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Uvod

3-Nitrofluoranthen (3-NF) a pendimethalin pfedstavu-
ji potencidlni riziko pro pfirozené biologické funkce Zivé
ptirody s dopadem na zdravi lidi a zvitat, jelikoz jsou jim
pfisuzovany mozné karcinogenni ti¢inky'.

3-NF patii do skupiny latek oznacovanych jako nitro-
vané polycyklické aromatické uhlovodiky (NPAH), které
vznikaji zejména pii nedokonalém spalovani fosilnich
paliv’, ale také pii fotolytickych reakcich mateiskych po-
lycyklickych aromatickych uhlovodikii (PAH) s oxidy
dusiku v atmosféie’. Pro stanoveni NPAH byla popsana
cela fada analytickych metod s riznou citlivosti a selekti-
vitou. Mezi ty nejbéznéji pouzivané patii HPLC s UV/VIS
detekei, avSak nejvétsi potencial predstavuje pouziti GC ¢i
HPLC s MS detekei (viz prehledny referat’).

Pendimethalin je latka, ktera se pouziva jako herbi-
cid? k zabrafiovani kli¢ivosti semen citlivych pleveld. Ve
svétd je bézné pouzivan a v Ceské republice se s nim lze
setkat v nejruznéjsich prostiedcich jako napt. Escort, Ma-
raton & STOMP 330E (cit.®). Analytické metody jsou za-
méfeny na stanoveni pendimethalinu v pudé a ve vodé
nejcastéji metodou GC s MS detekei”.

Polarografickému a voltametrickému chovéni téchto
latek byla doposud vénovéana mensi pozornost i piesto, ze
ob¢ obsahuji ve svych strukturach snadno redukovatelnou
nitroskupinu. Jak 3-NF (cit.”) tak i pendimethalin'®'" byl
zatim stanovovan pouze na rtutovych elektrodach.
V navaznosti na tyto studie je v pfedkladané praci vénova-
na pozornost pouziti netoxické st¥ibrné pevné amalgamové
elektrody (AgSAE)'*™™ pro stanoveni 3-nitrofluoranthenu
a pendimethalinu. Tento druh elektrody predstavuje moz-
nou nahradu za visici rtutovou kapkovou elektrodu, ktera
se bézné pouziva pro stanoveni elektrochemicky reduko-
vatelnych analytt. Mezi jeji vyhody patii Siroké potencia-
lové okno v katodické oblasti, nendro¢na pieduprava, neto-
xicita elektrodového materialu, dlouhodoba stabilita ode-
zvy ¢i snadnd manipulace pii vyuZiti v terénnich méfenich.
Pouziti AgSAE umoziluje praci v riznych modifikacich,
zde bylo pracovéano se rtutovym meniskem modifikovanou
stiibrnou pevnou amalgamovou elektrodou (m-AgSAE),
se kterou je obecné dosahovano nejlepsich vysledki
v porovnani s ostatnimi modifikacemi. Zakladni charakte-
ristiky, aplikacni oblasti a specifika prace s AgSAE jsou
shrnuty v pracich Yosypchuka'>'.

Cilem predkladané prace bylo nalézt optimalni pod-
minky, pfi kterych by bylo mozno detegovat ob¢ latky v co
metrie (DPV) ¢i adsorpéni rozpoustéci voltametrie (AdSV)
ve smiSeném vodné-methanolickém zékladnim elektrolytu
(ZE) a aplikovat je na piimé stanoveni v pitné vodé.
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Experimentalni ¢ast

Chemikalie

Zasobni roztoky 3-nitrofluoranthenu a pendimethali-
nu (pfislusné strukturni vzorce na obr. 1) v methanolu
(p-a., Lachema, CR) o koncentraci 1-10~ mol "' byly pfi-
praveny rozpusténim 0,02473 g 3-NF (90% Sigma-
Aldrich, CR) & 0,02810 g pendimethalinu (Vyzkumny
ustav organickych syntéz, Pardubice-Rybitvi) ve 100 ml

" Lucie Vaikova a Lucie Maixnerova s touto praci obsadily 3. misto za chemii v celoprazském kole Stfedoskolské odborné
¢innosti v roce 2005. Tato tisténa verze je zkracena oproti ptivodni, kterd je vystavena jako doplikovy material na URL:
http://chemicke-listy.vscht.cz/docs/full/2006 12 1105-1110.pdf .
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Obr. 1. Strukturni vzorce studovanych latek

tohoto rozpoustédla. Roztoky o nizSich koncentracich byly
pripravovany piesnym fedénim zasobniho roztoku metha-
nolem. Vsechny roztoky byly uchovavany ve tmé za labo-
ratorni teploty. Spektrofotometricky bylo ovéfeno, Ze oba
roztoky jsou stalé minimaln¢ 120 dni. Dalsi pouzité chemi-
kalie: kyselina boritd, octova (99%), fosfore¢nd (85%),
hydroxid sodny a chlorid draselny (Cistoty p.a.) byly ziska-
ny od firmy Lachema, CR. Brittonovy-Robinsonovy (B-R)
tlumivé roztoky'> o piislusném pH byly pfipraveny smise-
nim 0,2 mol I"' NaOH s roztokem obsahujicim kyselinu
boritou, fosforeénou a octovou, kazdou o koncentraci
0,04 mol 1", Pro p¥ipravu vodnych roztokii byla pouzivana
deionizovana voda (Millipore, USA). Pouzivané roztoky
byly uchovévany ve sklenénych nadobach, ve tmé a za
laboratorni teploty. Kyslik byl pfi voltametrickém méfeni
odstrafiovan Sestiminutovym probublavanim dusikem cis-
toty 4.0 (Linde, CR). Pro piipravu modelovych vzorkd
pitné vody byla pouzita voda z prazské vodovodni sité
odebrana z budovy chemickych kateder PiF UK, Alber-
tov 6, Praha 2.

Aparatura

Pfi voltametrickych méfenich byla pouzita sestava
Eco-Tribo Polarograph s programem PolarPro 2.0 fy Pola-
ro-Sensors, CR pracujicim pod opera¢nim systémem Win-
dows 3.11 (Microsoft, USA). M¢éfeni byla provadéna
v tiielektrodovém zapojeni s referentni argentchloridovou
elektrodou (1 M-KCI) (typ RAE 113) a pomocnou elektro-
dou tvotfenou platinovym pliskem (v§e Monokrystaly, Tur-
nov). Jako pracovni byly pouzity stfibrné pevné amalga-
mové elektrody (AgSAE) €. 2-05-19 pro méteni 3-NF a 2-
05-26 pro métfeni pendimethalinu dodané fy Polaro-
Sensors, CR. Priiméry (d) amalgamového disku elektrod byly
500 pum (2-05-19) a 565 pum (2-05-26). Pii DPV bylo pra-
covano s rychlosti polarizace 20 mV s~ a na elektrody
byly vkladany pulsy o $ifce 100 ms a modula¢ni amplitudé
-50 mV.

Presna hodnota pH byla méfena digitalnim
pH metrem Jenway (typ 4330) s kombinovanou sklenénou
elektrodou (typ 924 005) (vSe Jenway, Velka Britanie). pH
metr byl kalibrovan standardnimi vodnymi pufry za labo-
ratorni teploty. V textu je dale pouzivana hodnota vysled-
né¢ho pH vodné-methanolického roztoku. Jedna se o hod-
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notu ziskanou méfenim téchto roztokd pomoci sklenéné
elektrody kalibrované standardnimi roztoky vodnych puf-
ri. Tato hodnota neni tedy termodynamické veli¢ina, ale
charakterizace métenych roztoki.

Spektrofotometrickd méfeni byla provadéna na pfi-
stroji Pye-Unicam SP8-400 UV/VIS spectrophotometer
(Cambridge, Velka Britanie) v kfemennych kyvetach mér-
né tloustky 1 mm.

Pracovni postupy

Stalost zasobnich roztokd v methanolu byla kontrolo-
vana spektrofotometricky oproti ¢istému methanolu méfe-
nim absorbance pfi pfislusnych maximech pfti vinové délce
382,0 nm pro 3-NF a 238,4 nm pro pendimethalin.

Pti voltametrickych stanovenich bylo postupovano
vzdy tak, ze do 10 ml odmérné baiiky byl odpipetovan
prislusny objem zasobniho roztoku 3-NF ¢i pendimethali-
nu v methanolu, pfidan potfebny objem methanolu a po
promichani byl roztok doplnén BR pufrem o daném pH po
rysku. Takto pfipraveny roztok byl pteveden do polarogra-
fické nadobky a zbaven kysliku Sestiminutovym probubla-
nim dusikem. VSechny kfivky byly zaznamenany 3krat.
Pfed vstupem dusiku do polarografické nadobky byla zata-
zena promyvacka obsahujici smés methanol-voda o stejném
poméru jako analyzovany roztok. VSechna méfeni byla
provadéna za laboratorni teploty. Vysky piki pro 3-NF byly
vyhodnocovény od spojnice minim po strandch daného
piku, kdezto pro pendimethalin byla nalezena spole¢na
spojnice minim pfed prvnim a za druhym pikem. Mez
stanovitelnosti (Lg) byla zjistovana programem ADSTAT
2.0 (TriloByte, CR), ktery ji po¢ita jako nejmensi hodnotu
signalu, pro kterou je relativni smérodatna odchylka pre-
dikce z kalibra¢niho grafu dostate¢né mal4 a rovna Eislu
0,1 (cit."®).

Pracovni elektrodu m-AgSAE bylo nutné pied vlast-
nim méfenim pfipravit tak, aby bylo zaruceno dosazeni
reprodukovatelnych vysledkd. V souladu s postupy dopo-
ru¢ovanymi v navodech pro pouziti komerénich elektrod
byly provadény tyto operace: amalgamace, elektrochemic-
ka aktivace a regenerace. Tyto operace jsou podrobnéji
popsany v praci'?.

Vysledky a diskuse
3-Nitrofluoranthen

Vliv pH na chovani 3-NF pii DPV na m-AgSAE byl
sledovan ve smési methanol-BR pufr pH 2—-12 (9:1). Kon-
centrace latky byla 1-10* mol I"'. Prostiedi bylo vybrano
na zéklad¢ predchozich méfeni 3-NF na rtutovych elektro-
dach, kde vysoky obsah methanolu zabranoval vyluovani
3-NF b&hem analyzy’. Vybrané voltamogramy 3-NF pro
rizné pH jsou uvedeny na obr. 2. Je patrné, ze 3-NF po-
skytuje v zavislosti na pH dva piky. Méné negativni pik se
objevuje v celém rozsahu pH a jeho potencial (Epl) se po-
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souva se stoupajicim pH smérem k zapornéjsim hodnotam.
Druhy pik je pfitomen jak v kyselych, tak i alkalickych
pH. V kyselé oblasti se jeho potencial (Epz) posouva
k zaporngjsSim hodnotdm se vzristem pH, avsak
v alkalické oblasti se hodnota Ep2 ani Ip2 (proud piku) prak-
ticky neméni se zménou pH. Z predchézejicich méteni na
rtutovych elektrodach’ 1ze usuzovat, e prvni pik odpovida
Ctyfelektronové irreverzibilni redukci nitroskupiny na hyd-
roxylaminoskupinu, ktera je dale irreverzibilné redukova-
na az na aminoskupinu (2. pik).

Nejvyssi a nejlépe vyhodnotitelny 1. pik (Ipl) 3-NF
byl ziskan v prostfedi methanol-BR pufr pH 12 (9:1). Pro
dal§i méfeni byl pouzit roztok 0,01 M-NaOH misto BR
pufru o pH 12. Pro kontrolu, zda nedochdzi k pasivaci
elektrody, bylo provedeno 24 méfeni 3-NF (¢ = 1-107*
mol I'") v prostfedi methanol-0,01 M-NaOH pfi experi-
mentalné nalezenych optimalnich regeneracnich potencia-
lech Ej, = =350 mV a Ez= —1600 mV. Opakovatelnost
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Obr. 2. DP voltamogramy 3-NF (¢ = 1-10™* mol I'') mé¥ené
technikou DPV na m-AgSAE; d =500 um, v prostfedi metha-
nol-BR pufr (9:1) o pH BR pufru 2,0 (1), 4,0 (2), 6,0 (3), 8,0 (4),
10,0 (5) a 12,0 (6)
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byla charakterizovana pomoci relativni smérodatné od-
chylky, RSD = 1,1 %, jenZ vyjadfovala nizkou miru pasi-
vace elektrody, ktera ma obvykle za nasledek pokles vysky
piku. Za optimalnich podminek byly zméfeny kalibracni
zavislosti v rozmezi 2-107—1-10"* mol I"' 3-NF. Koncent-
raci 2-1077 mol I"' viak jiz nebylo mozné spolehlivé vy-
hodnotit. V koncentraénim rozmezi 1-10°-1-10"* mol I"*
nebyla koncentracni zavislost jiz linedrni a byl rovnéz
pozorovan ur€ity posun Ep'smérem k zaporn€jsim hodno-
tam. Parametry ziskanych kalibra¢nich zavislosti jsou uve-
deny v tabulce I.

Pfi pouziti AASV bylo nutné nalézt nejen vhodné
prostiedi, ale i potencial akumulace (E,..) a ¢as akumulace
(face)- 3-NF je dobfe rozpustny v methanolu, jehoz vysoka
koncentrace v roztoku tak vede ke snizeni adsorpce latky
na elektrodé. Byl tedy sledovan vliv akumulace 3-NF (¢ =
1-107° mol I"") na vy8ku proudu piku v prostiedi methanol-
0,01 M-NaOH (9:1), (1:1) a (1:9) pro E,. = =350 mV.
Nejvyssich hodnot signalu bylo dosazeno v prostiedi obsa-
hujicim 10 % methanolu pro z,.. = 300 s, ve kterém byla
poté zméfena kalibraéni zavislost pro koncentraéni
rozmezi 2:107-1-10"" mol I"". Aviak béhem méfeni do-
chazelo k vyrazné pasivaci elektrody a od urcité koncent-
race 3-NF uz nebyl pozorovan linedrni rast signalu
v zavislosti na koncentraci. K zajisténi dostate¢né opako-
vatelného signalu bylo dale pracovano v prostiedi 50%
methanolu, v némz ziejmé dochazi ke snazsimu rozpous-
téni produkti redukce 3-NF z povrchu elektrody. Zavis-
lost Ip1 na fyee pro Eye = —350 mV v prostiedi methanol —
0,01 M-NaOH (1:1) vykazuje maximum pfi t,,. = 60 s,
avSak ani za téchto podminek nebyla kalibracni zavislost
linearni. Proto byl pro proméieni kalibracnich zavislosti
pro 3-NF v rozmezi 2-107 az 1-10™° mol I"! zvolen ¢as aku-
mulace .. = 15 s a potencial akumulace E,.,. = -350 mV,
kdy byla ziskana linearni zavislost v celém koncentracnim
rozsahu. Totéz plati i o fddové nizsim koncentracnim roz-
mezi 2:10°-1-107 mol I"" (viz obr. 3). Parametry kon-
centracnich zavislosti pro DPV a AdSV stanoveni 3-NF na
m-AgSAE jsou uvedeny v tabulce I.

Tabulka I

Parametry kalibrac¢nich pfimek pro stanoveni 3-NF metodou DPV a AdSV na m-AgSAE, d = 500 pm

Technika c Smérnice Usek Korela¢ni Lo
[mol 1] [nA mol™'1] [nA] koeficient (mol I'"]

DPV* (1-10)-10°° 4,95-10° 2,9 0,9987 -

DPV* (4-10)-107 6,14-10° -0,2 0,9982 4107

AdSV® (2-10)-107 3,61-10 0,5 0,9996 -

AdSV® (2-10)-107® 4,35-107 -0,2 0,9987 3107

? Prostiedi methanol-0,01 M-NaOH (9:1); E;, = -350 mV a E; = —1600 mV, b prostiedi methanol-0,01 M-NaOH (1:1);

Ein=-350mV a E; =-1600 mV; tyec = 15 8, Epee = =350 mV
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Obr. 3. AdS voltamogramy 3-NF na m-AgSAE; d = 500 pm,
v prostfedi methanol-0,01 M-NaOH (1:1) pfi tyec = 15 s a Eyee =
=350 mV, Ej,= -350mV aFE; = —1600 mV ; ¢(3-NF): 0 (1),
2:107% (2), 4-107% (3), 6-107% (4), 8107 (5), 10-10™® (6) mol I'";
vlozena kalibra¢ni zavislost pro prvni pik 7,

Pendimethalin

Vliv pH na chovani pendimethalinu pfi DPV na
m-AgSAE byl sledovan ve smési methanol-BR pufr pH 2-12
(9:1). Koncentrace latky byla 1-10™* mol I"". Prostiedi bylo
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Obr. 4. DP voltamogramy pendimethalinu (¢ = 1.10~ mol I'")
méfené technikou DPV na m-AgSAE; d = 565 um, v prostiedi
methanol-BR pufr (1:1) o pH BR pufru 2,0 (1), 4,0 (2), 7,0 (3),
10,0 (4) a 12,0 (5)
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Obr. 5. DP voltamogramy pendimethalinu na m-AgSAE; d =
565 um, v prostfedi methanol-BR pufr pH 7 (1:1), E;, = -100 mV
a Eg = —1100mV ; c(pendimethalin): 0 (1), 2:107 (2), 4-107
(3), 6:1077 (4), 8-1077 (5), 10-1077 (6) mol I'*; vloZené kalibracni
zavislosti pro prvni pik Ip1 (A) a pro druhy pik Ip2 B)

vybrano na zéaklad¢ predchozich méfeni pendimethalinu na
rtutovych elektrodach'. Vybrané voltamogramy pendime-
thalinu pro riznd pH jsou uvedeny na obr. 4.
Z namétenych zavislosti vyplyva, Ze pendimethalin posky-
tuje v celé oblasti pH pouze dva piky, které se s rostoucim
pH posouvaji k negativngjsim potencialim. Na zaklade
vysledkii Oldha'® Ize kazdému piku pendimethalinu pfisou-
dit ¢tyfelektronovou irreverzibilni redukei jedné nitroskupi-
ny na hydroxylaminovou skupinu.

Nejlépe vyhodnotitelné piky byly ziskdny v roztoku
methanol-BR pufr pH 7 (1:1), a proto bylo toto prostiedi
vybrano pro prométeni koncentraénich zavislosti. Ve stej-
ném roztoku byla nejprve sledovana vyska piku pendime-
thalinu v zavislosti na po¢tu méfeni pii potencialech rege-
nerace £, = —200 mV a E; = —1400 mV. Ukazalo se, ze
pfi takto zvolenych regenera¢nich potencidlech dochézelo
k vyraznému poklesu proudd pikG a posunim jejich E,
k zaporn€jsim hodnotam, coz bylo zpisobeno pasivaci elek-
trody. Byly tedy experimentalné nalezeny nové optimalni
regeneracni potencialy £;, =—-100 mV a E; =—1100 mV, pri
kterych byl pozorovan nejmensi pokles obou pikd. U prv-
nich péti méfeni byl pokles nejvyraznéjsi, poté vsak doslo
k ustaleni signalu. Proto tato prvni méfeni nebyla vyhod-
nocovéna. Za téchto podminek byly proméfeny kalibracni
kiivky pendimethalinu v rozsahu 2-107'—1-10~* mol I"". Na
obr. 5 jsou uvedeny voltamogramy pendimethalinu pro
koncentraéni rozmezi 2-107'=1-10"° mol I"'. Pro rozmezi
2:107°=1-10"* mol I"" nebyla jiz zavislost linearni. Vyhod-
nocovany byly vzdy oba piky (Ip1 a Ipz). Parametry kalib-
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Tabulka II
Parametry kalibra¢nich ptimek pro stanoveni pendimethalinu pomoci DPV na m-AgSAE, d = 565 um
¢ [mol 1] Smérnice [nA mol ™' 1] Usek [nA] Korelaéni koeficient Lo[mol 1]

1. pik 2. pik 1. pik 2. pik 1. pik 2. pik 1. pik 2. pik
(2-10)-107* 2,17-10°  1,55-10° -1,6 -1,2 0,9984 0,9954 - _
(2-10)-107° 2,41-10°  1,31-10° -0,2 -0,2 0,9950 0,9966 41077 3107
(2-10)-107° 1,50-10°  0,83-10° -0,9 -1,0 0,9803 0,9522 - _
(2-10)-107° 1,68-10°  0,98-10° -0,1 -0,3 0,9955 0,8893 51077 -

* Methanol-BR pufr pH 7 (1:1); Ey, = —100 mV, Eg=—1100 mV, " modelové vzorky pitné vody v prostfedi BR pufru pH 7;

Eyn=-100 mV, Ez=-1100 mV
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Obr. 6. DP voltamogramy pendimethalinu v pitné vodé na
m-AgSAE; d =565 um, v prostitedi BR pufr o pH 7 (1:1),
Eyp =-100 mV a Eg = —1100 mV; ¢(pendimethalin): 0 (1), 2:107
(2), 4107 (3), 6:107 (4), 8:107 (5), 10-107 (6) mol I"'; vlozena
kalibra¢ni zavislost pro prvni pik /,

racnich zavislosti pro jednotliva koncentracni rozmezi jsou
uvedeny v tabulce I1.

Nalezené optimalni podminky pro stanoveni pendi-
methalinu pomoci DPV na m-AgSAE byly aplikovany pro
jeho piimé stanoveni v modelovych vzorcich pitné vody.
K 5 ml pitné vody bylo pfidano potiebné mnoZstvi zasob-
niho roztoku pendimethalinu (2—-10 pl) a vzorek byl dopl-
nén BR pufrem pH 7 do 10 ml a po probublani dusikem
byl zaznamenan DP voltamogram. Koncentra¢ni zavislosti
byly proméfeny v rozmezich 2-10°-1-107 a 2:107-1-10"°
mol I”! (viz obr. 6). Opét byly vyhodnocovéany oba piky.
Kvuli pfitomnosti pikd v zdkladnim elektrolytu bylo nutné
odecist jejich signal od signalu pendimethalinu v kalibrac-
nich zavislostech a tak provést korekci usekt kalibracnich
pfimek. Pfislusné parametry jsou uvedeny v tabulce II.
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Stanoveni zalozené na méfeni vysky 1. piku ma daleko
vy$si smérnici a stejné tak i korela¢ni koeficient, proto je
mu pii stanoveni pendimethalinu davana piednost pied
métenim vysky 2. piku.

Zavér

Byly nalezeny vhodné podminky pro stanoveni sub-
mikromolarnich koncentraci genotoxickych latek 3-nitro-
fluoranthenu a pendimethalinu na m-AgSAE pomoci dife-
renéni pulsni voltametrie, pro 3-nitrofluoranthen i pomoci
adsorp¢ni rozpoustéci voltametrie. Pro pendimethalin byly
nalezené podminky aplikovany pro jeho stanoveni
v modelovych vzorcich pitné vody.

Tento vyzkum byl financné podporovan Grantovou
agenturou Univerzity Karlovy (projekt 332/2006) a Minis-

terstvem Skolstvi, mladeze a telovychovy (projekt
LC06035).
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Laboratorni pfistroje a postupy

L. Vailkova®, L. Maixnerova®, K. Cizek”,
J. Fischer”, J. Barek®, T. Navritil, and B. Yosypchuk*
(“ Masaryk Technical College of Chemistry, Prague,
" Department of Analytical Chemistry, UNESCO Labora-
tory of Environmental Electrochemistry, Charles Univer-
sity, Prague, © J. Heyrovsky Institute of Physical Chemis-
try, Academy of Sciences of the Czech Republic, Prague):
Voltammetric Determination of Submicromolar Con-
centrations of 3-Nitrofluoranthene and Pendimethalin
at Silver Solid Amalgam Electrode

Optimum conditions are described for the determina-
tion of genotoxic 3-nitrofluoranthene (3-NF) and pendi-
methalin using differential pulse voltammetry (DPV). The
limits of quantification (Lo) around 4-107 mol 1" were
found for both the materials. In addition, adsorptive strip-
ping voltammetry was used for determination of 3-NF
with Lg around 3-10°* mol I"'. The practical applicability
of newly developed methods was demonstrated on direct
determination of pendimethalin in model samples of drink-
ing water by DPV with L around 5-10”" mol 17",



