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Uvod

2-Methyl-4,6-dinitrofenol (MDNF) patii mezi po-
meérné nebezpecné pesticidy, jehoz toxicita byla detailné
prostudovana. Jsou potvrzeny jeho genotoxické ucinky,
i kdyZ jeho karcinogenita neni dosud prokazana. Pouziva
se 1 jako meziprodukt pfi syntézach fungicidli a bioaktiv-
nich sloucenin, barviv a 1éCiv a také jako inhibitor radika-
lovych polymeraci vinylaromatickych slou€enin. I kdyz
dnes neni 2-methyl-4,6-dinitrofenol zatfazen mezi povole-
né pesticidy v Ceské republice, je vzhledem k je-
ho nebezpecnosti poptavka po citlivych a selektivnich
metodach jeho stanoveni v environmentalnich matricich.
Polarografickému a voltmetrickému chovani 1éto latky
byla jiz vénovéana zna€né pozornost, pficemz z analytické-
ho hlediska se pro jeji stanoveni v environmentalnich
vzorcich osvédcila predbézna separace a prekoncentrace
kapalinovou extrakci’. V predchozim sdéleni byly naleze-
ny optimélni podminky pro stanoveni stopovych mnozstvi
této latky pomoci modernich polarografickych a voltamet-
rickych metod na rtutovych elektrodach. V ndvaznosti na
toto sdéleni byla v predkladané praci vénovana pozornost
kombinaci diferencni pulsni polarografie s piedbéznou
separaci a prekoncentraci pomoci extrakce tuhou fazi
(SPE), ktera se jiz dfive osvédcila pfi stanoveni submik-
romolarnich koncentraci 9-nitroanthracenu. Byla déna
prednost klasické rtutové kapkové elektrodé s periodicky
obnovovanym povrchem, kterd je méné nachylna
k pasivaci a pfitom ve spojeni s pulsnimi technikami
a prekoncentraci pomoci extrakce tuhou fazi zajist'uje do-
statenou citlivost méfeni.

Laboratorni pfistroje a postupy

Experimentalni ¢ast

Reagencie

Zasobni roztok 2-methyl-4,6-dinitrofenolu (C. A. S.
Name: Phenol, 2-methyl-4,6-dinitro-; C. A. S. Registry
Number: [534-52-1]) ve vodg o koncentraci 1.107* mol I”!
byl pfipraven rozpusténim 0,0099 g Cisté latky (99,4%,
Supelco, Bellefonte, USA) v 500 ml deionizované vody.
Roztoky o nizSich molaritach byly pfipravovany pfesnym
fedénim zdsobniho roztoku deionizovanou vodou. VSech-
ny roztoky byly uchovavany ve tmé¢ za laboratorni teploty.
Spektrofotometricky bylo ovéfeno, ze zasobni roztok je
staly minimaln€ 100 dni. Dalsi pouzité chemikélie: kyseli-
na boritd, kyselina octova, kyselina fosfore¢na, hydroxid
sodny, methanol, chlorid draselny — Cistota p.a., Lachema
Brno, CR. Brittonovy-Robinsonovy tlumivé roztoky
o piislusném pH byly pfipraveny smisenim 0,2 mol 1™
NaOH s roztokem obsahujicim kyselinu boritou, fosforec-
nou a octovou, kazdou o koncentraci 0,04 mol 1"'. Pfesna
hodnota pH byla métena digitalnim pH metrem se sklené-
nou kombinovanou elektrodou. Pro pfipravu vodnych
roztoki byla pouzivana deionizovand voda (Millipore
Milli-Q plus systém, Millipore, USA). Pouzivané roztoky
byly uchovavany ve sklenénych nadobach. Kyslik byl
z polarografovanych roztokli odstrafiovan pétiminutovym
probulanim dusikem cistoty 4.0 (Linde, Praha). Pro pii-
pravu modelovych vzorkli byla pouZita pitnd voda
z Prazské vodovodni sit¢ a ficni voda odebrana z Vitavy
v centru Prahy. Odebrané vzorky vody byly prosaty pres
fritu S4 a uchovavany potmé v chladnicce pfi teploté 5 °C.
Pro pfedbéznou separaci a prekoncentraci studované latky
byly pouzity kolonky Lichrolut EN (200 mg), katalogové
¢islo K 92622470 (Merck, Darmstadt, Némecko) vhodné
pro separaci slabé polarnich latek z vodného prostiedi.
Tyto kolonky jsou naplnény 200 mg sorbentu na bazi ko-
polymeru ethylvinylbenzenu a divinylbenzenu.

Aparatura

Pfi polarografickych méfenich byla pouZzita sestava
Eco-Tribo Polarograf se softwarem PolarPro verze 4,
fy Polaro-Sensors, spol. s r.o., Praha. Software pracoval
v opera¢nim systému Windows 98 (Microsoft Corp.). Méte-
ni byla provadéna v tiielektrodovém zapojeni s referencni
argentochloridovou elektrodou (1 M-KCI) typu RAE 113
(Monokrystaly, Turnov). Jako pomocna elektroda byl pou-
zit platinovy pliSek. Jako pracovni slouZila klasickd rtut’o-
va kapkova elektroda (DME). Pfi vysce rezervoaru 64 cm
byla pfirozena doba kapky t = 4,1 s (méfeno v 0,1 M-KCI
pfi vloZzeném nulovém napéti) a pritokova rychlost rtuti m
= 1,18 mg s”'. Byla pouzita rychlost polarizace 4 mV s’
a elektronicky fizena doba kapky 1 s. Na elektrodu byly
vkladany pulsy o Sifce 100 ms a modula¢ni amplitudé —
50 mV.

" Pavel Jifik s touto praci obsadil 4. misto v Sout&Zi stiedoskolské odborné ¢innosti na Masarykové stiedni skole chemické

v roce 2003.
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Presnd hodnota pH byla méfena digitalnim
pH metrem (typ 4330) s kombinovanou sklenénou elektro-
dou (typ 924 005) (vSe Jenway, Velka Britanie). pH metr
byl kalibrovan standardnimi vodnymi pufry za laboratorni
teploty. V textu je dale ¢asto pouZivana hodnota vysledné-
ho pH' vodn& — methanolického roztoku. Jedna se o hod-
notu ziskanou méfenim téchto roztokd pomoci sklenéné
elektrody kalibrované standardnimi roztoky vodnych puf-
ri. Tato hodnota neni termodynamicka veli¢ina, ale po-
rakterizace métenych roztok.

Spektrofotometrickd méfeni byla provadéna na pfi-
stroji Pye — Unicam PU8800 UV/VIS spectrophotometer
(Cambridge, Velka Britanie) v kiemennych kyvetach mér-
né tloustky 10 mm.

Pracovni postupy

Stélost zasobniho roztoku byla kontrolovana spektro-
fotometricky, referentni kyveta byla naplnéna methano-
lem. Absorbance zasobniho roztoku byla méfena pfi vlno-
vé délce 270 nm, kde méla studovana latka absorp¢ni ma-
Ximum.

Modelové roztoky byly pfipraveny pfidanim zndmého
mnozstvi zasobniho roztoku 2-methyl-4,6-dinitrofenolu
(c = 1.10* mol I'") k odebranému vzorku pitné ¢&i ¥iéni
vody. Pii vlastnim stanoveni bylo 10 ml polarografované-
ho roztoku zbaveno kysliku pétiminutovym probublava-
nim dusikem. VSechny kiivky byly registrovany tiikrat.
Pted vstupem dusiku do polarografické nddobky byla zara-
zena promyvacka obsahujici smési vody a methanolu ve
stejném pomeru jako analyzovany roztok.

Extrakce tuhou fazi byly provadény nasledujicim
postupem: kolonka SPE napojend na vyvévu byla pied
vlastni extrakci aktivovana promytim 3 ml methanolu,
ktery byl nasledn¢ vymyt 3 ml deionizované vody. Poté
byl na kolonku nanesen modelovy vzorek 2-methyl-4,6-
-dinitrofenolu v pitné ¢i ficni vodé a po jeho prosati byl
kolonkou 10 min prosavan vzduch. Zachyceny 2-methyl-
-4,6-dinitrofenol byl eluovan dvakrat 3 ml elu¢niho Cinidla
do srdcové baiiky a poté odpafen na vakuové rotaéni od-
parce. Odparek byl rozpusttn v 10 ml Brittonova-
Robinsonova pufru o pH 7 na vibra¢nim michadle. Poté
byl roztok preveden do polarografické nadobky a po od-
stranéni kysliku byl zaznamenan DP polarogram. Shodnym
postupem byl pripraven slepy pokus. K nému bylo po za-
znamenani DP polarogramu piidano mnozstvi 1.10~ mol 1™
2-methyl-4,6-dinitrofenolu, které odpovidalo koncentraci ve
vzorku a znovu byl zaznamenan DP polarogram. Vytézek
extrakce byl uréen z poméru 1, / 1,°, kde I, znaci vysku piku
po provedené extrakci 2-methyl-4,6-dinitrofenolu z vod-
ného roztoku a 7,° je vyska piku 2-methyl-4,6-dinitro-
fenolu v roztoku pfipraveném ptidavkem potiebného ob-
jemu standardniho roztoku 2-methyl-4,6-dinitrofenolu
k roztoku po extrakci slepého vzorku. VSechna méfeni
byla provadéna za laboratorni teploty. Vysky pikd byly
méfeny od spojnice minim po jeho strandch. Pfipadny
signal, ktery poskytoval zakladni elektrolyt, byl od kalib-
raCnich zavislosti odeften. Mez stanovitelnosti (Ly) byla
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pocitana v programu ADSTAT, ktery ji pocita jako nej-
mensi hodnotu signdlu, pro kterou je relativni smérodatna
odchylka predikce z kalibra¢niho grafu dostatecné mala
a rovna &islu 0,1 (cit.').

Vysledky a diskuse

Urc¢eni vytézku extrakce

Pro pfedbézné experimenty byla zvolena deionizova-
na voda jako idealné jednoducha matrice. Byla ovétena
moznost vyuziti ethylacetatu, smési ethylacetat-methanol
(1:1) a methanolu jako elu¢nich ¢inidel. Vytéznost extrak-
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Obr. 1. DP polarogramy 2-methyl-4,6-dinitrofenolu v prostie-
di Brittonova-Robinsonova pufru o pH 7,0 po SPE ze 100 ml
deionizované vody (¢ = 1.107 molI'"), eluci methanolem
a nasledném odpafeni; Slepy vzorek (1), extrakt z vodného
roztoku (2, — ), ptimy piidavek 2-methyl-4,6-dinitrofenolu ke
slepému vzorku (3,. . . )
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Obr. 2. DP polarogramy 2-methyl-4,6-dinitrofenolu odpovida-
jici koncentraci 0 (1), 2.10™° (2), 4.10” (3), 6.10~° (4), 8.107°
(5), 1.107% (6) mol.I"! této latky v deionizované vodé; SPE z
500 ml deionizované vody, eluce dvakrat 3 ml MeOH, odpaieni
a rozpusténi v 10 ml Brittonova-Robinsonova pufru o pH 7,0.
Vlozena je zavislost proudu prvniho (A) a druhého (B) piku na
koncentraci 2-methyl-4,6-dinitrofenolu v deionizované vodé
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Tabulka I

Laboratorni pfistroje a postupy

Parametry kalibracnich pfimek pro stanoveni 2-methyl-4,6-dinitrofenolu technikou DPP po SPE z deionizované vody,
eluci dvakrat 3 ml MeOH, odpareni a rozpusténi v 10 ml Brittonova-Robinsonova pufru o pH 7,0

Objem vzorku Pik c Smeérnice Usek Koeficient Lo
[ml] [mol I'] [nA mol™1] [nA] korelace [mol I']
100 1. (2-10).107° -2,47.10° 0,05 0,9999 0,4.107°
100 2. (2-10).10° -1,94.10% 0,14 0,9997 0,9.10°°
500 1. (2-10).107° -1,32.10° 0,08 0,9998 0,6.107
500 2. (2-10).107 -9,98.10’ 0,18 0,9985 3,1.107°

ce se pohybovala od 53 % pfi pouziti ethylacetatu, pies
81 % pii eluci smési ethylacetat-methanol (1:1) az po
97 % pfi eluci samotnym methanolem. Na obr. 1 jsou pro
ilustraci uvedeny DP polarogramy po eluci methanolem.
Pro urychleni celého postupu byla ovétena moZnost
eluce methanolem bez nasledného odpafovani. V tomto
pfipad€ byl 2-methyl-4,6-dinitrofenol z kolonky vymyt
dvakrat 3 ml methanolu, byly pfiddny 4 ml Brittonova-
Robinsonova pufru, roztok byl doplnén methanolem na
10 ml, probublan dusikem a zaznamenan jeho DP polaro-
gram. V tomto ptipadé byla €innost extrakce 98 %, avSak
ptitomnost 60% methanolu v polarografovaném roztoku
snizovala vysku piku 2-methyl-4,6-dinitrofenolu a tudiz
i citlivost stanoveni. Proto byla jako optimalni zvolena
eluce 2-methyl-4,6-dinitrofenolu  ¢istym methanolem
s naslednym odpatenim, ktera poskytuje prakticky stejny
vytézek, av§ak vyrazn€ vyssi citlivost. Pouzitelnost zvole-
ného postupu byla ovéfena zméfenim kalibracnich zavislosti
na modelovych vzorcich o objemu 100 ml v koncentra¢nim
rozmezi 1.107 a2 2.107 mol I"" a 0 objemu 500 ml v rozme-
zi 1.107* a2 2.107° mol I"! (odpovidajici DP polarogramy
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Obr. 3. DP polarogramy 2-methyl-4,6-dinitrofenolu odpovida-
jici koncentraci 0 (1), 2.10° (2), 4.107 (3), 6.107® (4), 8.107®
(5), 1.1077 (6) molL.I"" této latky v pitné vodé&; SPE ze 100 ml
pitné vody, eluce dvakrat 3 ml MeOH, odpafeni a rozpusténi
v 10 ml Brittonova-Robinsonova pufru o pH 7,0. Vlozena je
zavislost proudu prvniho (A) a druhého (B) piku na koncent-
raci 2-methyl-4,6-dinitrofenolu v pitné vode
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jsou pro ilustraci na obr. 2). Uéinnost extrakce 1.107
mol 17" 2-methyl-4,6-dinitrofenolu  z 500 ml byla o n&co
niz8i (95 %). Parametry kalibracnich zavislosti jsou uvedeny
v tabulce I, kterd potvrzuje pouzitelnost tohoto postupu,
popsaného v experimentalni ¢asti.

Extrakce tuhou fazi z pitné vody

Vytéznost byla o néco nizsi nez v piipadé deionizované
vody (97 % pii SPE ze 100 ml 1.10”" mol I a 94 % pii SPE
2500 ml 1.10™ mol I"* 2-methyl-4,6-dinitrofenolu. Proto byly
kalibratni kiivky proméieny v koncentraéni oblasti 2.10™ az
1.107 mol "' pii extrakei ze 100 ml a 2.107 az 1.107° mol I™*
pfi extrakci z 500 ml. Parametry téchto linedrnich kalibrac-
nich zavislosti jsou shrnuty v tabulce II a odpovidajici DP
polarogramy jsou pro ilustraci zndzornény na obr. 3 a 4.
Linearni charakter ziskanych zavislosti spolu nizkymi
hodnotami detekénich limitt potvrzuji praktickou pouzitel-
nost takto provadéného extrakéné-polarografického stano-
veni 2-methyl-4,6-dinitrofenolu v oblasti jeho nanomolar-
nich koncentraci v pitné vod¢.
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Obr. 4. DP polarogramy 2-methyl-4,6-dinitrofenolu odpovida-
jici koncentraci 0 (1), 2.10”° (2), 4.107° (3), 6.10”° (4), 8.10°
(5), 1.10°® (6) molL.I" této latky v pitné vodé; SPE z 500 ml
pitné vody, eluce dvakrat 3 ml MeOH, odpafeni a rozpusténi
v 10 ml Brittonova-Robinsonova pufru o pH 7,0. VloZena je
zavislost proudu prvniho (A) a druhého (B) piku na koncent-
raci 2-methyl-4,6-dinitrofenolu v pitné vodé
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Tabulka II

Laboratorni pfistroje a postupy

Parametry kalibra¢nich pfimek stanoveni 2-methyl-4,6-dinitrofenolu technikou DPP po SPE z pitné vody, eluci dvakrat 3
ml MeOH, odpareni a rozpusténi v 10 ml Brittonova-Robinsonova pufru o pH 7,0

Objem vzorku Pik c Smérnice Usek [nA] Koeficient Lo
[ml] [mol 1] [nA mol ™' 1] korelace [mol "]
100 1. (2-10).107 -2,37.10°% 0,4 0,9990 1,6.107°
100 2. (2-10).10° -1,98.10° 0,2 0,9995 1,8.10°°
500 1. (2-10).107° -1,08.10° -0,1 0,9972 2,1.107°
500 2. (2-10).107° -8,52.10° -0,2 0,9972 3,3.107
Tabulka III

Parametry kalibracnich ptimek stanoveni MDNF technikou DPP v BR pufru o pH 7 po SPE z fi¢ni vody, eluovano dvakrat
3 ml MeOH, odpateno, rozpusténo v 10 ml BR pufru o pH 7

Objem vzorku Pik c Smérnice Usek [nA] Koeficient Lo
[ml] [mol 1] [nA mol ' 1] korelace [mol 1]
100 1. (2-10).10°* -2,24.10° 0,4 0,9980 2,0.10°®
100 2. (2-10).107 -2,03.10° 0,2 0,9994 1,9.10°
500 1. (2-10).107° -8,13.10° 0,1 0,9959 1,8.107°
500 2. (2-10).107° -7,60.10° 0,1 0,9943 4,1.107°
Extrakce tuhou fazi z fi¢ni vody molérnich koncentraci 2-methyl-4,6-dinitrofenolu i v po-

Vytézek SPE z ficni vody, ktera predstavuje podstat-
1.107" mol 1" a 73 % pfi extrakci z 500 ml 1.10°* mol 1!
2-methyl-4,6-dinitrofenolu. Odpovidajici DP polarogramy
jsou na obr. 5 a 6 a parametry takto ziskanych kalibrac-
nich pfimek jsou uvedeny v tabulce III, kterd dokumetuje
praktickou pouzitelnost této techniky ke stanoveni nano-
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Obr. 5. DP polarogramy 2-methyl-4,6-dinitrofenolu odpovida-
jici koncentraci 0 (1), 2.107° (2), 4.107° (3), 6.10°° (4), 8.10°°
(5), 1.1077 (6) molL.I"" této latky v pitné vodé; SPE ze 100 ml
ficni vody, eluce dvakrat 3 ml MeOH, odpafeni a rozpusténi
v 10 ml Brittonova-Robinsonova pufru o pH 7,0. Vlozena je
zavislost proudu prvniho (A) a druhého (B) piku na koncentraci
2-methyl-4,6-dinitrofenolu v fi¢ni vodé
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mérné komlikované matrici reprezentované vltavskou vo-
dou.

Zavér

Byly nalezeny podminky umoziiujici rychlé a citli-
vé stanoveni nanomolarnich koncentraci genotoxického

I, nA
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E, mV
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Obr. 6. DP polarogramy 2-methyl-4,6-dinitrofenolu odpovida-
jici koncentraci 0 (1), 2.107 (2), 4.107 (3), 6.10” (4), 8.10"°
(5), 1.107® (6) mol.I"" této latky v pitné vodé; SPE z 500 ml
pitné vody, eluce dvakrat 3 ml MeOH, odpafeni a rozpusténi
v 10 ml Brittonova-Robinsonova pufru o pH 7,0. Vlozena je
zavislost proudu prvniho (A) a druhého (B) piku na koncentraci
2-methyl-4,6-dinitrofenolu v fi¢ni vodé
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2-methyl-4,6-dinitrofenolu v pitné ¢i ficni vodé pomoci
diferen¢ni pulsni polarografie na klasické rtutové kapkové
elektrodé¢ po jeho predbézné separaci a prekoncentraci
extrakci tuhou fazi.

Tento vyzkum byl financné podporovan Fondem roz-
voje vysokych skol (grant G4/1865/2004).
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ratory of Environmental Electrochemistry, Department of
Analytical Chemistry, Charles University, Prague): Ex-
traction Polarographic Determination of Trace
Amounts of 2-Methyl-4,6-dinitrophenol

Optimum conditions are described for the determina-
tion of the toxic pesticide 2-methyl-4,6-dinitrophenol us-
ing differential pulse polarography at a classical dropping
mercury electrode after preliminary separation and precon-
centration using solid phase extraction in Lichrolut EN
(200 mg) SPE column. The limit of determination is
around 2.10° mol "' both for drinking and river water.

Ceska spole¢nost chemicka

vypisuje vyberove fizeni na misto tajemnika spolecnosti

Pozadujeme:

VS chemického nebo piirodovédného sméru,
dobreé organizacni a komunikacni schopnosti,
znalost prace s PC,

znalost jazykt (pfedevsim anglictiny) nutna.

Nabizime zajimavou, riznorodou praci v pfijemném pracovnim prostfedi v centru Prahy, nastup 1.10.2005.

Prihlasky spolu s Zivotopisem a pfehledem dosavadni praxe zaSlete prosim obratem na adresu sekretaria-
tu (CSCH, Novotného lavka 5, 116 68 Praha 1). Pfihlasku je mozné podat i elektronicky na e-mailovou
adresu: mblahova@csvts.cz . Pfipadné blizsi informace Ize ziskat na tel. Cisle 222 220 184.
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