich byly pfipravovany pfesnym fedénim zasobniho roztoku

deionizovanou vodou. Roztoky byly uchovavany ve tmé za laboratorni teploty.
DalSi pouzité chemikalie: kyselina borita, octova kyselina (99%), kyselina
fosforeéna (85%), hydroxid sodny — vSe v Cistoté p.a., Lachema Brno.

Brittonovy — Robinsonovy tlumivé roztoky o pfislusném pH byly

h 8 a to smisenim 0,2M NaOH s roztokem

pfipraveny dle postupu v tabulkac
obsahujicim kyselinu boritou, fosforeénou a octovou, kazdou o koncentraci
0,04M. Piesna hodnota pH byla méfena digitalnim pH metrem Jenway (Jenway
LTD, Essex, Velka Britanie) skombinovanou sklenénou elektrodou

typu 924 005 (Jenway LTD, Essex, GB).

Pro pfipravu vodnych roztokll byla pouzivana deionizovana voda
(Millipore Q - plus systém, Millipore, USA). Roztoky byly uchovavany ve
sklenénych nadobach, ve tmé a za laboratorni teploty.

Aparatura

Pro vSechna polarografickd a voltametricka méreni byla pouzita
pfistrojova sestava Eco-Tribo polarograf se softwarem PolarPro verze 5.1 firmy
Polaro-Sensors, Praha. Software pracoval v operaénim systému Windows XP

(Microsoft. Corp.)

Bylo méieno v tfielektrodovém zapojeni. Jako referentni elektroda byla
pouzita argentchloridova elektroda typu RAE 113 (1 mol.I'" KCI, Monokrystaly

20



Turnov), vléi niz jsou vztaZzeny vSechny uvadéné hodnoty potencialli. Jako
pomocna byla pouzita platinova dratkova elektroda. Pouzité pracovni elektrody
jsou charakterizovany v nasledujicich podkapitolach.

Pifi méfenich s FIA aparaturou byl elektrochemicky wall-jet detektor
(Obr.2.2.1.) tvofen piepadovou nadobkou naplnénou 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 (viz
kapitola 2.2.1.3.). Jednotliva méfeni byla provadéna stejné jako u polarografie a
voltametrie v tfielektrodovém zapojeni s referentni argentochloridovou
elektrodou typu RAE 113 (1 mol.I"" KCI, Monokrystaly, Turnov). Jako pomocna
byla pouzita platinova dratkova elektroda. Pro elektrochemickou detekci byl
pouzit AMPEROMETRIC DETECTOR ADLC 2 (Laboratorni pfristroje, Praha).
Pro spektrofotometrickou detekci byl pouzit detektor LCD 2083 (ECOM, Praha).
Kyveta spektrofotometrického detektoru méla objem 10 ul a optickou drahu
5 mm. Vystupni napéti odpovidalo 5 Vna 1 A.U. (1 mV = 2.10* A.U.). Signal
byl sledovan pfi vinové délce A = 220 nm. Pro sbér dat s frekvenci 4,17 Hz
(tj. 250 krat za 1 min) byl pouzit software CSW32 verze 1.4.11.06 fy DataApex
spol. s r.o., Praha.

Software pracoval v operaénim systému Windows 98 (Microsoft Corp.).

Jako pumpa bylo vyuzito linearni vysokotlaké &erpadlo HPP 5001
(Laboratorni pristroje, Praha). Vzorky byly davkovany Sesticestnym Ventilem D
(ECOM, Praha). Cela sestava je schématicky znazornéna na Obr.2.2.2.

Z méfenych roztokQi byl odstrarfiovan kyslik probublavanim dusikem.
Pred vstupem dusiku do probublavaného roztoku byla zapojena probublavacka
obsahuijici vodu, resp. desetiprocentni methanol pfi méreni pritokové injekéni

analyzy a roztokl ziskanych extrakci.

Spektrofotometricka méfeni byla provadéna na pfistrojich Pye — Unicam
SP8-400 UV/VIS spectrophotometer, Cambridge, Velka Britanie, v kiemennych
kyvetach o mérné tloustce 0,1 cm a Hewlett — Packard Agilent 8453 diode
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array spectrofotemeter (Holandsko) v kiemennych kyvetach o mérné tloustce

0,2 cm.

Obr.2.2.1
Elektrochemicky ,wall jet“ detektor

elektricky kontakt
reterentni
elektroda pomocné Pt elektroda
privod dusiku
sklenéné trubicka
Ag amalgdm
prepad /
Hg meniskus
v ]
N vy
o S
teflonové trubicka
Obr.2.2.2.
Schématické znazoméni FIA aparatury
UV detektor
pumpa
D Ja iy [ ] N
N1 __J o/
dévkovani EC walijet
zésobnik vzorku detektor
nosného
roztoku

P odpad
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2.21. Pouzité pracovni elektrody

Pro studium chovani 5-NQ byly pouzity rtutové elektrody (DME a HMDE)

a meniskem modifikovana pevna stiibrna amalgamova elektroda (m-AgSAE).

V nasledujicich podkapitolach jsou struéné charakterizovany jednotlivé

elektrody.

2.2.1.1. Kilasicka rtutova kapkova elektroda

Klasicka rtutova kapkova elektroda (DME) byla pracovni elektrodou u
polarografickych metod DC Tast polarografie a DP polarografie. Pfi praci
s DME byla pouzita vySka rezervoaru 49 cm, fizena doba kapky 1 s a rychlost
polarizace 4 mV.s™. Pii diferenéni pulsni polarografii byly na elektrodu vkladany
pulsy o Sifce 100 mV a modulaéni amplitudé -50 mV.

Konstanty pouzité rtutové kapkové elektrody jsou uvedeny
v tabulce 2.2.1.

Doba kapky (t) pfi zvolené vySce rezervoaru (h) byla méfena pfi nulovém
viozeném napéti proti 1 M argentchloridové elektrodé. Kapilara byla ponoiena
do roztoku 0,1M KCI. Méfila se doba, za kterou odkape 10 kapek rtuti.

Pratokova rychlost rtuti (m) byla stanovena tak, ze pfi dané vySce
rezervoaru se usti kapilary ponofilo do pfedem zvazené nadobky s malym
mnozZstvim rtuti po dobu 300 s. Po uplynuti této doby byla nadobka se rtuti
znovu zvazena a z rozdilu hmotnosti byla vypoétena vaha rtuti proslé za jednu

sekundu kapilarou ¥.

Jako vhodna byla zvolena vyska rezervoaru 49 cm s pritokovou

rychlosti 3,9 mg.s™ a dobou kapky 2,38 s.
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Tab.2.2.1.

Konstanty pouZité klasické rtutové kapkoveé elektrody DME.

h [cm] 25 36 49 64 81
t[s] 5,03 3,23 2,38 1,76 1,56
m[mg.s"] |2,02 2,89 3,90 5,10 6,44

2.21.2. Visici rtut'ova kapkova elektroda

Visici rtutova kapkova elektroda HMDE byla pouzivana jako pracovni pfi
technikach DP volametrie. Byla to elektroda typu UMuE*" (Polaro-Sensors,
Praha, CR). Byla pouzivana maximalni velikost kapky je dana otevienim ventilu
po dobu 200 ms. P¥i praci s HMDE byla pouzita rychlost polarizace 20 mV.s™.
Na elektrodu byly vkladany pulsy o Sifce 80 ms a modulaéni amplitudé
-50 mV.

Povrch kapky (S) HMDE byl méfen proti nulovému potencialu ve
tfielektrodovém systému. Do 0,1M roztoku KCI se nechalo odkapat 30 kapek
rtuti. Roztok KCI se slil, rtut se promyla 3x vodou a 3x methanolem a nechala
se oschnout. Rtut se pfelila do pfedem zvazené suché kadinka a zvazila se.
Povrch kapky byl vypoéten z hmotnosti a hustoty rtuti za predpokladu, Ze kapka
ma tvar koule. Pro vypocet byla pouzita tabelovana hodnota hustoty rtuti pfi
25°C. Vypoétena hodnota povrchu kapky pouzité HMDE byla 7,66.10° cm?.

2.2.1.4. Meniskem modifikovana stribrna amalgamova elektroda

Pri méfeni metodou FIA byla jako pracovni elektroda pouzita pevna
velkoplo$na stiibrna amalgamova elektroda modifikovana rtutovym meniskem
(m-AgSAE) vyvinuta v laboratofi UFCH JH AV CR %°. Primér amalgamového
disku byl 2,47 mm.
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2.3. Pracovni postupy

2.3.1. Polarografie a voltametrie

Pfi optimalizaci pH technikou DCTP, DPP a DPV bylo postupovano
nasledujicim zpisobem: Do 10 ml odmérné bariky byl odpipetovan 1 ml roztoku
5-nitrochinolinu o koncentraci 1.10° mol.I"" v deionizované vodé a byl doplnén
na 10 ml BR pufrem o pfislusném pH. Takto pfipraveny roztok byl po
promichani preveden do polarografické nadobky a zbaven Kkysliku
pétiminutovym probublavanim dusikem. Pied vstupem dusiku do nadobky byla
zafazena  probublavadka obsahujici destilovanou vodu (pfipadné
desetiprocentni methanol pii méfeni roztokl ziskanych extrakci a pii DCV na
m-AgSAE). Poté byl proveden zaznam polarografické kiivky. VSechny kfivky
byly méfeny minimalné tfikrat.

Pfi méfeni kalibraénich zavislosti technikami DCTP, DPP a DPV bylo
postupovano analogickym zplUsobem stim rozdilem, Ze aktualni objem
davkovaného vzorku o uréité koncentraci byl dopinén na 1 mil deionizovanou
vodou, aby byla zachovana u v8ech méfeni stejna koncentrace BR pufru
v roztoku. Bylo tedy postupovano nasledujicim zpisobem: Do 10 ml odmérné
bariky bylo odpipetovano ur€ité mnozstvi roztoku 5-nitrochinolinu o urdité
koncentraci v deionizované vodé. Dale bylo pfidano dopliujici mnozstvi vody
do 1 ml a dopinéno na 10 ml BR pufrem o pfislusném pH. Takto pfipraveny
roztok byl po promichani prfeveden do polarografické nadobky a zbaven kysliku

pétiminutovym probublavanim dusikem
VSechna méfeni byla provadéna za laboratorni teploty.

Mez stanovitelnosti (Lq) byla u vSech méfeni pocitana s pomoci
programu ADSTAT, ktery ji pocita jako nejmens$i hodnotu signalu, pro kterou je
relativni smérodatna odchylka predikce z kalibraéniho grafu dostate¢né mala a

rovna &islu 0,1 %8,
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2.3.2. Injekéni pratokova analyza

Pii méfeni metodou FIA byl nosny roztok - BR pufr o pH 7 — methanol
(9 : 1) - pfed nasatim do Cerpadla probublavan 1 hodinu dusikem. Tato dlouha
doba byla nutna vzhledem k velkému objemu (0,5 I) probublavaného roztoku.
Dusik byl zavadén také nad roztok pfi nasavani roztoku do linearniho ¢erpadla.
V Eerpadle byl nosny roztok odplynén vytvofenim podtlaku a naslednym
vypusténim uvolnéného plynu. Prostor elektrochemického detektoru byl pied
méfenim probulan 5 minut, v prib&éhu méreni byl zavadén nad roztok. Vzorky
byly probublany také 5 minut. Pfed vstupem dusiku do probublavaného roztoku
¢i nad roztok byla zafazena probublavacka obsahujici desetiprocentni

methanol.

Pracovni elektroda m-AgSAE byla pfed samotnym méfenim
pfedupravena obvyklym zptisobem. Nejprve byla amalgamovana ponofenim na
cca 15s do rtuti s mirnym potfepanim. Tim se vytvofil rtutovy meniskus na
povrchu elektrody. Dale pak byla elektroda elektrochemicky aktivovana
v prostiedi 0,1M KCI, kde na ni byl po dobu 300s vloZzen nulovy potencial.
Elektrochemicka aktivace se provadi bez probulani dusikem. V pribéhu méfeni

pak pracovni elektroda nebyla nijak regenerovana ani aktivovana.

Absorpéni maximum pro spektrofotometrickou detekci A = 220 nm bylo
zvoleno ze spektra 1.10* mol.I"" 5-NQ v BR pufru o pH 7 — methanol (9 : 1).

Pro davkovani vzorkl byla pouzita sklenéna injekéni stiikacka o objemu
2 a 10 ml. Vzorky byly davkovany po 5 minutovém probublani dusikem.
Roztoky pouzivané pro kalibraéni zavislosti byly pfipravovany nadavkovanim
potfebného mnozstvi 5-NQ v methanolu, doplnénim methanolu na 10 procent
objemu odmeérné barky a doplnénim BR pufrem o pH 7 po rysku. Dale byla
vyzkousena moznost pripravy roztoku pfimo v injekéni stiikacce. Nejprve byl
nasat dany objem nosného roztoku (BR pufr — methanol 9:1), pak byl nasan
roztok 5-NQ v nosném roztoku o dané koncentraci do objemu 10 ml. Postup byl
proveden po probublani obou roztokl s pfivedenym dusikem nad roztok. Po
prisati dusiku do injekéni stiikaCky byl roztok promichan, dusik odfouknut a

roztok davkovan pomoci Sesticestného ventilu.
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Jednotliva méreni byla nékolikrat (minimainé tfikrat, primérné sedm az
devét krat, podle vyvinuti odezvy nastiiku) opakovana a ze ziskanych hodnot
byla uréena smérodatna odchylka. Ta byla vynasena do grafl jako kladna i jako
zaporna y-ova chybova usecka. Pifi méreni kalibradnich zavislosti byl vzorek

Sesticestnym ventilem davkovan v pravidelnych intervalech.
V8echna méfeni byla provadéna za laboratorni teploty.

Mez stanovitelnosti (Lq) byla u vS8ech méfeni pocitana s pomoci
programu ADSTAT, ktery ji pocita jako nejmensi hodnotu signalu, pro kterou je
relativni smérodatna odchylka predikce z kalibraéniho grafu dostateéné mala a

rovna &islu 0,1 88,

2.3.3. Modelové vzorky vody

Jako vzorek pitné vody byla pouzZita voda z vodovodu v budové
chemickych kateder PfFUK, Hlavova 8, Praha 2. Vzorek fi¢ni vody byl odebran
z Vltavy v Praze na nabfezi mezi Palackého naméstim a Vytoni. Riéni voda

byla pfefiltrovana pfes fritu S4.

Modelové vzorky 5-NQ v destilované, pitné &i fiéni vodé byly pfipraveny
pfidanim potfebného mnozstvi (10-100 pl) zasobniho roztoku 5-NQ o potfebné
koncentraci v deionizované vodé ke zpracovavanému objemu vzorku vody (50
- 1000 ml).

2.4 Stalost zasobnich roztoku 5-nitrochinolinu

Bylo proméfeno absorpéni spektrum zasobniho roztoku 5-NQ
v deionizované vodé o koncentraci 1.10° mol.I" v oblasti vinovych délek
200 — 500 nm v kfemennych kyvetdach o meérné tloustce 0,1 cm proti

deionizované vodé.
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Absorpéni spektrum vykazuje absorpéni maximum pfi vinové déice 317
nm, viz.Obr.2.4.1 .

Pri vinové délce 317 nm byla sledovana stalost zasobniho roztoku 5-NQ
v deionizované vodé o koncentraci 1.10° mol.I"" viz tabulka 2.4.1. Absorbance
roztoku byla méfena v pribéhu 3 mésicl, béhem nichz nedoslo k jeji statisticky

vyznamné zméneé.

Tab.2.4.1.
Stalost zasobniho roztoku 5-NQ o koncentraci 1.10° mol.I" .
Meéreno v kiemennych kyvetach o mémé tlousce 0,1 cm proti deionizované

vodé
dny 0 1 2 5 13 63 113
A 0,696 0,702 0,697 0,698 0,696 0,701 0,701

% A 100,0 100,9 100,1 100,3 100,0 100,7 100,7

Obr.2.4.1.
Absorpcni spektrum roztoku 5-NQ v deionizované vodé o koncentraci
1.10° mol.I". Méreno v kiemennych kyvetach o mémé tlousce 0,1 cm proti

deionizované vodé

200 300 400 500
A [nm]
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3. Optimalizace stanoveni 5—nitrochinolinu

na rtut'ovych elektrodach

3.1 DC tast polarografie 5-nitrochinolinu

Studie vlivu pH na chovani 5-NQ pfi DCTP na DME byla provedena v BR
pufru o pfislusném pH (2,0 — 13,0). Koncentrace 5-NQ byla 1.10* mol.I".
Zmeéfené hodnoty limitniho proudu viny I, a palvinového potencialu viny Eq, v
zavislosti na pH udava Tab.3.1.1. Graficky zpracovana zavislost pualvinového

potencialu na pH™ roztoku je znazornéna na Obr.3.1.1 .

Na Obr.3.1.2 jsou znazornény nameéfené polarografické krivky. Z obrazku je
patrné, Ze latka poskytuje jednu dobfe vyvinutou polarografickou vinu, ktera
ziejmé& odpovida dtyfelektronové reversibilni redukci nitroskupiny na
hydroxylaminovou skupinu. Pulvinovy potencial se s rostoucim pH posouva k
zapornéjSim hodnotam. DalSi silné ireverzibilni a Spatné vyvinuté viny pfi
negativnéjSich potencialech nejsou analyticky vyuzZitelné. Odpovidaji ziejmé
dalSimu redukénimu kroku na NO; skupiné z hydroxylaminu na aminoskupinu,
dale jde ziejmé o redukci chinolinového skeletu, pfipadné se muize jednat o

katalytické vylu€ovani vodiku.

Po zpracovani namérenych hodnot byl metodou linearni regrese vypodéten

vztah pro zavislost pulvinového potencialu na pH roztoku v oblasti (2,0 — 13,0):
Ei2 (mV)=-445pH + 0,4 (korel. koef. = 0,9990)

Smérnice této zavislosti naznaduje, ze v prvnim stupni redukce dochazi
k vyméné stejného pocétu elektronli a protont. Nejlépe vyhodnotiteiné
polarografické viny byly ziskany v roztoku BR pufru o pH 3. Toto prostiedi bylo
pouzito pro méreni zavislosti limitniho proudu |, na koncentraci 5-NQ v rozmezi
(2 - 10).10° mol.I'" (Obr.3.1.3. a Obr.3.1.4.) a (2 - 10).10° mol.I" (Obr.3.1.5. a
Obr.3.1.6.). Kalibraéni zavislosti jsou linearni. Parametry zavislosti jsou uvedeny
v Tab.3.1.2.
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Tab.3.1.1.
Viiv pH na DC tast polarogramy 5-NQ na DME (c = 1.10* mol.I'")
v prostredi BR pufru.

pH (BR pufr) E12[mV] lim [NA]
2,0 -61 -1842
3,0 -128 -1857
4,0 -182 -1973
5,0 -224 -1933
6,0 -268 -1940
7,0 -316 -1874
8,0 -365 -1706
9,0 -404 -1784
10,0 -440 -1787
11,0 -488 -1797
12,0 -527 -1815
13,0 -552 -1832




Obr.3.1.1.
Viiv pH na pulvinové potencialy DC tast polarogrami 5-NQ
(c = 1.10° mol.I'') na DME, v prostredi BR pufru.

-600 T T T
E,, [mV]
-400 |- -
-200 |- .
o 1 1 1
0 4 8 12
pH
Obr.3.1.2.

DC tast polarogramy 5-NQ na DME, ¢ = 1.10* mol.I", v prostfedi
BR pufru 0 pH 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 (10); 12,0 (11); 13,0 (12).

-6000 |-

I [NA]

-4000 -

-2000 |-

0 -500 -1000 -1500 -2000
E [mV]
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Obr.3.1.3.
DC tast polarogramy na DME 5-NQ o koncentraci 0 (1), 2 (2), 4 (3), 6 (4),

8(5)a10(6). 10° mol.I" v prostiedi BR pufru o pH 3.

L] ] T ] T

-2000
| [nA]

-1000
0

1 1 1 1 .

150 0 -150 -300 -450
E [mV]

Obr.3.1.4.

Kalibraéni zavislost 5-NQ v rozmezi ¢ = 2.10° az 1.10* mol.I".
Méreno metodou DCTP na DME v prostredi BR pufru o pH 3.

T I T ] |

-2000 |- -
i [0A]

-1500 -
-1000 | -
-500 |- _

0 1 1 1 1 1
0,0 2,0x10° 4,0x10° 6,0x10° 8,0x10° 1,0x10™*

¢ [mol.l]
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Obr.3.1.5.

DC tast polarogramy na DME 5-NQ o koncentraci 0 (1), 1 (2), 2 (3), 4 (4),
6 (5), 8(6)a10(7).10° mol.I" v prostedi BR pufru o pH 3.

-300 T T T T T

| [(nA]

-150 |

w\d \on \oo \ N

100 0 -100 -200 -300
E [mV]

Obr.3.1.6.
Kalibraéni zévislost 5-NQ v rozmezi ¢ = 1.10° a7 1.10° mol.I'" .
Méreno metodou DCTP na DME, v prostredi BR pufru o pH 3.

-180 |
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-120 }
60 |
0 1 1 1 1 1
0,0 2,0x10°® 4,0x10° 6,0x10° 8,0x10°® 1,0x10°°
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Tab.3.1.2.

Parametry kalibracnich primek stanoveni 5-NQ metodou DCTP na DME.

Koncentrace | Usek | Smérnice | Korelagni Lq
[mol.I'"] [nA] | [nA.mol™.l] | koeficient |[mol.I"]

(2-10) . 10° | -19,97 | -2,00.10" 0,9998 -

(2-10) . 10° 1,73 -1,94.10" 0,9999 | 9,1.10”
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3.2 Diferencni pulsni polarografie 5 — nitrochinolinu

Studie vlivu pH na chovani 5-NQ pii DPP na DME byla provedena v BR
pufru (pH 2,0 — 13,0). Koncentrace 5-NQ byla 1.10*% mol.I". Naméfené
DP polarogramy jsou na Obr.3.2.2. Latka poskytuje dobfe vyvinuty symetricky pik
v celé oblasti pH BR pufru (2,0 — 13,0). Dalsi, hdfe vyvinuté, niz§i a méné
opakovatelné piky pfi nizSich potencidlech nejsou analyticky vyuzitelné.
Naméfené zavislosti udava Tab.3.2.1, graficky je zavislost potencialu piku E, na

pH roztoku znazornéna na Obr.3.2.1.

Vztah pro zavislost potencidlu piku E, na pH roztoku v oblasti

pH (2,0 — 13,0) byl vypoéten metodou linearni regrese.
Ep (mV) =-45,9 pH + 15,2 (korel. koef. = 0,9957)

Nejlépe vyhodnotitelné piky byly ziskany v roztoku BR pufru o pH 3 a 13.
Tato prostfedi byla zvolena pro méfeni kalibraénich zavislosti.

Byly proméfeny zavislosti proudu piku I, na koncentraci ¢(5-NQ) pfi pH 3
vrozmezi (2 - 10).10° mol.I" (Obr.3.2.3. a Obr.3.2.4.), (2 - 10).10° mol.I"
(Obr.3.2.5. a Obr.3.2.6.) a (1-10).107 mol.I'" (Obr.3.2.7. a Obr.3.2.8.), dale pak
byly proméfeny koncentraéni zavoslosti 5-NQ pfi pH 13,2 v prostiedi 0,2 M
NaOH, kterym byl BR pufr zdlvodu zjednodu$eni nahrazen, vrozmezi
(2 - 10).10° mol.I'" (Obr.3.2.9. a Obr.3.2.10.), (2 — 10).10° mol.I" (Obr.3.2.11.
a Obr.3.2.12.), (1-10).107 mol.I"" (Obr.3.2.13. a Obr.3.2.14.) a (1-10).10® mol.I"
(Obr.3.2.15. a Obr.3.2.16.). Tyto zavislosti jsou linearni.

Parametry kalibraénich zavislosti pro stanoveni 5-NQ pfi pH 3 uvadi
Tab.3.2.2. Parametry kalibraénich pfimek pro stanoveni 5-NQ méfenych
v prostfedi 0,2M NaOH pfi pH 13,2 uvadi Tab.3.2.3.
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Tab.3.2.1

Vliv pH na DP polarogramy 5-NQ na DME (c = 1.10”* mol.I'")

v prostiedi BR pufru.

pH (BR pufr) Ep [mV] Ip [NA]
2,0 -48 -4376
3,0 -123 -5979
4,0 -178 -5370
50 -224 -4876
6,0 -268 -4418
7,0 -316 -4360
8,0 -364 -4007
9,0 -407 -4597
10,0 -444 -4893
11,0 -496 -5299
12,0 -532 -8397
13,0 -548 -10930
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Obr.3.2.1
Viiv pH na potenciély pikii DP polarogram( 5-NQ na DME (c = 1.10* mol.I")

v prostredi BR pufru.
-600
E, (mV]
-400 | .
-200 | -
0 1 1 1
0 4 8 12
pH
Obr.3.2.2

DP polarogramy 5-NQ na DME (c = 1.10* mol.I" ) v prostredi

BR pufru o pH 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 (10);, 12,0 (11), 13,0 (12).

-12000 ; r r

| [NA]

-8000

-4000
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Obr.3.2.3.
DP polarogramy na DME 5-NQ o koncentraci 0 (1), 2 (2), 4 (3), 6 (4),
8(5) a10(6). 10° mol.I' v prostiedi BR pufru o pH 3.
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-4000 |- —
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Obr.3.2.4.
Koncentraéni zavislost 5-NQ v rozmezic = 2.10° az 1.10* mol.I" .
Meéreno metodou DPP na DME v prostiedi BR pufru o pH 3.
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Obr.3.2.5.
DP polarogramy na DME 5-NQ o koncentraci 0 (1), 2 (2), 4 (3), 6 (4),
8(5)a10¢(6).1 0° mol.l" v prostiedi BR pufru o pH 3.
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-400
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Obr.3.2.6.
Koncentraéni zavislost 5-NQ v rozmezi ¢ = 2.10% az 1.10° mol.I" .
Meéreno metodou DPP na DME v prostiedi BR pufru o pH 3.
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Obr.3.2.7.
DP polarogramy na DME 5-NQ o koncentraci 0 (1), 1 (2), 2 (3), 4 (4), 6 (5),
8(6)a 10 (7). 107 mol.I"" v prostiedi BR pufru o pH 3.

100 r .
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-50

-25

150 0 -150 -300

Obr.3.2.8.
Koncentracéni zavislost 5-NQ v rozmezic = 1.107 az 1.10° mol.I'" .
Méreno metodou DPP na DME, v prostredi BR pufru o pH 3.
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Tab.3.2.2.

Parametry kalibra¢nich primek stanoveni 5-NQ metodou DPP na DME

v prostredi BR pufru o pH 3.

Koncentrace | Usek | Smérnice | Korelagni Lq
[mol.I"] [nA] |[nA.mol-1.1]| koeficient |[mol.I" ]
(2-10) . 10° 19,6 -6,21.107 0,9997 -
(2-10) . 10° 1,41 -5,62.10" 0,9999 -
(1-10).10" | -1,16 | -5,44.10" 0,9998 | 9,3.10°
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Obr.3.2.9.
DP polarogramy na DME 5-NQ o koncentraci 0 (1), 2 (2), 4 (3), 6 (4),
8(5) a10(6). 10° mol.I" v prostfedi 0,18 M NaOH o pH 13,3.
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0Obr.3.2.10.
Koncentraéni zavislost 5-NQ v rozmezic = 2.10° a2 1.10* mol.I'" .
Méreno metodou DPP na DME v prostredi 0,18 M NaOH o pH 13,3.
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Obr.3.2.11.
DP polarogramy na DME 5-NQ o koncentraci 0 (1), 2 (2), 4 (3), 6 (4),
8(5)a 10 (6). 10° mol.I" v prostiedi 0,18 M NaOH o pH 13,3.
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-400 |-
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Obr.3.2.12.
Koncentracéni zavislost 5-NQ v rozmezi ¢ = 2.10% az 1.10° mol.r'.
Méreno metodou DPP na DME v prostredi 0,18 M NaOH o pH 13,3.

-200 |-

0 1 1 1 1 1
0,0 2,0x10°® 4,0x10°® 6,0x10° 8,0x10° 1,0x10°

c[mol.l]

43



Obr.3.2.13.
DP polarogramy na DME 5-NQ o koncentraci 0 (1), 2 (2), 4 (3), 6 (4),
8(5)a10(6). 107 mol.I'" v prostredi 0,18 M NaOH o pH 13,3.
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Obr.3.2.14.
Koncentracni zavislost 5-NQ v rozmezi ¢ = 1.107 az 1.10° mol.I"" .
Meéreno metodou DPP na DME v prostredi 0,18 M NaOH o pH 13,3.
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Obr.3.2.15.
DP polarogramy na DME 5-NQ o koncentraci 0 (1), 2 (2), 4 (3), 6 (4),
8(5)a 10 (6) . 10 mol.I'" v prostiedi 0,18 M NaOH o pH 13,3.
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Obr.3.2.16.
Koncentraéni zavislost 5-NQ v rozmezi ¢ = 2.10® az 1.107 mol.I"".
Méreno metodou DPP na DME v prostredi 0,18 M NaOH o pH 13,3.
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Tab.3.2.3.
Parametry kalibracnich pfimek stanoveni 5-NQ metodou DPP na DME
v prostiedi NaOH o pH 13.3.

Koncentrace | Usek | Smérnice | Korelaéni Lq

[ mol.I" ] [nA] |[nA.mol-1.l]| koeficient | [mol.I"]
(2-10) . 107 711 -9,05.10" 0,9973 -
(2-10) . 10 9,28 | -6,06.10" 0,9998 -
(2-10).10" | -1,67 | -5,44.10" | 10,9995 -
(2-10).10° | -0,04 | -5,90.10" 0,9999 9,7.10”




3.3 Diferenc¢ni pulsni voltametrie 5 — nitrochinolinu
na visici rtutové kapkové elektrodé

Studie vlivu pH na chovani 5-NQ pfii DPV na HMDE byla provedena v BR
pufru (pH 2,0 — 13,0). Koncentrace 5-NQ byla 1.10* mol.I". Naméfené
voltamogramy jsou na Obr.3.3.2. Opét byl sledovan pouze prvni pik, nebot
negativnéjsi piky jsou nizSi, méné opakovatelné a tudiz analyticky nevyuzitelné.
Vliv pH na polohu a vysku prvniho piku udava Tab.3.3.1, graficky zpracovana
zavislost potencialu piku E, na pH roztoku je na Obr.3.3.1.

Vztah pro zavislost potencialu piku na pH roztoku v oblasti
pH (2 — 13) byl vypoéten metodou linearni regrese:

Ep (MV) = -47,5 pH + 44,1 (korel. koef. = 0,9971)

Pro dalSi méfeni bylo jako optimalni zvoleno prostfedi BR pufru o pH 13.
V tomto prostfedi latka poskytovala nejvySsi a nejlépe vyvinuty pik.

Ve vybraném optimalnim prostiedi byly proméfeny zavislosti proudu piku
I, na koncentraci ¢c(5-NQ) v rozmezi koncentraci (2 —- 10).10° mol.I"" (Obr.3.3.3. a
Obr.3.3.4.), (2 — 10).10° mol.I" (Obr.3.3.5. a Obr.3.3.6.), (2 — 10).107 mol.I"
(Obr.3.3.7. a Obr.3.3.8.) a (2 - 10).10® mol.I" (Obr.3.3.9. a Obr.3.3.10.).

Nameérené zavislosti jsou linearni. Parametry kalibraénich pfimek pro stanoveni
5-NQ uvadi Tab.3.3.2.
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Tab.3.3.1.
Viiv pH na DC tast polarogramy 5-NQ (¢ = 1.10* mol.I' ) na DME

v prostredi BR pufru.

pH (BR pufr) Ep [mV] lim [NA]
2,0 -28 -383
3,0 -107 -284
4,0 -166 -328
50 -193 -519
6,0 -241 -469
7,0 -288 -495
8,0 -344 -478
9,0 -381 -528
10,0 -433 -516
11,0 -481 -500
12,0 -532 -559
13,0 -549 -794

Obr.3.3.1.
Viiv pH na potencialy piki DP voltamogram( 5-NQ (¢ = 1.10* mol.I'" ) na HMDE
v prostredi BR pufru.
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Obr.3.3.2
DP voltamogramy 5-NQ na HMDE (c = 1.10™ mol.I'") v prostfedi BR pufru
o pH 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 (10), 12,0 (11), 13,0 (12).
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Obr.3.3.3.
DP voltamogramy 5-NQ na HMDE o koncentraci 0 (1), 2 (2), 4 (3), 6 (4),
8(5) a 10 (6). 10° mol.I" v prostiedi 0,18 M NaOH, pH 13,3.
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Obr.3.3.4.
Kalibraéni zavislost 5-NQ v rozmezi c = 2.10° az 1.10* mol.I"".
Méreno metodou DPV na HMDE v prostredi 0,18 M NaOH, pH 13,3.
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Obr.3.3.5.
DP voltamogramy 5-NQ na HMDE o koncentraci 0 (1), 2 (2), 4 (3), 6 (4),
8(5) a 10 (6). 10° mol.I" v prostiedi 0,18 M NaOH, pH 13,3.
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Obr.3.3.6.
Kalibracni zavislost 5-NQ v rozmezi ¢ = 2.10° az 1.10°° mol.I"".
Méreno metodou DPV na HMDE v prostredi 0,18 M NaOH, pH 13,3.
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Obr.3.3.7.

DP voltamogramy 5-NQ na HMDE o koncentraci 0 (1), 2 (2), 4 (3), 6 (4),
8(5) a 10 (6). 107 mol.I'" v prostiedi 0,18 M NaOH, pH 13,3.
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Obr.3.3.8.
Kalibracéni zavislost 5-NQ v rozmezi c = 2.107 aZ 1.10° mol.I"".

Meéreno metodou DPV na HMDE v prostredi 0,18 M NaOH, pH 13,3.
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Obr.3.3.9.

DP voltamogramy 5-NQ na HMDE o koncentraci 0 (1), 2 (2), 4 (3), 6 (4),
8(5)a 10 (6). 10 molI" v prostiedi 0,18 M NaOH, pH 13,3.
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Obr.3.3.10.
Kalibraéni zévislost 5-NQ v rozmezi ¢ = 2.10% a7 1.107 mol.I"",
Mereno metodou DPV na HMDE v prostredi 0,18 M NaOH, pH 13,3.

I, [nA]

0 1 1 1 1 1
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Tab.3.3.2.
Parametry kalibracnich prfimek stanoveni 5-NQ metodou DPV na HMDE
v prostredi 0,18 M NaOH, pH 13,3.

Koncentrace | Usek | Smérnice | Korelagni Lo

[ mol.I"] [nA] |[nA.mol-1.1]| koeficient | [mol.I"]
(2-10). 10> | -78,3 | -2,71.10’ 0,9998 -
(2-10) . 10° 210 | -3,15.10" 0,9997 -
(2-10) . 107 0,23 | -2,76.10" 0,9999 -
(2-10).10° | -0,12 | -2,73.10" 0,9999 2,0.10°
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3.4. Adsorpéni rozpoustéci voltametrie 5-nitrochinolinu

Vzhledem k vysledkim dosazenych metodou DPV bylo pro stanoveni
5-NQ metodou AdSV na HMDE zvoleno prostiedi 0,18 M NaOH, pfi kterém se
pik latky vyskytoval pfi E, = - 500 mV. Koncentrace 5-NQ byla 2.10°® mol.I".

Byl proméfen vliv potencialu akumulace Eacc na vySku piku I, v rozmezi
-200 az — 450 mV v prostiedi 0,18 M NaOH o pH 13,2 pfi dobé& akumulace 60 s.
Dale byl proméfen vliv doby akumulace tacc na vysku piku I, 5-NQ pro taec = 0,
15, 30, 60, 180 a 300 s pii potencialu akumulace -300 mV. Akumulace byla
provadéna v michaném roztoku. Po skon&eni akumulace byla dodrzovana doba
klidu 15 s. Poté byl zmé&fen pfislusny DP voltamogram.

Vliv doby akumulace a potencialu akumulace na vySku piku méfené latky
byl pozorovan v mife, ktera neumoziovala vyrazné snizeni meze
stanovitelnosti. Vzhledem k velmi nizké opakovatelnosti a velkému rozptylu
méreni nebylo mozné dosahnout nizSi meze stanovitelnosti, nez s DPV. Této
problematice bude nutné vénovat dalsi pozornost.
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3.5. Vysledky a diskuse ke stanoveni 5-nitrochinolinu na rtut'ovych
elektrodach

Pfi stanoveni 5-NQ na rtutovych elektrodach bylo zjisténo, Ze latka
poskytuje v zavislosti na pH a prostiedi dvé az d&tyfi viny (piky). Lze
prfedpokladat, ze redukce probiha nejdfive na nitroskupiné, ktera je v prvnim
kroku redukovana &tyielektronovou redukci na hydroxylamin a v druhém kroku
dvouelektronovou redukci na aminoskupinu. DalSi dvé viny odpovidaji ziejmé
redukci chinolinového skeletu ve dvou dvouelektronovych krocich nejprve na
dihydro a poté na tetrahydrochinolin. K ovéfeni mechanismu redukce by bylo
zapotiebi hlubSiho studia, ke kterému nebylo zatim pfistoupeno vzhledem k
analytickému zaméfeni prace na stanoveni stopovych mnozstvi 5-NQ a
objasnéni redukéniho mechanismu 5-NQ.

Pii stanoveni nejvy$siho koncentraéniho fadu (2-10).10° mol.l”
dochazelo u DPP a DPV v prostiedi 0,18 M NaOH z ne zcela jasnych dlvodu
k posunu potencialll jednotlivych piki k zapornym hodnotam se zvysSujici se
koncentraci 5-NQ a parametry pfisluSnych kalibraénich zavislosti se také vice
odchylily od idealniho stavu. V koncentraénim rozmezi (2-10).10° mol.I" je
tento jev u DPV na HMDE také pozorovatelny, ale v daleko mensi mife. Je
mozné, Ze se jedna o dlsledek pasivace elektrody produkty elektrodové reakce
vzhledem k vysoké koncentraci 5-NQ, coz je dle mého nazoru u DPP na DME
nepravdépodobné. Je vSak ziejmé, Zze u DPV na HMDE je tento posun oproti
DPP na DME daleko patrnéjsi. Mize se také jednat o vliv IR spadu, ktery
souvisi s prostiedim, ve kterém bylo méfeni provedeno a vzhledem k vysoké
koncentraci NaOH a tudiz i vodivosti prostiedi by nemél byt tento vliv
vyznamny. Je v8ak zajimavé, Ze pii stanoveni stejného koncentraéniho rozmezi
fadu 10° M metodou DPP v prostiedi BR pufru o pH 3 nebyl tento jev

cvws
cvwr

cwvwys

DME v prostiedi 0,18 M NaOH. Dosazena mez stanovitelnosti u DPV na HMDE
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nebyla vyznamné vysSi nez u DPP. Lze fici, Ze citlivost obou metod je v zasadé

srovnatelna. U AdSV na HMDE se v koncentraénim rozmezi (2-10).10° mol.I"

nepodafilo dosahnout opakovatelnych vysledki. Adsorpce nebyla pfili§ vyrazna

a zfejmé& by neposkytla dramatické snizeni meze stanovitelnosti oproti
technikam DPV na HMDE a DPP na DME. Pri¢inou mlzZe byt relativné vysoka

polarita 5-NQ zpusobena nitroskupinou vazanou na chinolinovy skelet. Dal$i

z moznych pfi€in netspéchu muze byt Cistota prostredi, ve kterém byla ADSV

5-NQ méfena. Této problematice bude nutné vénovat pozornost v dal§im

studiu. Pfi stanoveni 5-NQ v praktickych vzorcich byla pouzivana technika DPV

na HMDE. Mezi jeji pfednosti patfi vysoka citlivost a rychlost spolu

s experimentalni nenaroénosti ve srovnani s ostatnimi technikami.

Tab.3.5.1.

Srovnani pouZitych technik stanoveni 5-NQ na rtutovych elektrodach

elektroda / technika prostredi mez stanovitelnosti
DME / DCTP BR pufr o pH 3 9,1.10"" mol.I"
DME / DPP BR pufro pH 3 9,3.10% mol.I"
DME / DPP 0,18M NaOH 9,7.10° mol.I”
HMDE / DPV 0,18M NaOH 2,0.10° mol.I”
HMDE / AdSV 0,18M NaOH -
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4. Stanoveni 5-nitrochinolinu na pevnych elektrodach

m-AgSAE oproti rtutovym elektrodam vynika mechanickou stabilitou,
robustnosti a odolnosti umozniujici jeji pouziti ve spojeni s pritokovymi
metodami (HPLC, FIA, SIA) a snadnou manipulovatelnosti diky jednoduché
konstrukci. Méfeni s m-AgSAE v pritokovém uspofadani je vyhodné mimo
jiné také diky tomu, Ze je snizena moznost pasivace elektrody, a proto se daji

prfedpokladat relativhé dobfe opakovatelné vysledky.

4.1. Stanoveni 5-nitrochinolinu pratokovou injekéni analyzou

Byla méfena stalost 5-NQ ve smiSeném desetiprocentnim vodné-
methanolickém prostifedi (BR pufr — methanol 9:1) pfi hodnotach pH BR pufru 3,
7 a 11. Ziskana spektra pfi jednotlivych hodnotach pH jsou uvedena na
Obr.4.1.1. pro pH 3, Obr.4.1.2. pro pH 7 a 4.1.3. pro pH 11. Ve v8ech tfech
prostfedich spolu jednotliva spektra splyvaji, nedochazi tedy ke zméné roztoku

5-NQ s ¢éasem v méifeném rozsahu.

Studie vlivu pH na chovani 5-NQ pfi DCV na m - AGSAE byla provedena
ve smési BR pufru (pH 2,0 — 12,0) s methanolem v poméru 9:1. Koncentrace 5-
NQ byla 1.10 mol.I"". Z voltamogram(i je patrné, Ze latka poskytuje jednu dobie
vyvinutou vinu a jednu silné ireverzibilni vinu. V silné zasaditém pH se objevuje
jesté jedna az dvé ireverzibilni viny. Tato vina (resp. viny) ziejmé odpovida
dalSimu redukénimu dé&ji na hydroxylaminové skupiné (resp. na dusiku
heterocyklu). Naméfené voltamogramy jsou na Obr.4.1.4. . Vliv pH na polohu a
vySku 1.viny udava Tab.4.1.1., graficky zpracovana =zavislost pulvinového

potencialu viny E, na pH™ roztoku je na Obr.4.1.5.

Metodou linearni regrese byl pro zavislost pllvinového potencialu prvni

viny na pH™ roztoku v rozmezi pH™ (2,1 — 6,2) vypoéten vztah:
Eip' (mV)=-758 pH™-92,0 (korel. koef. 0,9882)
V rozmezi pH™ (6,2 — 12,0) byl vypoéten vztah:

E1n? (mV) = 34,6 pH™ - 361,6 (korel. koef. 0,9944)

57



Smeérnice naznacuji, Ze v kyselé oblasti dochazi k vyméné vétSiho poctu
elektronll nez protonl coz ziejmé souvisi s pfedfazenou protonizaci redukované
latky. V zasadité oblasti zfejmé dochazi k vyméné mensiho poctu elektront nez
protont, coz zifejmé souvisi s naslednou protonizaci vzniklych reakénich
produktu.

Pro dalSi méreni bylo jako optimalni zvoleno prostiedi BR pufr o pH 7
s methanolem v poméru (9:1), o vysledném pH™ 7,2. V tomto prostiedi latka
poskytovala nejlépe vyhodnotitelnou vinu.

Dale byla optimalizovana metoda FIA pro stanoveni 5-NQ v prostiedi BR
pufr o pH 7 — methanol 9:1. Byl méfen vliv hodnoty potencialu vloZzeného na
pracovni elektrodu na odezvu elektrochemického detektoru. Ziskany
hydrodynamicky voltamogram je uveden na Obr.4.1.6. Jako optimalni byl zvolen
potencial -0,9 V. Pii zapornéjSich potencialech byly piky sice vy$si, ale nebyly tak
dobre vyvinuty a opakovatelnost méreni byla nizsi.

Dale byl méfen vliv pritokové rychlosti nosného roztoku na odezvu
elektrochemického a UV detektoru, viz Obr.4.1.7. pro elektrochemicky a
Obr.4.1.8. pro UV detektor. Zde byla zvolena pratokova rychlost 3,5 ml.min"! jako
optimalni. PFi vy3Si rychlosti velikost signalu opét klesala.

Poté byl proméien vliv davkovaného objemu na odezvu obou detektortd,
viz Obr.4.1.9. pro elektrochemicky a Obr.4.1.10. pro UV detektor. Vzhledem
k tomu, Ze velikost signalu se zvétsujicim se objemem smycky stale rostla, bylo

nadale pracovano s nejvétsi zkousenou smyckou 300 pl.

Nakonec byla proméfena stalost a opakovatelnost signalu
elektrochemického detektoru pfi nejvy$si pouzivané koncentraci 5-NQ (c= 1.10™
mol.I'") v prostfedi BR pufru o pH 7 — methanol 9:1. Zaznam je uveden na
Obr.4.1.11. Po nadavkovani 25 nastfiki za sebou nedoSlo ke statisticky
vyznamné zméneé signalu, signal elektrochemického detektoru byl staly. Pasivace
elektrody se v pratokovém usporadani neprojevovala. Statistické udaje jsou

uvedeny v tabulce 4.1.2.

Po provedeni optimalizace metody FIA ke stanoveni 5-NQ bylo
pfistoupeno k méfeni kalibraénich zavislosti 5-NQ v koncentraénim rozmezi
(2 - 10).10°° mol.I"" (Obr.4.1.12.,0br.4.1.13. a Obr.4.1.14.) a (2 — 10).10° mol.I"
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(Obr.4.1.15., Obr.4.1.16. a Obr.4.1.17.). Parametry kalibraénich zavislosti pro
stanoveni 5-NQ pro elektrochemicky detektor uvadi Tab.4.1.3. a pro UV detektor
Tab.4.1.4. Kalibraéni zavislosti jsou linearni. U elektrochemického detektoru pro
® a 4.10®°mol.I"") zaznamenan velky rozptyl vysledk( (vy$&i smérodatna odchylka
mérfeni je vyznadena y-ovymi useCkami). V této oblasti koncentraci byla nizka

opakovatelnost méreni.

Obr. 4.1.1.

Absorpéni spektra 5-NQ (c = 1.10* M) mérena ve smési

BR pufr o pH 3 : methanol (9:1) v riznych ¢asovych odstupech; 1 - Cerstvy
roztok, 2 — 30 min., 3 — 7 hod. Méfeno v kiemenych kyvetach o mérné
tloustce 0,2 cm proti smési BR pufr o pH 3 : methanol (9:1)

0,75
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0,25

0,00

200 300 400 500
A[nm]
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Obr.4.1.2.

Absorpéni spektra 5-NQ (c = 1.10* M) mérena ve smési

BR pufr o pH 7 : methanol (9:1) v riznych ¢asovych odstupech; 1 — ¢erstvy
roztok, 2 — 30 min., 3 — 7 hod. Méfeno v kiemenych kyvetach o mérné
tloustce 0,2 cm proti smési BR pufr o pH 7 : methanol (9:1)
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Obr.4.1.3.

Absorpéni spektra 5-NQ (c = 1.10* M) mérena ve smési

BR pufr o pH 11 : methanol (9:1) v riznych ¢asovych odstupech; 1 — cerstvy
roztok, 2 — 30 min., 3 — 7 hod. Méreno v kiemenych kyvetach o mérné
tloustce 0,2 cm proti smési BR pufr o pH 11 : methanol (9:1)
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Tab.4.1.1.
Viiv pH na DP voltamogramy 5-NQ (c= 1.10* mol.I'")
v prostfedi BR pufr — methanol (9:1).

pH (BR pufr) pH™ (roztok) Ein[mV] Liim [nA]
2,0 2,1 -776,5 -1299,0
3,0 3,2 -737,0 -1510,5
4,0 4,2 -721,0 -1774,5
5,0 5,1 -688,0 -2087,5
6,0 6,2 -647.,5 -2176,5
7,0 7,2 -599,5 -2309,0
8,0 83 -581,5 -1910,5
9,0 93 -465,5 -2171,0
10,0 10,1 -400,5 -1959,0
11,0 11,1 -317,0 -1898.5
12,0 12,0 -272,5 -2066,5
Obr.4.1.4.

DC voltamogramy 5-NQ (¢ = 1.10* mol.I" ) na m-AgSAE v prostiedi
BR pufr — methanol (9:1), o vysledném pH™ 2,1 (1); 3.2 (2); 4,2 (3); 5,1 (4);
6,2 (5); 7,2 (6); 8,3 (7); 9,3 (8); 10,1 (9); 11,1 (10); 12,0 (11).
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Obr.4.1.5.

Vliv pH smési BR pufr : methanol (9:1) — pH™ na pulvinové potencialy
DC voltamogrami 5-NQ (c = 1.10° mol.I'') na m-AgSAE v prostredi
BR pufr— methanol (9:1).
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Obr.4.1.6.

Zavislost signalu elektrochemického detektoru na potencialu. Stanoveni
5-NQ (c = 1.10* M) pomoci FIA s m-AgSAE ve smési BR pufr o pH 7 -
methanol (9:1), davkovano 10 i, nosny roztok BR pufr o pH 7 - methanol
(9:1), pratokova rychlost 1 mi/min.
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Obr. 4.1.7.

Zavislost signéalu elektrochemického detektoru (E = -0,9 V) na pratokové
rychlosti. Stanoveni 5-NQ (c = 1.10* M) pomoci FIA s m-AgSAE ve smési
BR pufr o pH 7 - methanol (9:1), dadvkovano 10 ul,

nosny roztok BR pufr o pH 7 - methanol (9:1).
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Obr. 4.1.8.

Zavislost signéalu UV detektoru (A = 220 nm) na pratokové rychlosti. Stanoveni
5-NQ (c = 1.10* M) pomoci FIA ve smési BR pufr o pH 7 - methanol (9:1),
davkovano 10 ul, nosny roztok BR pufr o pH 7 — methanol (9:1),

davkovano 10 .
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Obr. 4.1.9.

Zavislost signéalu elektrochemického detektoru (E = -0,9 V) na nadavkovaném
objemu vzorku V. Stanoveni 5-NQ (¢ = 1.10* M) pomoci FIA s m-AgSAE

ve smési BR pufr o pH 7 - methanol (9:1),

nosny roztok BR pufr o pH 7 : methanol (9:1), pratokova rychlost 3,5 mi/min.
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Obr. 4.1.10.

Zavislost signalu UV detektoru (A = 220 nm) na nadavkovaném objemu
vzorku V. Stanoveni 5-NQ (c = 1.10* M) pomoci FIA ve smési

BR pufr o pH 7 - methanol (9:1), nosny roztok BR pufr o pH 7 - methanol (9:1),
prutokova rychlost 3,5 mi/min.
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Obr.4.1.11.

Odezva elektrochemického detektoru (E = -0,9 V) na opakované nadavkovani
vzorku. Stanoveni 5-NQ (¢ = 1.10* M) pomoci FIA s m-AgSAE ve smési
BR pufr o pH 7 - methanol (9:1), nosny roztok BR pufr o pH 7 - methanol (9:1),

prutokova rychlost 3,5 mi/min, davkovany objem 300 pl
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Tab.4.1.2.

Statistické vyhodnoceni stalosti signélu FIA stanoveni 5-NQ (¢ = 1.10* M)
s elektrochemickou detekci (m-AgSAE, ,wall jet, -0,9 V) ve smési

10

tmin] 20

BR pufr o pH 7 - methanol (9:1), nosny roztok BR pufr o pH 7 - methanol (9:1),

prutokova rychlost 3,5 ml/min, davkovany objem 300 ul

pramér | sm.odchylka int.spolehlivosti
[nA] [nA] [nA]
-7831.0 156,69 79,30
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Obr.4.1.12.

Zaznam pika FIA stanoveni 5-NQ s elektrochemickou detekci (m-AgSAE, ,wall
jet“, E =-0,9 V) o koncentraci 0 (1), 2 (2), 4 (3), 6 (4), 8 (5) a 10 (6) . 10° mol.I""
v prostredi BR pufr o pH 7 : methanol (9:1). Nosny roztok BR pufr o pH 7 -
methanol (9:1), pratokova rychlost 3,5 mi/min, davkovany objem 300 ul
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Obr.4.1.13.

Kalibracni zavislost FIA stanoveni 5-NQ s elektrochemickou detekci
(m-AgSAE, ,wall jet, E = -0,9 V) v koncentraénim rozmezi (2-10).10° mol.I’
v prostredi v prostredi BR pufr o pH 7 : methanol (9:1). Nosny roztok BR pufr o
pH 7 - methanol (9:1), pratokova rychlost 3,5 ml/min, davkovany objem 300 ul
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Obr.4.1.14.

Kalibraéni zavislost FIA stanoveni 5-NQ s UV detekci (A = 220 nm)

v koncentraénim rozmezi (2-10).10°° mol.I'" v prostiedi BR pufro pH 7 -
methanol (9:1), nosny roztok BR pufr o pH 7 - methanol (9:1), pratokova
rychlost 3,5 ml/min, davkovany objem 300 ul

] L] T T 1
15 | i
A[A.U]
10 } _
0.5 | -
0'0 1 1 1 1 1
0,0 2,0x10° 4,0x10° 6,0x10° 8,0x10° 1,0x10™*
¢ [mol.l]
Obr.4.1.15.

Zaznam pika FIA stanoveni 5-NQ s elektrochemickou detekci (m-AgSAE, ,wall
jet“ E =-0,9 V) o koncentraci 0 (1), 2 (2), 4 (3), 6 (4), 8 (5) a 10 (6) . 10 mol.I"
v prostredi v prostredi BR pufr o pH 7 : methanol (9:1). Nosny roztok BR pufr o
pH 7 - methanol (9:1), pratokova rychlost 3,5 mi/min, davkovany objem 300 pl
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Obr.4.1.16.
Kalibracni zavislost FIA stanoveni 5-NQ s elektrochemickou detekci

(m-AgSAE, ,wall jet, E = -0,9 V) v koncentraénim rozmezi (2-10).10° mol.I"
v prostredi v prostfedi BR pufr o pH 7 : methanol (9:1). Nosny roztok BR pufr o
pH 7 - methanol (9:1), priatokova rychlost 3,5 ml/min, davkovany objem 300 pl

L I T T L
-1500 |- .
I, [nA]
-1000 |- o) .
-500 |- i
0 1 1 1 1 1
0,0 2,0x10° 4,0x10°® 6,0x10°® 8,0x10° 1,0x10°
¢ [mol.l]
Obr.4.1.17.

Kalibracni zavislost FIA stanoveni 5-NQ s UV detekci (A = 220 nm)

v koncentraénim rozmezi (2-10).10°° mol.I" v prostiedi BR pufr

o pH 7 - methanol (9:1), nosny roztok BR pufr o pH 7 - methanol (9:1),
pratokova rychlost 3,5 mi/min, davkovany objem 300 pl

0,06

1 1 1 1

0,00 ]
0,0 2,0x10° 4,0x10° 6,0x10°¢ 8,0x10°® 1,0x10°

¢ [mol.l"]
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Tab.4.1.3.
Parametry kalibracnich zavislosti FIA stanoveni 5-NQ s elektrochemickou

detekci (m-AgSAE, ,wall jet, E = -0,9 V)v koncentraénim rozmezi
(2 - 10).10° mol.I" a (2 - 10).10° mol.I' v prostredi v prostiedi BR pufr
o pH 7 : methanol (9:1). Nosny roztok BR pufr o pH 7 - methanol (9:1),
prutokova rychlost 3,5 mi/min, davkovany objem 300 ul

Oblast Korelaéni
koncentrace smérnice usek koeficient Lo
[mol.I"] [nA.mol ™ 1] [nA] [ [mol.I"]
(2-10).10° -1,43.10° -137 0,9966 -
(2-10).10° -1,58.10° 32,8 0,9958 4.10°
Tab.4.1.4.

Parametry kalibracnich zavislosti FIA stanoveni 5-NQ s UV detekci
(A = 220 nm) v koncentracénim rozmezi (2 - 10).10°° mol.I" a (2-10).10° mol.r’

v prostreiBR pufr o pH 7 - methanol (9:1),
nosny roztok BR pufr o pH 7 - methanol (9:1), pratokova rychlost 3,5 mi/min,

davkovany objem 300 ul
Oblast Korelagni
koncentrace smérnice usek koeficient Lq
[mol.I] [nA.mol™".I] [nA] ] [mol.I"]
(2-10).10° 1,50.10° 0,04 0,9998 -
(2-10).10° 1,57.10" 0,01 0,9980 3.10°
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4.2. Vysledky a diskuze ke stanoveni 5-nitrochinolinu

na pevnych elektrodach

Prehled vysledku je uveden v tabulce 4.2.1. Pro méreni 5-NQ pritokovou
injekéni analyzou bylo zvoleno prostiedi, které se jiz dfive osvédcilo pfi
pratokové injekéni analyze pribuznych latek na katedfe analytické chemie
Univerzity Karlovy a to prostiedi desetiprocentniho methanolu. Byla proméiena
stalost 5-NQ v tomto prostredi pfi rlznych hodnotach pH. Bylo zjisténo, Ze
v kyselé, neutralni i zasadité oblasti je roztok staly.

Byla proméfena zavislost odezvy m-AgSAE na pH vtomto prostredi
technikou DC voltametrie. Bylo zjiSténo, Ze nejlépe vyhodnotitelné
voltamogramy poskytuje neutraini prostiedi a pro dal§i méfeni bylo zvoleno pH™
7,2. Bylo zjisténo, ze 5-NQ meéfeny timto zplsobem poskytuje témér v celé
oblasti pH pouze dvé viny, v silné zasadité oblasti tfi az tyfi viny, coz je rozdil
oproti vysledkiim ziskanych ve vodném prostifedi na rtutovych elektrodach. Tyto
dvé viny zifejmé odpovidaji redukci nitroskupiny. V prvni viné se za vymény &ty
elektronl redukuje nitroskupina na hydrxylaminovou skupinu a v druhé viné se
za vymény dvou elektrontl hydroxylaminova skupina redukuje na aminoskupinu.
Viny, které se objevuji vsilné zasadité oblasti mohou odpovidat redukci
chinolinového jadra. Zavislost E, na pH™ nebyla linearni v celém rozsahu pH.
Priblizné v neutralni oblasti je zavislost lomena a tim je rozdélena na dvé
linearni &asti s rozdilnou smérnici v oblasti kyselé a zasadité. Tento zlom v dané
oblasti pH by mohl odpovidat disociaéni konstanté 5-NQ, avSak vypodétena
disociaéni konstanta pK, 5-NQ ve vodném prostiedi pfi 25 °C je 2,8 (C.A.S.).

Ze zméienych spekter byla uréena vinova délka 220 nm pro detekci
UVNVIS detektorem. Prfi této vinové délce vykazuje spektrum absorpéni
maximum, které se ve spektru zasobniho roztoku neobjevuje. To je
pravdépodobné zplsobeno rozdilnou koncentraci méfenych roztoku. Pri vyssi

koncentraci je toto maximum ziejmé mimo méfeny rozsah.

Po proméreni hydrodynamického voltamogramu 5-NQ technikou FIA
s elektrochemickou detekci na rtutovym meniskem modifikované stfibrné
amalgamové elektrodé (FIA-ECD-m-AgSAE) byl jako optimalni pro
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elektrochemicky wall-jet detektor zvolen potencial -900 mV vzhledem ke Spatné
opakovatelnosti méfeni a vyvinuti pika pfi potencialu -1500 mV. Vliv pritokové
rychlosti a velikosti davkovaci smy€ky pro UV/VIS i elektrochemicky detektor
byly sledovany v oblasti 0,5 az 6 ml.min”' a 10 az 300 pl. Oba detektory
poskytovaly nejvyssi signal pfi pritokové rychlosti kolem 3,5 ml.min™, ktera byla
zvolena jako optimalni. U obou detektorl pak rostl signal se zvySujicim se
objemem davkovani a nejvysSi signal poskytovali pii davkovani 300 ul. Tento

objem byl zvolen jako optimalni.

Koncentraéni zavislosti byly sledovany elektrochemickym i UV/VIS
detektorem v rozmezi (2 — 10).10° a (2 - 10).10° mol.I". Mez stanovitelnosti
byla pro UV/VIS detektor nizSi nez pro elektrochemicky detektor, ne vSak
vyznamné. Pro UV/NIS detektor byla dosazena mez stanovitelnosti
3.10° moll", pro elektrochemicky detektor 4.10% mol.I". Vyhoda
elektrochemické detekce muze byt jeji selektivita ve srovnani s detekci
spektrofotometrickou.

Velky Sum pfi nastfiku vzorku u elektrochemického detektoru byl
pravdépodobné zplUsoben tlakovymi pulzy, které vznikaly pohybem
Sesticestného ventilu. Opakovatelnost méfeni u elektrochemického detektoru u
pumpy byly prvni vzorky davkovany nejdfive po 2 az 5 minutach, kdy byl drift
zakladni linie u elektrochemického detektoru jiz pfijatelny. DalSiho snizeni Sumu
by ziejmé bylo mozné dosahnout pomoci poditaem fizené synchronizace
méreni signalu a pohybu ventilu.

Tab.4.2.1.

Prehled vysledki stanoveni 5-NQ metodou FIA s elektrochemickou a UV/VIS
detekci

detektor Mez stanovitelnosti
ECD 4.10° mol.I"
UVNVIS 3.10° mol.I"
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5. Praktické aplikace na modelové vzorky vody

5.1 Extrakce 5- nitrochinolinu tuhou fazi z destilované vody

vvvvvv

matrice nebo k zakoncentrovani latky ve vzorku. V pfipadé destilované vody,
ktera zde byla pouzita jako idealné jednoducha modelova matrice, ma disté

prekoncentraéni tlohu.

Extrakce tuhou fazi z destilované vody byla provedena na kolonkach
LiChrolut RP — 18e (1000 mg; CAT.NO.: 1.02124.0001, BATCH: K91204624,
LOT: 354041; Merck, Darmstadt, Germany) dle udaji vyrobce vhodnych
k extrakci nepolarnich latek. Tyto kolonky jsou naplnény 1000 mg silikagelu

s navazanou RP-18 fazi o velikosti ¢astic 40-63 um.

Extrakce 5-NQ z vodného roztoku byla provedena nasledovné: Kolonka
byla nasazena na specialni vakuovou nadobu, ktera byla napojena na vyvévu.
Podtlak byl kontrolovan manometrem. Podtlak byl fizen tak aby byla zachovana
konstantni pritokova rychlost 3 ml.min™ a pohyboval se mezi -10 az -20 kPa,
vyjimeéné i -40 kPa v zavislosti na momentalni ,prichodnosti kolonek. Kolonka
byla aktivovana promytim 5 ml methanolu a nasledné 5 ml deionizované vody.
Poté byl prolévan konstantnim pritokem 3 ml.min™? vzorek vody. Priprava
modelovych vzorkl je popsana v kapitole 2.3.2. Zachyceny 5-NQ byl eluovan 1
ml methanolu do 10 ml odmérné bariky. Eluat byl doplnén 0,2M NaOH po rysku.
Roztok byl promichan, pifeveden do polarografické nadobky a po odstranéni
kysliku byl proveden zaznam metodou DPV. Pfi méfeni slepého vzorku bylo
postupovano obdobné.

Nejdiive byla mérena vytéznost extrakéniho postupu. Procentovy vytéZzek
extrakce byl uréen z poméru I, / I,°, kde I, znamena vysku piku po provedené
extrakci vodného roztoku 5-NQ o pfislu$né koncentraci. I,° je vy$ka piku 5-NQ v
roztoku pfipraveném extrakci slepého vzorku, piiéemz k odpovidajicimu eluatu
bylo pridano presné stejné mnozZstvi 5-NQ, které bylo v extrahovaném roztoku
pro ziskani l,. Eluat byl doplnén 0,2M NaOH po rysku a byl zméfen DP
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voltamogram. Parametry extrakce uvadi Tab.5.1.1., naméiené DP voltamogramy

jsou na Obr.5.1.1.

Parametry kalibraéni zavislosti sestavené pomoci extrakce roztoku

5-NQ v koncentraénim rozmezi 2.10% az 1.107 v destilované vodé uvadi

Tab.5.1.2. Tato sada extrakci byla provedena jako modelovy experiment.

Tab.5.1.1.

Parametry extrakci 5-NQ z destilované vody.

Méreno technikou DPV na HMDE v prostredi 0,2 M NaOH — methanol (9 : 1),

pH™ 13,3.
Extrahovany c(5-NQ) 0
. . -lp -l Vytézek
objem ve vodé
y [nA] [PA] [%]
[ml] [ mol.I'"]
50 1.10”7 10,82 9,13 84,4
Obr.5.1.1.

Voltamogramy 5-NQ po extrakci z 50 ml destilované vody obsahujici
1.107 mol.I" 5-NQ. Slepy vzorek(1), 5-NQ po extrakci z vodného roztoku (2),

extrakt slepého vzorku se standardnim pridavkem 5-NQ (3).

Méreno technikou DPV na HMDE v prostredi 0,2 M NaOH — methanol (9 : 1),

pH™ 13,3.

-20

I [nA]

-16

-12
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Tab.5.1.2.

Parametry kalibraéni zavislost 5-NQ po extrakci z destilované vody.

Méreno technikou DPV na HMDE v prostiedi 0,2M NaOH — methanol (9 : 1),

pH™ 13,3.
Extr.objem | Koncentrace Usek Smérnice | Korelaéni La
[ml] [mol.I"] [nA] |[nA.mol.I]| koeficient | [mol.I"]
50 (2-10) . 10° -0,33 -8,61.10" 0,9988 1,6.10°
Obr.5.1.2.

Voltamogramy 5-NQ po extrakci z 50 ml destilované vody
obsahujici 0 (1), 2 (2), 4 (3), 6 (4), 8 (5), 10 (6) . 10°® mol.I'" této latky.
Méreno technikou DPV na HMDE v prostredi 0,2M NaOH — methanol (9 : 1),

pH™ 13,3,

-16

I [nA]

-12

-300
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Obr.5.1.3.
Kalibraéni zavislost 5-NQ po extrakci z 50 ml destilované vody v rozmezi

koncentraci (2 - 10) . 108 mol.I" .
Méreno technikou DPV na HMDE v prostredi 0,2M NaOH — methanol (9 : 1),

pH™ 13,3

I, [nA]

1 1 1 1
0.0 2,0x10°® 4,0x10°° 6,0x10° 8,0x10°° 1,0x107

c [mol.l]
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5.2 Stanoveni 5- nitrochinolinu v pitné vodé

5.2.1 Primé stanoveni 5- nitrochinolinu v pitné vodé

Vzhledem k tomu, Ze pitna voda neobsahuje velké mnozstvi neistot a tyto
necistoty nemusi poskytovat silné koincidujici pik, byla provéfena moZnost

pfimého stanoveni.

Pfimé stanoveni modelového vzorku 5-NQ v pitné vodé bylo provedeno
nasledujicim zplsobem: 9 ml vzorku pitné vody o koncentraci 5-NQ 2.10°® az
1.107 (pfiprava viz kapitola 2.3.2.) bylo v odmérné barice doplnéno 2M NaOH na
10 ml. Takto pfipraveny roztok byl promichan a preveden do polarografické
nadobky. Po probublani dusikem byl zaznamenan DP voltamogram.

Byla proméfena kalibragdni zavislost vrozmezi (2 — 10) . 107 mol.I"
(Obr.5.2.2.) a (2 — 10) . 10® mol.I" (Obr.5.2.4.) 5-NQ v pitné vodé&. Odpovidajici
voltamogramy jsou na obrazcich 5.2.1. a 5.2.3. Zavislosti jsou linearni.
Parametry kalibraénich zavislosti jsou uvedeny v Tab5.2.1.

Tab.5.2.1.

Parametry kalibracni zavislosti 5-NQ pro pfimé stanoveni v pitné vodé
v rozmezi koncentraci (2 - 10) . 107 mol.I'", (2-10) . 10° mol.I" .
Méreno technikou DPV v prostredi 0,2M NaOH, pH 13,3 .

Koncentrace Usek Smérnice | Korelaéni Lo
[mol.I"] [nA] |[nA.mol'.l]| koeficient |[mol.I"]

(2-10) . 107 1,08 | -2,80.10° 0,9999 -

(2-10) . 10° 0,11 -2,72.10° 0,9996 [1,5.10°
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Obr.5.2.1.

Voltamogramy 5-NQ v pitné vodé obsahujici 0 (1), 2 (2), 4 (3), 6 (4),
8(5), 10 (6) . 107 mol.I" této latky.

Méreno technikou DPV na HMDE v prostredi 0,2M NaOH, pH 13,3

L I 1
-30
| [nA]
-20
-10 ~
0 1 1 1
-300 -400 -500 -600 -700
E [mV]
Obr.5.2.2.

Kalibraéni zavislost 5-NQ , pifimé stanoveni v pitné vodé
v rozmezi koncentraci (2 - 10) . 107 mol.I" .
Méreno technikou DPV v prostiedi 0,2M NaOH, pH 13,3

24 | .
l [nA]
.16 | .
-8 | -
0 1 1 1 1 [
0,0 2,0x107 4,0x107 6,0x107 8,0x107 1,0x10°

¢ [mol.l"]

77



Obr.5.2.3.

Voltamogramy 5-NQ v pitné vodé obsahujici 0 (1), 2 (2), 4 (3), 6 (4),
8 (5), 10 (6) . 10 mol.I'" této latky.

Méreno technikou DPV na HMDE v prostredi 0,2M NaOH, pH 13,3

-350 -400 -450 -500 -550 -600 -650

Obr.5.2.4.

Kalibracni zavislost 5-NQ , primé stanoveni v pitné vodé

v rozmezi koncentraci (2 - 10) . 108 mol.I" .

Méreno technikou DPV na HMDE v prostiedi 0,2M NaOH, pH 13,3.

I, [nA]

o 1 1 1
0,0 2,0x10° 4,0x10° 6,0x10° 8,0x10° 1,0x107

¢ [mol.lM
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5.2.2 Extrakce 5-nitrochinolinu tuhou fazi z pitné vody

Extrakce tuhou fazi z pitné vody byla stejné jako u vody destilované
provedena na kolonkach LiChrolut RP -18. Metoda byla pouzita predev§im
v zajmu prekoncentrace latky a snizeni detekéniho limitu. Zplsob pfipravy
modelovych vzork( pitné vody je uveden v kapitole 2.3.2 . U pitné vody bylo
naméreno pH 7,19

Byla provedena extrakce ze 100 a 1000 ml pitné vody. Zachyceny 5-NQ
byl eluovan 1 ml methanolu. Eluat byl v odmérné barice dopinén do 10 ml 0,2M
NaOH. Roztok byl promichan, preveden do polarografické nadobky a po
probublani dusikem byl zaznamenan DP voltamogram.

VytéZznost extrakéniho postupu pfi extrakci ze 100 ml pitné vody byla
teméf 80 % (viz. Obr.5.2.5.). Extrakce z 1000 ml vykazovala nizkou u¢innost
(22%), vétsinu vysledkl nebylo mozné vyhodnotit. Jednalo se o koncentrace
niz&i nez 2.10° mol.I" (viz Obr.5.2.6.). Parametry extrakci uvadi Tab.5.2.2. Byla
zméfena kalibraéni zavislost 5-NQ po extrakci ze 100 ml pitné vody
v koncentracich (2 — 10) . 10®° mol.I" ( viz Obr.5.2.7 a Obr.5.2.8). Ziskana
zavislost je linearni. Parametry kalibraéni zavislosti jsou uvedeny v tabulce 5.2.3.

Tab.5.2.2.
Parametry extrakci 5-NQ z pitné vody

Méreno technikou DPV na HMDE v prostredi 0,2M NaOH — methanol (9 : 1),
pH™ 13,3.

Extrahovany c(5-NQ) 0 .
. . -l -lp Vytézek
objem ve vodé
1 [ nA] [PA] [%]
[ml] [ mol.I']
100 1.10° 1,65 1,31 79,5
1000 1.10” 0,95 0,22 22,7
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Obr. 5.2.5.

Voltamogramy 5-NQ po extrakci ze 100 ml pitné vody obsahujici

1.10% mol.I" 5-NQ.

Slepy vzorek (1), 5-NQ po extrakci z vodného roztoku (2),

extrakt slepého vzorku se standardnim pridavkem 5-NQ (3).

Méreno technikou DPV na HMDE v prostredi 0,2M NaOH — methanol (9 : 1),
pH™ 13,3.

-10,5

I [nA]

9,0 |

-7.5

Obr.5.2.6.

Voltamogramy 5-NQ po extrakci z 1000 ml pitné vody obsahujici

1.10° mol.I'" 5-NQ. Slepy vzorek (1), 5-NQ po extrakci z vodného roztoku (2),
extrakt slepého vzorku se standardnim pridavkem 5-NQ (3).

Méreno technikou DPV na HMDE v prostredi 0,2M NaOH — methanol (9 : 1),
pH™ 13,3.

-10,5

| [nA]

-9,0

-7.5

-400 -500 -600 -700
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Tab.5.2.3.

Parametry kalibrac¢ni zavislosti 5-NQ po extrakci z pitné vody.
Meéreno technikou DPV na HMDE v prostiedi 0,2M NaOH — methanol (1 : 1).

Extr.objem | Koncentrace Usek Smérnice | Korelaéni La
[ml] [mol.I'"] [nA] |[nA.mol".1]]| koeficient | [mol.I"]
100 (2-10) . 10~ 0.02 -1.31.10° 0.9983 2,5.107
Obr.5.2.7.

Voltamogramy 5-NQ po extrakci ze 100 ml pitné vody

obsahujici 0 (1), 2 (2), 4 (3), 6 (4), 8 (5), 10 (6) . 10° mol.I" této latky.
Méreno technikou DPV na HMDE v prostredi 0,2M NaOH — methanol (9 : 1),

pH™13,3.

-400

E [mV]
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Obr.5.2.8.

Kalibraéni zavislost 5-NQ po extrakci ze 100 ml pitné vody

v rozmezi koncentraci (2 - 10) . 10° mol.r" .

Meéreno technikou DPV na HMDE v prostredi 0,2M NaOH — methanol (9 : 1),

pH™ 13,3 .

12 |}
I [nA]
-0'8 -
-0,4 }
0 0 L 1 1 1 1
0,0 2,0x10° 4,0x10° 6,0x10°° 8,0x10° 1,0x10°®

c[mol.l
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5.3. Stanoveni 5- nitrochinolinu v fi¢ni vod

5.3.1. Piimé stanoveni 5- nitrochinolinu v Fi¢ni vodé

Jako modelovy vzorek slouzila voda odebrana z Vitavy v Praze mezi

Palackého namésti a Vytoni. Voda byla odebrana na Grovni hladiny.

Riéni voda byla nejdfive piefiltrovana pres fritu S4. Poté bylo postupovano
obdobné jako pfi stanoveni v pitné vodé (viz. Kapitola 5.2.1). Ukazalo se, Ze
5-NQ Ize dobfe stanovit v koncentraénim rozmezi (2 — 10) . 107 mol.I"
latky, které nejsou elektrochemicky aktivni a Ize tedy selektivné stanovit 5-NQ
jako v tomto pfipadé.

Naméfena kalibradni zavislost 5-NQ v rozmezi (2 — 10) . 10°® mol.I" je
linearni s mezi stanovitelnosti 6,5.10° mol.I" (viz Obr.5.3.2.). Parametry
zavislosti jsou v Tab.5.3.1., odpovidajici DP voltamogramy jsou uvedeny na
Obr.5.3.1.

Tab.5.3.1.

Parametry kalibracnich zavislosti pro piimé stanoveni 5-NQ v fi¢ni vodé
v rozmezi koncentraci (2 - 10) . 10" mol.I" a (2- 10) . 108 mol.I" .
Méreno technikou DPV na HMDE v prostiedi 0,2M NaOH, pH 13,3.

Koncentrace Usek Smeérnice | Korelaéni Laq
[mol.I"] [nA] |[nAmol.I]| koeficient |[mol.I"]

(2-10) . 10”7 0,34 -2,48.107 0,9999 -

(2-10) . 10° | -0,01 | -2,38.10° 0,9998 [6,5.10°
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Obr.5.3.1.

DP voltamogramy 5-NQ riéni vody obsahujici 0 (1), 2 (2), 4 (3), 6 (4),
8(5), 10 (6) . 107 mol.I" této latky.

Meéreno technikou DPV na HMDE v prostredi 0,2 M NaOH, pH 13,3.

-40 T ) T T L

| [NA]

-30

-20

-10

Obr.5.3.2.
Kalibraéni zavislost pro pfimé stanoveni 5-NQ v ri¢ni vodé
v rozmezi koncentraci (2 - 10) . 107 mol.I".
Méreno technikou DPV na HMDE v prostredi 0,2 M NaOH, pH 13,3.

24 | -
I [nA]

.16 | .

0 1 1 1 L 1
0,0 2,0x107 4,0x107 6,0x107 8,0x107 1,0x10°®

c[mol.l]
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Obr.5.3.3.

DP voltamogramy 5-NQ riéni vody obsahujici 0 (1), 2 (2), 4 (3), 6 (4),
8 (5), 10 (6) . 10 mol.I" této latky.

Méreno technikou DPV na HMDE v prostredi 0,2M NaOH, pH 13,3.

-14

| [nA]

-12 H\

-10

Obr.5.3.4.

Kalibracni zavislost pro pfimé stanoveni 5-NQ v fi¢ni vodé

v rozmezi koncentraci (2 - 10) . 108 mol.I" .

Méreno technikou DPV na HMDE v prostredi 0,2M NaOH, pH 13,3.

| [nA]

0 1 1 1 1 1
0,0 2,0x10° 4,0x10° 6,0x10°° 8,0x10° 1,0x107

c[mollM

85



5.3.2. Extrakce 5-nitrochinolinu tuhou fazi z ri¢ni vody

Z prefiltrované fiéni vody byly pfipraveny modelové vzorky obsahujici
potfebné mnozstvi 5-NQ. Postup je uveden v kapitole 2.3.2.

Pro extrakci 5-NQ z fi¢ni vody byly pouzity kolonky LiChrolut RP - 18
(vyrobce Merck, Darmstadt, Némecko). Napini kolonek je silikagel s navazanou
RP-18 fazi. Stanovovana latka byla extrahovana ze 100 ml fiéni vody. Pracovni
postup byl stejny jako pfi extrakci z destilované vody (viz. Kap. 4.1.). Parametry
extrakci 5-NQ ze 100 ml fiéni vody jsou uvedeny v Tab.5.3.2.

Vzhledem k moznosti pfimého stanoveni 5-NQ v fiéni vodé v rozmezi
koncentraci 2.10® az 1.107 byla provedena extrakce pro rozmezi koncentraci
2.10° az 1.10%. Uginnost extrakce byla vysoka (96,6%, Obr.5.3.5.). Ziskana
kalibragni zavislost je linearni (viz Obr. 5.3.7.). Odpovidajici DP voltamogramy

jsou znazornény na Obr.5.3.6.

Tab. 5.3.2.
Parametry extrakce 5-NQ z ri¢ni vody

Méreno technikou DPV na HMDE v 0,2M NaOH — methanol (9 : 1), pH™ 13,3.

Extrahovany c(5-NQ) 0 s
-lp -lp Vytézek
objem ve vodé
' [nA] [nA] [%]
[ml] [ mol.I]
100 1.10° 1,20 1,16 96,6
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Obr.5.3.5.

DP voltamogramy 5-NQ po extrakci ze 100 ml ficni vody,

c(5-NQ) = 1.10° mol.I'". Slepy vzorek (1), 5-NQ po extrakci z vodného roztoku
(2), extrakt slepého vzorku se standardnim pfidavkem 5-NQ (3) .

Méreno technikou DPV na HMDE v prostredi 0,2M NaOH — methanol (9 : 1),

pH™ 13,3.

-400 -500 -600

E [mV]

Tab.5.3.3.
Parametry kalibracni zavislosti 5-NQ po extrakci ze 100 ml fi¢ni vody v rozmezi

koncentraci (2 - 10) . 10° mol.I" .
Méreno technikou DPV na HMDE v prostredi 0,2M NaOH — methanol (9 : 1),

pH™ 13,3.

Koncentrace Usek Smeérnice | Korelacni Lq
[mol.I'"] [nA] |[nAmol".l]| koeficient |[mol.I"]
(2-10).10° | -0,04 | -1,12.10° | 0,9994 1.107
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Obr.5.3.6.

DP voltamogramy 5-NQ po extrakci ze 100 ml riéni vody obsahujici
0(1),2(2), 4 (3), 6 (4), 8(5), 10 (6) . 10° mol.I'" této Iatky.

Méreno technikou DPV na HMDE v prostredi 0,2M NaOH — methanol (9 : 1),
pH™ 13,3.

11
I [nA]

-10

Obr.5.3.7.

Kalibra¢ni zavislost 5-NQ po extrakci ze 100 ml fi¢ni vody v rozmezi koncentraci
2-10.10° mol.I".

Méreno technikou DPV na HMDE v prostfedi 0,2M NaOH — methanol (9 : 1),
pH™ 13,3.

L T L] T )
1.2 i
I, [nA]
0.8 | i
-0,4 | .
00 1 1 1 1 1
0,0 2,0x10°° 4,0x10° 6,0x10° 8,0x10°° 1,0x10°

c[mol.l]
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5.4. Vysledky a diskuse ke stanoveni 5-nitrochinolinu v praktickych

vodnych vzorcich

Aplikovatelnost vypracované metody DPV na HMDE byla ovefena na
praktickych vodnych vzorcich. Nejprve bylo vyzkouseno pfimé stanoveni 5-NQ
v modelovych vzorcich pitné a fiéni vody. Pfehled ziskanych vysledk( uvadi
tabulka 5.4.1. Bylo zjiSténo, Ze je mozné Uspésné piimo stanovit 5-NQ v obou
matricich i v koncentraénim rozmezi (2-10).10® mol.I"". Niz&i mez stanovitelnosti
byla piekvapivé dosaZena u pfimého stanoveni v fiéni vodé a to 6,5.10°° mol.I"".
Ziskana mez stanovitelnosti pro pfimé stanoveni v pitné vodé byla 1,5.10®
mol.I"', ktera je ve srovnani s mezi stanovitelnosti ziskanou v fiéni vodé témérf o
pul fadu vysSi. Obé meze stanovitelnosti jsou pak prekvapivé niz§i nez mez
stanovitelnosti u optimalizované metody DPV na HMDE v destilované vodé,
ktera byla 2,0.10°® mol.I"".

U extrakci tuhou fazi se uginnost extrakci pfi prekoncentraci pitné vodé
pohybovala kolem 80%, v fiéni vodé pak probihala s u€innosti pfiblizné 96%.
K eluci latky pfi vSech provedenych extrakcich stadil 1 ml methanolu. Pomoci
této prekoncentrace se podafilo dosahnout meze stanovitelnosti 2,5.10° mol.I"
v pitné vodé a 1,0.10° mol.I" v fiéni vodé. Doslo tedy ke zvySeni citlivosti
pfiblizné o fad v pitné vodé a o pul fadu u fiéni vody oproti pfimému stanoveni.
Byl u€inén pokus extrahovat 5-NQ z vétsiho objemu vody, kde byla koncentrace
5-NQ o fad nizSi nez u uspésSné provedenych extrakci. Extrakce probihala
s velmi nizkou uGc&innosti kolem 20% a neposkytovala opakovatelné vysledky.
Dal$iho zvySeni prekoncentrace by bylo moZna mozné docilit bud' extrahovanim
z vy$$iho objemu nez u uspésSné provedenych extrakci (napf z 500 ml), pokud
by takova extrakce poskytovala opakovatelné vysledky s uspokojivou uginnsoti
anebo meérenim ziskaného eluatu v mensim objemu, za pfedpokladu, ze se
pfili§ nezvysi koncentrace methanolu, ktery signal snizuje. Jedna z moznosti je
odpaieni methanolu z eluatu a opétovné rozpusténi latky ve vodném prostiedi o
mensim objemu. Postup zde uplatnény pfi extrakci byl zvolen pro jeho relativni

experimentalni a ¢asovou nenaroénost a jednoduchost.
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Tab.3.5.1.

Srovnani dosazenych vysledku pfi stanoveni 5-NQ v praktickych vodnych
vzorcich

i ucinnost mez
stanoveni / matrice prostredi ) )
extrakce stanovitelnosti
pfimé / pitna voda - 0,2M NaOH 1,5.10° mol.I”
pfimé / fiéni voda - 0,2M NaOH 6,5.10° mol.I”

po extrakci / pitnavoda | 79,5 % 0,2M NaOH — MeOH (9:1) | 2,5.107 mol.I"

po extrakci / fiéni voda | 96,6 % | 0,2M NaOH — MeOH (9:1) | 1,0.10” mol.I"

90




Zaver

Byla vypracovana metoda stanoveni 5-nitrochinolinu technikou DC tast
polarografie na klasické rtutové kapkové elektrodé v koncentraénim
rozmezi 1.10° az 1.10* mol.I" v prostfedi BR pufru o pH 3 s mezi
stanovitelnosti 9.107 mol.I"" .

Byla vypracovana metoda stanoveni 5-nitrochinolinu technikou diferenéni
pulsni polarografie na klasické rtutové kapkové elektrodé v koncentraénim
rozmezi 1.107 az 1.10* mol.I'" v prostfedi BR pufru o pH 3 a v rozmezi
2.10% az 1.10* mol.I'" v prostfedi 0,18 M NaOH s mezi stanovitelnosti
1.10°® mol.I"".

Byla vypracovana metoda stanoveni 5-nitrochinolinu technikou diferenéni
pulsni voltametrie na visici rtutové kapkové elektrodé v koncentraénim
rozmezi 2.10®% az 1.10* mol.lI" v prosttedi 0,18 M NaOH s mezi
stanovitelnosti 2.10® mol.I"".

Byl u€inén pokus vypracovat metodu stanoveni 5-nitrochinolinu technikou
adsorpéni rozpoustéci voltametrie na visici rtutové kapkové elektrodé v
koncentraénim rozmezi 2.10° az 1.10® mol.I" v prostiedi 0,18 M NaOH.
Vzhledem ktomu, Ze pfi méfeni se nepodafilo ziskat opakovatelné
vysledky nebylo moZné za danych podminek dosahnout nizSi meze
stanovitelnosti nez s technikou DPV na HMDE. Této problematice bude
nutné vénovat dalSi pozornost.

Byla vypracovana metoda stanoveni 5-nitrochinolinu technikou prlitokové
injekéni analyzy s UVIVIS a elektrochemickou detekci za pouZiti
meniskem modifikované stiibrné amalgamové elektrody. Po optimalizaci
metody bylo s elektrochemickou detekci v koncentraénim rozmezi 2.10°
az 1.10 mol.I'" v prostfedi BR pufr o pH 7 — methanol (9:1) dosazeno

meze stanovitelnosti 4.10° mol.I" .

Byly vypracovany metody pifimého stanoveni 5-nitrochinolinu v pitné a
fiéni vodé technikou DPV na HMDE. V pitné vodé bylo v koncentraénim
rozmezi 2.10° az 1.10° mol.I'" v prostiedi 0,2 M NaOH dosaZeno meze
stanovitelnosti 2.10® mol.I"* a v fiéni vodé& bylo v koncentraénim rozmezi
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2.10% az 1.10° mol.I" vprosttedi 0,2 M NaOH dosazeno meze
stanovitelnosti 7.10° mol.I".

7. Byla vypracovana metoda stanoveni 5-nitrochinolinu po extrakci tuhou fazi
v modelovych vzorcich destilované, pitné a fiéni vody technikou diferenéni
pulsni voltametrie na visici rtutové kapkové elektrodé. V koncentraénim
rozmezi 2.10° az 1.10® molI' 5-NQ v pitné vodé bylo po extrakci
dosazeno v prostiedi 0,2 M NaOH — methanol (9:1) meze stanovitelnosti
3.10° mol.I"" a v koncentraénim rozmezi 2.10° az 1.10® mol.I" 5-NQ v
ficni vodé bylo po extrakci dosazeno v prostiedi 0,2 M NaOH — methanol
(9:1) meze stanovitelnosti 1.10° mol.I"".

Vytyéené cile této prace byly spinény a tématu této prace bude i nadale
vénovana pozornost v dalSim studiu.
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7. Seznam zkratek a pouzitych symboll

5-AQ
5-NQ

AdSV
AgSAE
BR pufr
C.A S
DCV
DCTP
DME

DPV

Eace
E1z

ECD
FIA

HMDE

HPLC

5-aminochinolin

5-nitrochinolin

absorbance

adsorpé&ni rozpoustéci voltametrie

stfibrna pevna amalgamova elektroda
BrittonGv-Robinson(v pufr

molarni koncentrace

Chemical Abstract Services

DC voltametrie (direct current voltametrie)
DC vzorkovaci polarografie (direct current tast
polarografie)

klasicka rtutova kapkova elektroda (dropping
mercury electrode)

diferenéni pulsni voltametrie

potencial

potencial akumulace

pulvinovy potencial

potencial piku

elektrochemicka detekce (electrochemical detection)

pratokova injekéni analyza (flow injection analysis)
visici rtutova kapkova elektroda (hanging mercury

drop electrode)

vysokouginna kapalinova chromatografie (high
performance liquid chromatography)

proud

limitni difasni proud

proud (vyska) piku

mez stanovitelnosti

rtutovym meniskem modifikovana stfibrna pevna

amalgamova elektroda
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MeOH
NPAH
PAH

RP
SPE

tacc

UVNIS

methanol

nitrované polycyklické aromatické uhlovodiky
polycyklické aromatické uhlovodiky

pH smési methanolu a vodné slozky BR pufru
méfené pomoci kombinované sklenéné elektrody
kalibrované na standardni vodné roztoky pufri
reverzni faze (reverse phase)

extrakce tuhou fazi (solid phase extraction)
Gas

¢as akumulace

ultra fialova/viditelna oblast (ultra violet/visible)
objem

vinova délka
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