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Uvod

1-Nitropyren (1-NP) patfi mezi nitrované polycyklic-
ké aromatické uhlovodiky (NPAH), které jsou vyznamnou
skupinou ekotoxickych a karcinogennich kontaminantii
zivotniho prostfedi a predstavuji znaény rizikovy faktor
pro zdravi clovéka. Jiz od konce 70. let je zfejmé, ze jsou
pritomny ve vSech slozkach zivotniho prostfedi, do n¢hoz
pronikaji jako dtsledek spalovacich procest'. Jsou vy-
znamnou soucasti vyfukovych plynt naftovych i benzino-
vych motorti. V emisich naftovych motori, bylo zjisténo
vice nez padesat NPAH, pfic¢emz prevladajici slouceninou
je praveé 1-NP (cit.?) (obr. 1). Mezinarodni organizace pro
vyzkum rakoviny (IARC) fadi tuto latku do skupiny 2B, tj.
mezi podezielé karcinogeny pro ¢lovéka.

1-Aminopyren (1-AP) patii do skupiny amino deriva-
td polycyklickych aromatickych uhlovodiki (APAH),

NO, NH,
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Obr. 1. Strukturni vzorce 1-nitropyrenu (a) a 1-aminopyrenu

(b)
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které jsou také zndmé svymi karcinogennimi ucinky
a hojnym vyskytem v zivotnim prostfedi a navic jsou me-
tabolity piislusnych NPAH (cit.”). Konkrétng 1-AP je jed-
nim z produktli pfemény 1-NP vsavéich organismech
abyl nalezen v moci, stolici, krvi, ledvinach, jatrech
aplicich laboratornich zvifat exponovanych 1-NP (cit.*).
Rovnéz se pouziva jako biomarker pro biologické monito-
rovani expozice NPAH (cit.”). Piestoze IARC tuto latku
dosud neklasifikovala z hlediska jejich moznych karcino-
gennich u€inkd, na zékladé analogie sfadou strukturné
pfibuznych aromatickych amint, 1ze divodné piedpokla-
dat jeji genotoxické ucinky.

Polycyklické aromatické uhlovodiky a jejich derivaty
se obecné stanovuji nejcastéji chromatografickymi techni-
kami vzhledem k jejich mimotadné selektivité, citlivosti
a vhodnosti pro sériové analyzy. Jelikoz nitroskupina
a aminoskupina na aromatickém systému jsou elektroche-
micky aktivni, je moZno k jejich stanoveni pouzit i moder-
ni voltametrické metody. Pro tyto ucely se pouzivaji rtuto-
vé&’, amalgamové®’, uhlikové® a dalsi pracovni elektrody.
Borem dopovana diamantova filmova elektroda (BDDFE)
patfi mezi nejnovéjsi typy elektrod odpovidajici konceptu
tzv. zelené analytické chemie. Kvili svym vhodnym me-
chanickym a elektrochemickym vlastnostem se pouziva
i pro stanoveni NPAH (cit.”) a APAH (cit."’). Vzhledem
k tomu, ze v literatufe doposud nebyla nalezena zminka
o stanoveni 1-NP a 1-AP na BDDFE, byla v pfedklddané
studii vénovana pozornost pravé této problematice. Dia-
mant se vyznacuje mimofaddnou mechanickou i chemickou
stabilitou. Je jednim z nejlepsich prirodnich izolatord a pro
jeho elektroanalytické vyuziti'' je nutné jej dopovat atomy
jinych prvki, nejéastdji atomy boru. Hlavni vyhody'*™"”,
které ¢ini borem dopovany diamant neobycejné perspek-
tivnim elektrodovym materialem, jsou:

— nizka kapacita elektrické dvojvrstvy majici za nasle-
dek nizky zbytkovy proud a velmi maly Sum,

—  siroké potencialové okno zhruba od —1,5 V do +1,5V
v 0,1 mol dm™ H,SO4,

— parafinicky charakter povrchu (sp3 hybridizované

atomy uhliku) majici za nasledek nizkou adsorpci

latek na tomto elektrodovém materidlu, coz snizuje
pravdépodobnost deaktivace zablokovanim aktivnich
center na povrchu a tudiz minimalizuje problémy sou-
visejici s pasivaci elektrody produkty elektrodové
reakce ¢i interferenty v analyzovaném roztoku,
mechanicka robustnost a stabilita umoznujici vyuziti
téchto elektrod v pritokovych systémech,

—  biokompatibilita umoziujici snadnou implantaci téch-
to elektrod do zivé tkan€ s minimalni pravdépodob-
nosti negativni biologické odezvy.

Elektrochemické vlastnosti diamantovych filmovych
elektrod jsou ovlivnény zejména typem dopantu a jeho

* Oksana Yosypchuk se s touto praci Gspésné zacastnila soutéze O cenu firmy Merck 2009 za nejlepsi studentskou védec-
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koncentraci, morfologickymi vlastnostmi (pfitomnosti
povrchovych defektll), pfitomnosti necistot uhliku nemaji-
cich strukturu diamantu a druhem povrchové terminace
(H, F, O aj.). V naSem ptipad€ byl diamantovy film termi-
novan vodikem. Takovy povrch ma obdobnou strukturu
jako alkany, a proto ma jen velmi nizkou tendenci adsor-
bovat polarni slouceniny z roztoku. Diky tomu jsou elek-
trodové procesy, které zahrnuji adsorpci intermedidtu na
povrch elektrody (napf. vyvoj vodiku, kysliku nebo halo-
gentl), siln¢ zpomaleny.

Cilem této prace bylo na zakladé studia elektroche-
mického chovéani roztoki 1-NP al-AP ve vodné-
methanolickém prostfedi nalézt optimalni podminky pro
jejich stanoveni metodou diferencni pulsni voltametrie
(DPV) na BDDFE.

Experimentalni ¢ast
Reagencie

Zasobni roztok 1-NP (Cistota p.a., 99%, Sigma-
Aldrich, Praha, CR) o koncentraci 1-10~° mol dm byl
pripraven rozpusténim 0,02473 ¢ 1-NP v methanolu
(Cistota p. a., 99,8%, Penta, CR) za pomoci ultrazvuku
a doplnénim na celkovy objem 100 ml. Zasobni roztok 1-AP
(Cistota p. a., 99%, Sigma-Aldrich, Praha, CR) o koncent-
raci 1-10 mol dm™ byl pfipraven rozpu§ténim 0,02171 g
1-AP v methanolu a doplnénim na celkovy objem 100 ml.

Dale byl pouzit 2-propanol pro spektrofotometrii
(Merck, SRN), kyselina borita (p.a., Lachema, Brno), ky-
selina orthofosfore¢na (p.a., 85%, Lach-Ner, CR), octova
kyselina (p.a., 99,8%, Lach-Ner, CR), hydroxid sodny
(p.a., Lach-Ner, CR), deionizovand voda (Milli-Q plus
systém, Millipore, USA).

Brittoniv-Robinsontiv (BR) pufr o pH 2-12 byl pfi-
praven obvyklym zptsobem, tj. smisenim kyselé slozky
(obsahujici kyselinu boritou, octovou kyselinu a kyselinu
fosfore¢nou o koncentraci 0,04 mol dm™) a slozky zéasadi-
té obsahujici 0,2 mol dm* NaOH.

Aparatura

Voltametrickd méfeni byla provadénana pfistroji
Eco-Tribo Polarograf PC-ETP (Polaro-Sensors, Praha)
s programem PolarPro verze 5 (Eco-Trend Plus, Praha).
Jednotliva méfeni byla provadéna ve trielektrodovém za-
pojeni s argentchloridovou referentni elektrodou
(3 mol dm™ KCI, typ RAE 113, Monokrystaly, Turnov,
CR) a pomocnou platinovou pliskovou elektrodou (typ
PPE, Monokrystaly, Turnov, CR).

Jako pracovni elektroda byla pouzita BDDFE (pramér
3 mm, plocha 7,1 mm?, vyr. ¢. D-112-SA, Windsor Scien-
tific, Velk4 Britanie). Déale byl pouzit digitdlni pH-metr
Jenway 4330 (Jenway, Chelmsford, Velka Britanie)
s kombinovanou sklenénou elektrodou a ultrazvukova
lazeni: PSO 200A Ultrasonic Compact Cleaner (Notus-
powersonic, Vrable, Slovensko).
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Pracovni postupy

Byla pouzita diferenc¢ni pulsni voltametrie (DPV)
s nasledujicimi parametry: polariza¢ni rychlost 20 mV s,
pulsy o Sifce 100 ms, modula¢ni amplituda —50 mV pro
méfeni 1-NP a +50 mV pro méfeni 1-AP. Elektrochemickd
regenerace BDDFE byla v ptipad¢ 1-NP provadéna pred
kazdym méfenim pomoci padesati potencidlovych skoki
mezi Elrcg =+800 mV, tlrcg =0,3sa E2ng =-500 mV, tzrcg
=0,3 s. V pfipadé¢ 1-AP nebylo nutno regeneraci provadet.
Po ukonceni méfeni byla pracovni elektroda uchovavana
v deionizované vode¢.

Pti ptipravé roztoku 1-NP a 1-AP pro voltametrické
meéfeni se postupovalo nasledovné: do odmérné banky na
10 ml bylo odméfeno dané mnozstvi roztoku 1-NP nebo
1-AP v methanolu, pfidan methanol do celkového objemu
7 ml a roztok byl doplnén po znacku BR pufrem o daném
pH. Vzdusny kyslik byl z roztoku odstranovan pétiminu-
tovym probublanim dusikem. Méfeni byla provadéna pfi
laboratorni teplot¢.

Vyska pikd obou sledovanych latek pti diferencni
pulsni voltametrii byla vyhodnocovéana od spojnice minim
pfed a za pikem.

Mez detekce (LOD) byla pocitana jako trojnasobek
smérodatné odchylky stanoveni odpovidajici nejniz§imu
bodu prométené koncentracni zavislosti a mez stanovitel-
nosti (LOQ) jako desetinasobek této smerodatné odchylky.

Vysledky a diskuse

Nejprve byl sledovén vliv pH na chovani 1-NP a 1-AP
pti DPV na BDDFE v prostiedi methanol — BR pufr
opH 2 az 12 (7:3) (viz obr. 2 a 3). Jako optimalni bylo
pro obé latky zvoleno prostfedi methanol — BR pufr
o pH 3,0 (7:3, vysledné pH vodné-methanolického roztoku
4,5), kde byly ziskany nejvyssi, nejlépe vyvinuté a nejsna-
ze vyhodnotitelné piky.
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Obr. 2. DP voltamogramy 1-NP (¢ = 1:10™* mol dm™) na BDDFE
v prostiedi MeOH-BR pufr (7:3), pH BR pufru 3,0 (1), 6,0 (2),
7,0 (3), 9,0 (4) a 12,0 (5)
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Obr. 3. DP voltamogramy 1-AP (c = 1:10™* mol dm™) na BDDFE
v prostiredi MeOH-BR pufr (7:3), pH BR pufru 3,0 (1), 4,0 (2),
7,0 (3),9,0 (4) a 12,0 (5)
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Obr. 4. DP  voltamogramy 1-NP na BDDFE v koncen-
traénim rozmezi 1:10° — 1-10~ mol dm™>. MeOH-BR pufr pH
3,0 (7:3). Koncentrace 1-NP: 0 (1) 1-107 (2), 2:107° (3), 410~
(4), 6:107° (5), 8:107° (6) a 1-10* mol dm™ (7). VloZena je kalib-
racni pfimka

Koncentraéni zévislost byla proméfena v tomto pro-
sttedi v koncentraénim rozmezi 1-10™* az 1-10"° mol dm™
pro 1-NP (viz obr. 4 a 5) a 1-:10* az 1-10”" mol dm* pro
1-AP (viz obr. 6-8). Parametry kalibracnich pfimek obou
latek jsou uvedeny v tab. I. Hodnota korelacniho koefici-
entu pro 1-NP (R = 0,9998) ukazuje vysokou linearitu
v celém koncentra¢nim rozsahu. U 1-AP je tomu obdobné
(R = 0,9996) v rozmezi 1-10” a7 6:10° mol dm™. Odchy-
leni od linearity v tiseku 6:10° az 1-10* mol dm™ miize
souviset s adsorpci 1-AP na povrchu elektrody nebo s je-
ji pasivaci. Na druhou stranu se u 1-AP podafilo dosdhnout
pomdrné nizké meze detekce 4-10° mol dm™, zatimco
u 1-NP je to jen 1-10”" mol dm > .
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Obr. 5. DP  voltamogramy 1-NP na BDDFE v koncen-
traénim rozmezi 1-10° — 1:10° mol dm™. MeOH-BR pufr pH
3,0 (7:3). Koncentrace 1-NP: 0 (1), 1-107° (1), 2:10° (2), 4-10°°
(3), 6:107° (4), 8:107° (5) 1-10~° mol dm™ (6). VloZena je kalib-
racni pfimka
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Obr. 6. DP  voltamogramy 1-AP na BDDFE v koncen-

traénim rozmezi 1-10~° — 1-10~* mol dm=. MeOH-BR pufr pH
3,0 (7:3). Koncentrace 1-AP: 0 (1) 1-107° (2), 2:107° (3), 4-10°°
(4), 6:107° (5), 8:107° (6) a 1-10* mol dm™ (7). VloZena je kalib-
raéni pifimka

Zavér

Na zakladé provedené studie elektrochemického cho-
vani roztokli 1-nitropyrenu a l-aminopyrenu na borem
dopované diamantové filmové elektrodé metodou dife-
rencni pulsni voltametrie byly nalezeny nasledujici opti-
malni podminky pro DPV stanoveni studovanych latek na
BDDFE : prostfedi methanol: BR pufr o pH 3,0 (7:3)
(vysledné pH vodné-methanolického roztoku 4,5), polari-
zaéni rychlost 20 mV s™, pulsy o §ifce 100 ms, modulaéni
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Obr. 7. DP  voltamogramy 1-AP na BDDFE v koncen-
traénim rozmezi 1-10° - 1-10~° mol dm™. MeOH-BR pufr pH
3,0 (7:3). Koncentrace 1-AP: 0 (1), 1-107° (2), 2:10°° (3), 4-10°°
(4), 6107 (5), 8:107° (6) a 1-10™ mol dm™ (7). VloZena je kalib-
racni pifimka
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Obr. 8. DP  voltamogramy 1-AP na BDDFE v koncen-
traénim rozmezi 1-10”7 = 1-10° mol dm. MeOH-BR pufr pH
3,0 (7:3). Koncentrace 1-AP: 0 (1), 1-107 (2), 2:107 (3), 4-1077
(4), 6107 (5), 8:107 (6) a 1-107° mol dm™ (7). VloZena je kalib-
racni pifimka

Tabulka I
Parametry kalibracnich pfimek pro stanoveni 1-NP a 1-AP metodou DPV na BDDE v prostfedi MeOH-BR pufr pH 3,0
(7:3)
Latka c Smeérnice R LOD LOQ
[mol dm™] [nA mol™ dm?] [mol dm™] [mol dm™]
1-NP 1-10°-1-10* -5,39-10° 0,9998 31077 8:1077
1-AP 1107 - 6107 1,50-107 0,9996 6107 2-107

amplituda —50 mV pro méteni 1-NP a +50 mV pro méfeni
1-AP. V ptipadé¢ 1-NP doporucujeme provadet elektroche-
mickou regeneraci BDDFE pred kazdym méfenim pomoci
padesati potencidlovych skokl mezi E 'reg =+800 mV, tlreg
=0,352E%=-500mV, £ee = 0,3 5. V piipadé 1-AP neni
nutno regeneraci provadét. Koncentracni zavislost 1-NP
promé&fena v rozmezi 1-10°° a7z 1-10™* mol dm™ je linearni
v celém rozsahu s R = 0,9998. Dosazend mez detekce je
3-107 mol dm”® a mez stanovitelnosti 810~ mol dm
(stanoveno z 11 paralelnich méfeni roztoku 1-nitropyrenu
o koncentraci 1-10™° mol dm™).

Koncentra¢ni zévislost 1-AP proméfend v rozmezi
1:107 az 1-10™* mol dm™ je linearni v useku 1-107 az
6:10° mol dm™ sR = 0,9996. Dosazend mez detekce je
6:10°* mol dm> a mez stanovitelnosti 2-10 mol dm
(stanoveno z 11 paralelnich méfeni roztoku 1-aminopyrenu
o koncentraci 2:107 mol dm™). Z provedené studie tudiz
plyne, Ze za uvedenych podminek 1ze na BDDEFE provést
voltametrické stanoveni I-nitropyrenu a l-aminopyrenu
s dostatecnou citlivosti a pfesnosti. V soucasné dob¢ vénu-
jeme pozornost moznosti dal§iho zvySeni citlivosti a selek-
tivity tohoto stanoveni pomoci piedbézné separace a pre-
koncentrace extrakci tuhou fazi a spojeni elektrochemické
detekce studovanych latek s jejich separaci vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii.
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0. Yosypchuk, K. Peckova, and J. Barek (Charles
University, Faculty of Science, Department of Analytical
Chemistry, UNESCO Laboratory of Environmental Elec-
trochemistry, Prague): Voltammetric Determination of
1-Nitropyrene and 1-Aminopyrene at a Boron-Doped
Diamond Film Electrode

Optimum conditions for the determination of car-
cinogenic 1-nitropyrene (NP) and 1-aminopyrene (AP)
by differential pulse voltammetry with a boron-doped dia-
mond film electrode were found — aqueous-methanolic
(3:7) Britton-Robinson buffer (pH 3), scan rate 20 mV s,
pulse duration 100 ms, pulse amplitude —50 mV (NP) and
50 mV (AP). The regeneration in NP determination was
carried out before analysis by switching fifty-times be-
tween the potentials 800 mV and —500 mV every 0.3 s. In
determination of AP, no regeneration was needed. The
limits of quantification were 8-107 and 2:10"" mol dm™ for
NP and AP, respectively.



