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Uvod

Nitrované polycyklické aromatické uhlovodiky
(NPAH) jsou vyznamnou skupinou genotoxickych polu-
tantd. Vznikaji zejména pii spalovacich procesech ve sta-
cionarnich zdrojich, dieslovych a benzinovych motorech
nebo fotochemickou reakci PAH s oxidy dusiku (NO,)".
Do této skupiny patii také stanovované latky 1,3-di-
nitronaftalen (1,3-DNN), 1,5-dinitronaftalen (1,5-DNN)
a 1,8-dinitronaftalen (1,8-DNN)%. Vzijemna poloha nit-
roskupin ovliviiuje nejenom jejich fyzikdlni vlastnosti
(napf. rozpustnost, teplotu tani), ale také jejich genotoxici-
tu a elektrochemické chovani. Schopnost od¢erpavat elek-
trony z konjungované¢ho systému zvysSuje elektronovou
hustotu na téchto skupindch (tzv. zdporny mezomerni
efekt), a jsou tak snadno elektrochemicky redukovatelné.
Vyssi elektronova hustota na nitroskupiné ma mimo jiné,
ve srovnani s nepolarnim naftalenem, za nasledek vyssi
polaritu 1,8-DNN a 1,3-DNN. Nejméné polarni je diky
symetrické poloze nitroskupin 1,5-DNN, coz zpusobuje
jeho nizsi rozpustnost v polarnich rozpoustédlech a s tim
souvisejici omezeni pfi jeho stanoveni. Pozice nitroskupin
DNN ma také vliv na jejich mutagenitu a organovou speci-
ficitu, coz dokazuje vys$i mutagenni aktivita 1,5-izomeru
v porovnani s méng aktivnim 1,8-izomerem>*. Studované
DNN lIze stanovit metodami spektrometrickymi, separacni-
mi & elektrochemickymi, viz napi.>®.

Rtut’ je zfejm& doposud nejvyhodnéjsi elektrodovy
material pro voltametrické a polarografické stanoveni za-
lozené na katodické redukci’. Prace sertuti je viak
s ohledem na jeji toxicitu omezena legislativou Evropské
unie®, a proto je rtut’ nahrazovana jinymi netoxickymi ma-
terialy.

Stiibrny amalgam je vhodnym netoxickym elektrodo-
vym materidlem pro konstrukci novych typu elektrod
a pfedstavuje moZznou nahradu toxické rtuti. Pevné amal-
gamové elektrody maji dobrou mechanickou stabilitu,
jednoduchou manipulovatelnost a také potencidlové okno
srovnatelné s visici rtutovou kapkovou elektrodou
(HMDE)’. Hlavni nevyhodou stiibrnych pevnych amalga-
movych elektrod (AgSAE) je predevsim jejich Casta pasi-
vace zplsobena znecisténim elektrodového povrchu sloz-
kami analyzovaného roztoku ¢i produkty elektrodové reak-
ce. Tento problém je feSen pravidelnym mechanickym
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Obr. 1. Schéma stiibrné tuhé amalgamové pastové elektrody
(AgSA-PE)

a elektrochemickym ¢isténim elektrodového povrchu'.

Nové vyvinutd stiibrnd tuha amalgamova pastova
elektroda (AgSA-PE, viz obr. 1) poskytuje novou moznost
stanoveni elektrochemicky redukovatelnych sloucenin
modernimi voltametrickymi metodami. Hlavni vyhodou je
snadné obnoveni jejiho elektrodového povrchu (otfenim
amalgamové pasty), jako je tomu v piipadé uhlikovych
pastovych elektrod, a predpokladd se moznost modifikace
amalgamové pasty pfimésemi (napi. cyklodextriny). Po-
tencidlové okno AgSA-PE je sice uz8i neZ potenciilové
okno AgSAE ¢i HMDE, je vsak stale dostatecné Siroké pro
katodickou redukci mnoha elektroaktivnich latek. AgSA-
PE dale poskytuje dobrou reprodukovatelnost signalu
a limity detekce srovnatelné s jinymi pevnymi elektroda-
mi. Jiz diive bylo nalezeno optimalni slozeni pfipravenych
past ze stiibrného pevného amalgamového prasku (Hg/Ag
= 50:50; 60:40; 70:30 (w/w)) a pouzitych pastovacich ka-
palin (parafinovy, mineréalni, silikonovy olej a trikresylfos-
fat)'!, ze kterych pravé stiibrny amalgam Hg/Ag = 60:40
(w/w) smisen s parafinovym olejem (20:1 (w/w)) vykazo-
val optimalni vlastnosti.
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Experimentalni ¢ast
Reagencie

Zasobni roztoky studovanych DNN o koncentraci
1-107° mol I"! byly piipraveny rozpuiténim 0,02183 g stu-
dovaného DNN (Sigma-Aldrich) ve 100 ml methanolu.
Roztoky o niZSich koncentracich byly pfipravovany pfes-
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nym fedénim zasobniho roztoku uvedenym rozpouste-
dlem. VSechny roztoky byly uchovany ve sklenénych na-
dobach. UV/VIS spektrofotometrii bylo zjisténo, Ze tyto
zasobni roztoky jsou stalé po dobu 4 mésicu (1,3-DNN),
6 mésicu (1,5-DNN) a 8 mésicii (1,8-DNN).

Dalsi pouzité chemikalie: kyselina boritd, octova ky-
selina (99,8%), kyselina fosfore¢na (85%), hydroxid sodny
a methanol (MeOH, 99,8%) — byly Cistoty p.a. (Lach-Ner
s.r.o., Neratovice, CR).

Brittonovy-Robinsonovy (BR) tlumivé roztoky
o pfisluném pH byly pfipraveny smisenim 0,2 mol 1™
NaOH s roztokem obsahujici smés kyseliny borité, fosfo-
reéné a octové, kazdé o koncentraci 0,04 mol 1I"!. Pro pri-
pravu BR pufru byla pouzivana deionizovana voda (Milli-
Q plus systém, Millipore, USA).

Na piipravu amalgamovych past byl pouzit amalga-
movy prasek pfipraveny smisenim kovové rtuti (99,999%,
Polarografie, Praha) a praskového stfibra (2-3,5 um;
>99,9%; Sigma-Aldrich) vpoméru 60:40 (w/w)
v zubarském amalgamatoru (Dentomat compact, Degussa,
Brazilie) a rozetfeny v achatové misce na jemy prasek.
Ten byl pak smisen s prafinovym olejem (Paraffinum
liquidum, CSL) v poméru 20:1 (w/w).

Kyslik byl z roztoku odstranén probublanim dusikem
Cistoty 4.0 (Linde, Praha).

Aparatura

Byla pouzita aparatura Eco-Tribo Polarograph se
softwarem PolarPro verze 5.1 (Polaro-Sensors, Praha)
v tiielektrodovém zapojeni s referentni argentchloridovou
elektrodou (3M KCl, Ag | AgCl. Jako pomocna elektroda
byla pouZita platinova dratkova elektroda (obé Monokrys-
taly, Turnov). Stfibrna tuhd amalgamova pastova elektroda
(AgSA-PE) s pastou obsahujici stfibrny amalgamovy pra-
Sek a parafinovy olej byla pouzita jako pracovni elektroda
(vnitini pramér 1,70 mm). Software pracoval v operacnim
systému Windows XP (Microsoft Corporation, USA).

Ptesné hodnoty pH tlumivych roztokd byly méfeny
digitalnim pH-metrem Jenway 4330 (Jenway, Chelms-
ford, Velka Britanie) s kombinovanou sklenénou elektro-
dou. pH-metr byl kalibrovan standardnimi vodnymi pufry
za laboratorni teploty. Takto zméfené formalni hodnoty
pH ve smiseném prostiedi vodny roztok zakladniho elekt-
rolytu-methanol (1:1) jsou dale oznadovany pH"

Pracovni postupy

Pfi voltametrickych méfenich bylo do 10 ml odmér-
nych ban¢k odméfeno potfebné mnozstvi zdsobniho rozto-
ku DNN, ptidan MeOH do celkového objemu 5 ml a dopl-
néno BR pufrem po rysku. Analyzovany roztok byl zbaven
kysliku probublavanim dusikem, ktery byl pfed vstupem
do polarografické nadobky veden promyvackou plynti obsa-
hujici smés MeOH-voda o stejném poméru jako analyzova-
ny roztok (t.j. 1:1). VSechna méfeni byla provadéna za labo-
ratorni teploty. Pfi DPV byla pouzita rychlost polariza-
ce 20mVs’, vyska pulsu =50 mV a §itka pulsu 100 ms.
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Vysky pikt 1,3-DNN a 1,5-DNN byly vyhodnocova-
ny od spojnice minim pfed prvnim a za druhym pikem.
Vyska pikd 1,8-DNN byla stanovena od nalezené spojnice
minim pfed a za méfenym pikem.

Mez stanovitelnosti (LOQ) byla vypocitana podle
ITUPAC pomoci vztahu LOQ = 10c/a, kde ¢ je smérodatna
odchylka jedenacti po sobé jdoucich méfeni pii koncentra-
ci 2 pmol l’l, a a je smérnice kalibracni zavislosti v roz-
mezi 2-10 pmol ",

Vysledky a diskuse
Vliv pH na DPV studovanych latek na AgSA-PE

Nejprve byl proméfen vliv pH na DP voltamogramy
studovanych latek na AgSA-PE (pro ilustraci viz obr. 2).
Bylo zjisténo, ze 1,3-DNN poskytuje v celé oblasti pH dva
piky, kde prvni pik odpovida Etytelektronové redukei jed-
né nitroskupiny na hydroxylaminoskupinu a druhy pik
odpovida analogické redukci druhé nitroskupiny. Se zvy-
Sujicim se pH nedochézi k vyraznému posunu potencialo-
vého okna knegativnéj§im potencialim, ale pouze
k posunu signalu 1,3-DNN k negativnéj§im potencialdm.
V ptipadé€ 1,5-DNN je situace analogické na rozdil od 1,8-
DNN, ktery poskytuje v celé oblasti pH pouze jeden pik,
protoze dochdzi pravdépodobné k redukci obou nitrosku-
pin na hydroxylaminoskupiny soucasn¢.

Jako optimalni bylo zvoleno prosttedi BR
pufr : MeOH (1:1) o pH pufru 6,0 (pH'6,9) pro 1,3-DNN,
pH pufru 12,0 (pH'12,3) pro 1,5-DNN a pH pufru 8,0
(pH'8,7) pro 1,8-DNN. Volba byla proveden z hlediska
vySky a snadné vyhodnotitelnosti pikii a jejich konstant-
nosti pii opakovanych méfenich.
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Obr. 2. DP voltamogramy 1,8-DNN (¢ = 1-10™ molI'") na
AgSA-PE v prostiedi BR pufr-MeOH (1:1) o pr: 1) 2,7; (2)
4,6;(3) 6,9; (4) 8,7;(5) 10,5, (6) 12,3
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Stabilita signalu

Byla zmétena série osmnacti naslednych méfeni stu-
dovanych DNN (¢ = 1-107* mol1™") ve vy3e uvedeném
optimalnim prostiedi na AgSA-PE bez jeji elektrochemic-
ké regenerace (ta — na rozdil od m-AgSAE ¢i p-AgSAE —
nema vliv na stabilitu signalu) a bez otirani amalgamové
pasty (pro ilustraci viz obr. 3).

V piipadé osmnacti naslednych meéfeni bez otirani
amalgamové pasty byla u vSech latek a vSech pozorova-
nych pikt prokézana stabilita signalu s RSD do 5 %. Pti
otirdni amalgamové pasty mezi sériemi péti naslednych
méfeni (viz obr. 4) je stabilita signalu obou pikii s RSD
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Obr. 3. DP voltamogramy pro osmnict naslednych méfeni

1,5-DNN (¢ = 1-10*mol I'") na AgSA-PE ve smési MeOH-BR
pufr o pH 12,0 (1:1); znazornéna je kazda treti kiivka
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Obr. 4. DP voltamogramy sedmi serii pri otirani amalgamové
pasty po péti naslednych métenich 1,3-DNN (¢ = 1.10~ mol I'")
na AgSA-PE ve smési MeOH-BR pufr o pH 6,0 (1:1); znazor-
néna je vzdy prvni (teckovand Cara) a posledni (plna ¢ara) kiivka
dané série
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Obr. 5. DP voltamogramy 1,8-DNN na AgSA-PE v prostiedi
MeOH-BR pufr o pH 8,0 (1:1); ¢(1,8-DNN) [umol ™: 1o
(zékladni elektrolyt); (2) 2; (3) 4; (4) 6; (5) 8; (6) 10

v rozmezi 20-30 %. K vétsimu rozdilu hodnot mezi jed-
notlivymi sériemi meéfeni pifi otirdni pasty dochazi
v disledku odlisné distribuce elektroaktivnich Eastic na
noveé ziskaném povrchu elektrodového materialu (pasty).
Tento jev je zfejmé zplsoben malou jednotnosti velikosti
¢astic amalgamového prasku. Na feSeni problému nejed-
notnosti velikosti Castic se stale pracuje. Méfeni je tedy
lepsi provadét na jednom povrchu elektrody a nedoporucu-
je se zahrnovat prvni méfeni na novém povrchu pasty,
které vétsSinou byva odlehlé.

Kalibraéni zavislosti

V prosttedi MeOH-BR pufr o zvoleném optimalnim
pH (1:1) byly naméfeny DP voltamogramy bez otirani
amalgamové pasty v zavislosti na koncentraci studovanych
latek (pro ilustraci viz obr. 5). Parametry kalibracnich pii-
mek jsou shrnuty v tab. L

Tato prace byla financné podporovana Ministerstvem
Skolstvi, mladeze a télovychovy (projekt LC 06035, MSM
0021620857 a RP 14/63).
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* Latka poskytuje pouze jeden pik
. Gangolli S.: Dictionary of Substances and Their Ef- 8. URL: http://www.europarl.eu.int/

meetdocs/2004 2009/documents/
pr/585/585664/585664cs.pdf, stazeno 22.10.2009.

. Yosypchuk B., Barek J.: Crit. Rev. Anal. Chem. 39,

189 (2009).

D=0, stazeno 21.11.2009. 10. Barek J., Fisher J., Navratil T., Peckovad K., Yosyp-
. Shanmugam K., Barek J., Zima.: Chem. Anal. chuk B.: Sensors 6, 445 (2006).
(Warsaw) 49, 765 (2004). 11. Danhel A., Yosypchuk B., Vyskocil V., Barek J.: 6"

. Shanmugam K., Barek J., Zima.: Collect. Czech.
Chem. Commun. 69, 2021 2004).

. Vysko¢il V., Barek J.: Crit. Rev. Anal. Chem. 39, 173
(2009).

s60

Spring Meeting of the International Society of
Electrochemistry, Foz do Iguagu, Brazil, 16 — 19
March 2008, Book of Abstracts, str. 131.



