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Uvod

S neustalym rozvojem primyslové ¢innosti stoupa
také znecisténi Zivotniho prostfedi toxickymi latkami. Je-
jich vyzkum a monitorovani, k némuz je zapotiebi vyvijet
citlivé metody pro stanoveni téchto latek, se tak dostavaji
do poptedi z4jmu ekologickych a environmentalnich véd.
Derivaty polycyklickych aromatickych uhlovodikti (PAH)
s oxoskupinou ¢i aminoskupinou jsou dobie znamé nebez-
pecné latky vyskytujici se ve zneCisténé vod¢, atmosfére
iptdé'. Primarnim zdrojem oxoderivati PAH (OPAH)
jsou spalovaci procesy' ™, predev§im antropogenniho pi-
vodu, jako je topeni, automobilova doprava a primyslova
ginnost'. Vznikaji také jako produkty reakci PAH
s ozonem v atmosféfe’ a jako rozkladné produkty PAH
v bakterialnich procesech*®. Aminoderivaty PAH (APAH)
jsou latky pouZivané piedevSim v primyslu pfi vyrobé
barviv’®, jako ptisady do polymernich a pryzovych smési’
nebo jako meziprodukty pfi vyrobé primyslovych chemi-
kalii (pesticidy, 1éky), proto je lze nalézt na riznych pra-
covnich mistech a v primyslovych odpadnich vodach’’.
Vyskytuji se v potravinach v diasledku bézného tepelného
zpracovani pokrmu, jako je vafeni, smazeni a grilovani
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potravin bohatych na bilkoviny (napt. maso)'®. APAH jsou
také hlavnimi metabolity nitroderivath PAH (NPAH)
v Zivych organismech”!".

2-Aminofluoren-9-on (2-AFN, obr. 1) je biologicky
aktivni latka, ktera je nebezpecna lidskému zdravi a vyka-
zuje genotoxické cinky'?. 2-AFN je jednim z aminoderi-
vati fluoren-9-onu'®, které se vyskytuji v Zivotnim prostie-
di, a jeho vyskyt je spojen se zpracovanim a ¢isténim zem-
niho plynu v plynovych rafinériich; vzorky podzemnich
vod odebranych z téchto ekologicky zatizenych mist Casto
obsahuji PAH a jejich derivaty'*'">. 2-AFN a jemu struk-
turné podobné latky (2-aminofluoren-9-ol, 2.4,7-tri-
nitrofluoren-9-on, fluoren-9-on, 2,7-dinitrofluoren, 2-nitro-
fluoren a fluoren) byly spolu s emisemi oxidd dusiku, re-
spirabilnimi ¢4sticemi a mnoha dal§imi PAH nalezeny
pomoci GC-MS a HPLC-UV ve vyfukovych plynech
vznétovych motor'®. Obecné jsou aromatické aminy ne-
bezpecné latky majici mutagenni a karcinogenni potenci-
al'’. Genotoxicky uginek 2-AFN jako metabolitu byl zkou-
méan in vitro s pouzitim izotopu fosforu **P pro znaceni
DNA adukti'?. Fotooxidaci 2-aminofluorenu vznikaji mu-
tageny pusobici na bakterie rodu Salmonella. Mezi tyto
mutageny patii 2-nitrosofluoren, 2-nitrofluoren, 2-nitro-
fluoren-9-on a 2-AFN'. Piedpokladana karcinogenita
2-AFN a nékterych strukturné podobnych latek byla zkou-
mana pomoci testll cytotoxicity na hepatocytech v jatrech
potkantl. Pozitivni reakci poskytl 2-aminofluoren, ktery je
znamym hepatokarcinogenem, ale negativni reakci na kar-
cinogenitu  poskytl 2-nitrofluoren, 2-AFN, fluoren
a anthracen'®. V Zivych organismech byl 2-AFN prokazan
jako jeden zmetabolitd 2-nitrofluorenu'®?' (2-AFN byl
identifikovan pomoci LC-MS v moc¢i potkani, kterym byl
2-nitrofluoren podavan®**).

2-AFN byl také pouzit jako amin pro piipravu
Schiffovych bazi, které poskytuji Siroké spektrum moznos-
ti klinického vyuziti, pfedevsim jako protinadorové latky
pii 16¢b& nadorovych onemocnéni*’. Fluorimetricky vy-
zkum chovani 2-AFN pfi interakci s B-cyklodextrinem
(interakce analogicka k interakci mezi substratem a enzy-
mem) poskytl vysledky, které byly uplatnény pii pou-
ziti 2-AFN jako fluorescenéni sondy pro vysetfovani bio-
logického prostiedi®.
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Obr. 1. Strukturni vzorec 2-aminofluoren-9-onu

* Andrea Hajkova tuto praci aspésné prezentovala na soutézi O cenu firmy Merck 2012 za nejlepsi studentskou védeckou

praci v oboru analyticka chemie.
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Vzhledem k tomu, Ze 2-AFN obsahuje ve své struktu-
fe jak oxoskupinu, kterou lze elektrochemicky snadno
redukovatzoll'%’zg, tak i aminoskupinu, kterou lze elektro-
chemicky snadno oxidovat'"***, je mozné pro stanoveni
jeho stopovych mnoZzstvi pouzit moderni polarografické a
voltametrické techniky®'*?. V nasi predchozi praci®' byly
nalezeny optimalni podminky pro stanoveni submikromo-
larnich koncentraci 2-AFN pomoci DC voltametrie (DCV)
(mez stanovitelnosti (Lq) = 2:107 mol 1) a diferenéni
pulsni voltametrie (DPV) (Lq = 1-107 mol 1) na visici
rtutové kapkové minielektrodé (HMDmE). Ve snaze do-
sahnout niz8$i hodnoty meze stanovitelnosti 2-AFN, nez
jaka byla ziskana pii DPV na HMDmE, bylo vyuzito aku-
mulace 2-AFN na povrch pracovni elektrody, tedy techni-
ky adsorpcni rozpoustéci diferencni pulsni voltametrie
(AdSDPV) na HMDmE (cit.”*), coz umoznilo dosahnout
hodnoty Lq téméf o dva koncentraéni fady nizsi, a to
4-10”° mol I (cit.*'?%).

Soucasna analytickd chemie zivotniho prostfedi vSak
neustale zvysuje naroky na nové vyvijené analytické meto-
dy, piedevsim z hlediska jejich citlivosti***°. Pozadavek na
sledovani nanomolarnich az pikomolarnich koncentraci
genotoxickych latek v zivotnim prostiedi je pak nejcastéji
feSen pomoci kombinace U€inné prekoncentraéni techniky
a nasledného stanoveni analytu vhodnou analytickou me-
todou™. V piipadé 2-AFN, jehoz vyskyt byl potvrzen pie-
devsim v povrchovych vodach''*, bylo p¥i vyvoji takové-
to dvoustupiiové analytické metody vyuzito spojeni ex-
trakce na tuhou fazi (SPE) s citlivou voltametrickou meto-
dou (SPE-AdSDPV). SPE je moderni metoda velmi vhod-
na pro predbéznou separaci a prekoncentraci celé fady
genotoxickych analyti na zdkladé jejich nekovalentni
(supramolekularni) interakce s vhodnym typem zakotvené
faze. Cilem této prace bylo optimalizovat podminky ex-
trakce 2-AFN na tuhou fazi (prekoncentracni stupen)
a overit pouZitelnost diive vyvinuté voltametrické metody
(AdSDPV na HMDmE)’'** pii stanoveni 2-AFN
v extraktech z modelovych vzorku pitné a ficni vody.

Experimentalni ¢ast
Reagencie

Studovanou latkou byl 2-aminofluoren-9-on (2-AFN,
98%, Sigma-Aldrich, Praha, CR). Zasobni roztok
o koncentraci 1-107° mol ' byl piipraven rozpusténim
0,0489 g 2-AFN v methanolu (99,9%, p.a., Merck, Darm-
stadt, Némecko) v 250ml odmérné baiice. Pfipraveny za-
sobni roztok byl uchovavan ve tmé¢ za laboratorni teploty;
za téchto podminek je zasobni roztok stabilni minimalné
po dobu 3 mésict (dlouhodobé sledovano pomoci UV-
vis spektrofotometrie®’). Roztoky s niz§imi koncentracemi
2-AFN byly pfipravovany ptresnym fedénim jeho zasobni-
ho roztoku methanolem.

Acetatovy pufr o iontové sile 0,2moll™" a pH4,0
(AcB) byl pripraven smisenim 0,2 mol "' octové kyseliny
(80%, p.a., Lach-Ner, Neratovice, CR) a0,2mol I'! hydro-

235

Cena Merck

xidu sodného (p.a., Lach-Ner, Neratovice, CR). Dalsimi
pouzitymi chemikaliemi byly aceton (p.a., Lach-Ner, Ne-
ratovice, CR) a deionizovana voda (produkovana systé-
mem Milli-Q Plus, Millipore, Billerica, MA, USA).

Jako vzorek pitné vody byla pouzita voda z vodovodu
v budové Chemického tstavu PfF UK Praha (Hlavova 8,
Praha 2). Pitna voda byla odtacena po dobu 5 min a potom
byl odebran vzorek. Vzorek fi¢ni vody byl odebran z Labe
v Nymburce u Sportovniho centra (1500 m od vodni elek-
trarny v Nymburce proti proudu feky).

Aparatura

Pti voltametrickych stanovenich byla pouzita sestava
Eco-Tribo Polarograf se softwarem Polar Pro verze 5.1
(oboji Polaro-Sensors, Praha, CR). Software pracoval
v opera¢nim systému Windows XP (Microsoft Corporati-
on, Redmond, WA, USA). Jednotlivd méteni byla prova-
déna ve tiielektrodovém zapojeni, ve kterém byla jako
referentni elektroda pouzita argentchloridova elektroda
typu RAE 113 (1 mol I"! KCI, Monokrystaly, Turnov, CR)
a jako pomocna elektroda platinova dratkova elektroda
typu PPE (Monokrystaly, Turnov, CR). Pracovni elektro-
dou byla visici rtutova kapkova minielektroda (HMDmE)
typu UMUE (Polaro-Sensors, Praha, CR). Pro vytvofeni
kapky byl ventil otevien po dobu 450 ms (povrch rtutové
kapky 1,42 mm?, priitokova rychlost rtuti 5,92 mg s'). Pro
techniku AdSDPV byla pouzita rychlost polarizace
20mVs ' a na elektrody byly vkladany pulsy o Sifce
100 ms (proud vzorkovan poslednich 20 ms) a modula¢ni
amplitudé —50 mV.

Presnd hodnota pH byla méfena digitalnim pH-
metrem Jenway 3510 s kombinovanou sklenénou elektro-
dou typu 924 005 (oboji Jenway, Chelmsford, Velka Brita-
nie). Pfistroj byl kalibrovan pomoci standardnich vodnych
roztok kalibra¢nich pufrt.

Pro extrakci na tuhou fazi (SPE) byly pouzity kolon-
ky LiChrolut RP-18 E (500 mg sorbentu, kat. ¢.
1.19849.0001, Merck, Darmstadt, Némecko), které jsou
dle tdaji vyrobce vhodné pro separaci slabé polarnich
latek z vodného prostiedi. Tyto kolonky maji objem 3 ml
a jsou naplnény 500 mg silikagelu s navazanou fazi RP-18.
Kolonka byla napojena na extraktor, ktery byl pfes pojist-
nou nadobu spojen s vakuovou pumpou, ktera zajistovala
podtlak. Podtlak byl kontrolovan manometrem a udrzovan
na hodnoté 50 kPa. Vzorky 2-AFN ptipravené v fi¢ni vodé
byly pred SPE piefiltrovany pres filtry MN GF-3 (filtr ze
skelnych vlaken, plo$na hmotnost 50 g m™, tloustka
0,28 mm, kruhovy primér 50 mm, Macherey-Nagel,
Diiren, Némecko).

Voltametricka méfeni

Pokud neni uvedeno jinak, bylo postupovano nasle-
dovné: piislusny objem zésobniho roztoku 2-AFN byl
v odmérné batice doplnén AcB. Pfed prvnim voltametric-
kym méfenim byl rozpustény kyslik ze vzorku odstranén
ve voltametrické nadobce pétiminutovym probublavanim
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dusikem (Cistota 4.0, Linde, Praha, CR) a pred kazdym
opakovanym méfenim byl roztok znovu probublan alesponi
po dobu 30 s. Nasledné byla provedena akumulace 2-AFN
za optimalnich akumula¢nich podminek pfevzatych z nasi
predeslé prace’’* (potencial akumulace (E,.) 100 mV
a ¢as akumulace () 120 s). VSechna méfeni byla prova-
déna za laboratorni teploty.

Vyska piku pii AASDPV byla méfena od spojnice
minim po jeho stranach. U kalibracnich pfimek byly se-
strojeny konfidenéni pasy na hladiné vyznamnosti
a=0,05 (cit.*®). Mez stanovitelnosti (Lo) byla vypoctena
jako desetinasobek smérodatné odchylky deseti opakova-
nych meéfeni sledované latky o koncentraci odpovidajici
ny smérnici kalibraéni piimky”. K vypoétim a tvorbé
grafit uvedenych v této praci bylo pouzito programi Ori-
gin Pro verze 8.0 (OriginLab Corporation, Northampton,
MA, USA) a Microsoft Excel 2007 (Microsoft Corporati-
on, Redmond, WA, USA).

Extrakce na tuhou fazi

SPE 2-AFN z vodného roztoku byla provadéna nasle-
dujicim postupem: kolonka byla aktivovdna promytim
10 ml methanolu a nasledné promyta 10 ml deionizované
vody. Poté byl pfes kolonku pfesat modelovy vzorek vody
o objemu 100 ml. Zachyceny 2-AFN byl eluovan pfimo do
odmérné banky 5,0 ml methanolu nebo 1,0 ml acetonu
a poté doplnén AcB na objem 10 ml nebo 1,0 ml. Po pro-
michéni byl roztok pfeveden do voltametrické nddobky
a po odstranéni kysliku byl zaznamenan AdSDP voltamo-
gram. Shodnym postupem byl proveden slepy pokus. Pro-
centudlni vytézek SPE byl urc¢en z poméru 7,/ Ipo, kde I, je
vySka piku 2-AFN po SPE z vodného roztoku 2-AFN
o prislusné koncentraci a Ipo je vyska piku 2-AFN
v roztoku pfipraveném extrakci slepého vzorku, k némuz
byl po SPE piidan odpovidajici objem zasobniho rozto-
ku 2-AFN.

Vysledky a diskuse
Optimalizace podminek pro extrakci na tuhou fazi

Prvotni optimalizace SPE byla zaméfena na nalezeni
vhodného rozpoustédla pro eluci analytu z hlediska dosa-
zeni vysokého vytézku extrakce, potfebného mnozstvi
elucniho cinidla a snadnosti jeho odpafeni do sucha. Do
100ml odmérné batiky byl pfidan odpovidajici objem za-
sobniho roztoku 2-AFN (vysledna ¢ = 1-107 mol 1)
a tento roztok byl presat pfes aktivovanou SPE kolonku.
2-AFN zachyceny na kolonce byl postupné vymyvan
1,0ml davkami methanolu, k Gplné eluci 2-AFN doslo az
po vymyti celkem 5,0 ml methanolu. Nasledné byl zazna-
men4dn AdSDP voltamogram na HMDmE v prostiedi me-
thanol — AcB (1:1) (obr. 2). Jiz dive bylo zjisténo, Ze pii-
tomnost methanolu v méfeném roztoku snizuje adsorpci
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Obr. 2. Voltamogramy 2-AFN (c = 1-10° mol I'') méFené me-
todou AdSDPV na HMDmE pii E,.. = 100 mV a #,.. = 120 s.
Prostiedi: methanol — AcB (1:1) (pfimy pfidavek 2-AFN ke sle-
pému vzorku (1) a extrakt 2-AFN z vodného roztoku (2)); aceton
— AcB (1:9) (pfimy ptidavek 2-AFN ke slepému vzorku (3)
a extrakt 2-AFN z vodného roztoku (4)); AcB (pfimy piidavek
2-AFN ke slepému vzorku (5) a extrakt 2-AFN z vodného rozto-
ku (6))

zkoumané latky na povrch HMDmE (cit.?***), proto byla
snaha snizit mnozstvi organické faze pfi voltametrickych
stanovenich. Méfeni bylo zopakovano se stejnou koncen-
traci 2-AFN, ale jako elu¢ni cinidlo byl pouzit aceton,
ktery ma vyssi eluéni silu, a proto jej bylo zapotiebi mensi
mnozstvi (1,0 ml). Poté byl zaznamenan AdSDP voltamo-
gram na HMDmE v prostfedi aceton — AcB (1:9) (obr. 2).
Pro uplné odstranéni organické faze bylo méteni zopako-
vano s acetonem (1,0 ml) jako elu¢nim cinidlem, ten vSak
byl nésledné odpafen do sucha a opét byl zaznamenan
AdSDP voltamogram na HMDmE, nyni v prostiedi 10 ml
AcB (obr. 2). Shodnym postupem byly provedeny odpovi-
dajici slepé pokusy. VSechny AdSDP voltamogramy na
HMDmE byly naméfeny pii optimalnich podminkach aku-
mulace E,.c = 100 mV a ¢, = 120 s (pievzato z cit.31‘34)
a jsou zobrazeny na obr. 2. Ziskané vytézky pro jednotlivé
postupy SPE jsou uvedeny v tab. 1.

Z hodnot uvedenych v tab. I byl pro SPE zvolen jako
optimélni nésledujici postup: 100 ml vodného roztoku bylo
presato pies aktivovanou SPE kolonku, zachycené mnoz-
stvi 2-AFN bylo eluovéano z kolonky 1,0 ml acetonu, na-
sledovalo odpafeni elu¢niho ¢inidla do sucha, rozpusténi
ziskaného odparku v 10 ml nebo v 1,0 ml AcB a voltame-
trické méfeni v prostiedi AcB. Cim niZ$i byl obsah orga-
nické slozky, tim vyssi byl signal latky, a tedy i lepsi ad-
sorpce 2-AFN na povrch HMDmE. Vyssi byl i vytézek
extrakce a nizsi relativni smérodatnd odchylka (s,) stano-
veni. Tento postup poskytl vysledny vytézek extrakce
(98,7 £ 1,7) % (s, = 1,3 %, n = 4), prekoncentracni faktor
(k) byl za téchto podminek stanoven jako 9,87 (teoreticky
prekoncentracni faktor (ko) mél hodnotu 10).
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Tabulka I

Cena Merck

Parametry SPE ze 100 ml roztoku 2-AFN (¢ = 1:10" mol I'") v deionizované vod& do 10 ml objemu mé&feného vzorku
(c~1-10° mol I'"); méfeno metodou AdSDPV na HMDmE pfi E,e. = 100 mV a f,ee = 120 s

Vysledné prostiedi méfeného roztoku 1,° A Vytézek * s; vtézku
[nA] [nA] [%0] (n=4) [%]
Methanol — AcB (1:1) -37,1 —46,3 80,1 11,5
Aceton — AcB (1:9) -90,9 -95.3 95,4 2,9
AcB —-147,2 -150.4 97,9 1,3

“Hodnota ziskana z jednoho mé&feni zobrazeného na obr. 2, ® relativni smérodatna odchylka (s,) v ramei série po sob& jdou-

cich meéteni vytézkl SPE

Extrakce 2-aminofluoren-9-onu z deionizované vody

Nejprve byl optimalni postup pro stanoveni 2-AFN
v modelovych vzorcich vody vyzkouSen na SPE z deioni-
zované vody jako idealni modelové matrice. K pfevedeni
2-AFN ze 100 ml vodného roztoku do organické faze byla
pouzita technika SPE s naslednou eluci 2-AFN 1,0 ml
acetonu a odpafenim do sucha. Odparek byl rozpustén
v 10 ml nebo 1,0 ml AcB a vznikly roztok byl analyzovan
metodou AASDPV. Metodou SPE-AdSDPV bylo prométe-
no koncentra&ni rozmezi 1-10'° az 1:10° mol I"' 2-AFN; pii
SPE doslo k zakoncentrovani analytu ze 100 ml deionizo-
vané vody (koncentrace 1-107'% az 1-10” mol "' 2-AFN)
do 10 ml mé&feného roztoku (koncentrace 1-107° az
1:10® mol 1" 2-AFN), tedy teoreticky prekoncentraéni
faktor kior = 10. Nasledné bylo stejnou metodou zméfeno
koncentraéni rozmezi 2-107"" az 1-10"° mol 1" 2-AFN
(obr. 3); pti SPE doslo k zakoncentrovani analytu ze
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Obr. 3. Voltamogramy 2-AFN méfené metodou AdSDPV na
HMDmE p¥i E,.. = 100 mV a #,,. = 120 s v prosti‘edi AcB po
SPE ze 100 ml modelového vzorku deionizované vody do
1,0 ml méieného roztoku. Koncentrace 2-AFN ve 100 ml deio-
nizované vody (mol I'): 0 (0), 2-107! (1), 4-107'1 (2), 6:107 (3),
810" (4) a 1-107'° (5). Vlozena je odpovidajici kalibragni piim-
ka; konfiden¢ni pasy jsou zkonstruovany na hladiné vyznamnosti
a=0,05
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100 ml deionizované vody (koncentrace 2-10™"" az 1-10° mol I
2-AFN) do 1,0 ml méfeného roztoku (koncentrace 2-10~°
az 1:10° mol 1" 2-AFN) (keor = 100). Parametry ziska-
nych kalibra¢nich pfimek jsou uvedeny v tab. IL.

Extrakce 2-aminofluoren-9-onu z pitné a fi¢ni vody

Pro ovéfeni vytézku SPE z pitné a fi¢ni vody byl opét
do 100ml odmérné banky s pitnou ¢i fi¢ni vodou ptidan
piislusny objem zasobniho roztoku 2-AFN (vysledna
¢ =1-107 mol 1) a nasledné& byl vyuzit vyie uvedeny
optimalni postup pro SPE s naslednou eluci 2-AFN 1,0 ml
acetonu a odpafenim do sucha a rozpusténim odparku
v AcB. Metodou AdSDPV na HMDmE v prostfedi AcB
pfi Euee = 100 mV a t,.. = 120 s byly prométeny voltamo-
gramy po extrakci 2-AFN zpitné a ficni vody (obr. 4).
Stejnym zplisobem jako v pripadé deionizované vody byly
pfipraveny slepé vzorky.
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Obr. 4. Voltamogramy 2-AFN (¢ = 1:10° mol I'') mé¥ené me-
todou AASDPV na HMDmE p¥i E,.. = 100 mV a £, = 120 s
v prosti‘edi AcB. Extrakce z pitné vody (pfimy piidavek 2-AFN
ke slepému vzorku (1) a extrakt 2-AFN z vodného roztoku (2))
afticni vody (pfimy pfidavek 2-AFN ke slepému vzorku (3)
a extrakt 2-AFN z vodného roztoku (4))
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Tabulka II

Cena Merck

Parametry kalibracnich pifimek stanoveni 2-AFN po SPE zpitné a fi¢ni vody métené metodou AASDPV na HMDmE
v prostiedi AcB pfi E,.. = 100 mV a £, = 120 s; smérodatné odchylky hodnot smérnic a useki jsou vypocteny pro n = 4

Koncentra¢ni rozmezi Smérnice Usek R*® Lo®
ve vodé [mol 1] [A1mol™] [nA] [mol I'']
Extrakce z deionizované vody
SPE ze 100 ml do 10 ml
1-10"%az 1-10” 7,02+ 0,19 —0,63+0,17 0,9963 2-107"°
SPE ze 100 ml do 1,0 ml
2:10"az 1-107"° —2472+0,84  —0,299 + 0,056 0,9954 4-107"
Extrakce z pitné vody
SPE ze 100 ml do 10 ml
2:10"az 1-107° ~536+0,12 ~0,465 + 0,077 0,9982 4-1071°
SPE ze 100 ml do 1,0 ml
4-10"az 1-107"° ~11,84+£048 0,278+ 0,036 0,9950 6-107"
Extrakce z Ficni vody
SPE ze 100 ml do 10 ml
2:10"az1-10”° -3,338+ 0,088 0,376 = 0,059 0,9972 4-107"°

% Koeficient determinace, ® mez stanovitelnosti (100; a = 0,05)

Takto byly ziskany hodnoty vytézki SPE
z modelovych vzorkl vod. Pro pitnou vodu ¢inil vytézek
extrakce 2-AFN (94,4 + 4,0) % (s; = 2,6 %, n = 4),
k=944 (keor = 10), a pro ficni vodu (92,6 £ 5,4) %
(5:=3,8%, n =4), k= 9,26 (kieor = 10). Vyuzitim SPE byl
2-AFN extrahovan ze 100 ml pitné a fi¢ni vody (koncentrace

I, nA

0B,

-600 -660 -720 -;50
E, mV vs. Ag|AgCI (1 mol I KCI)

Obr. 5. Voltamogramy 2-AFN méfené metodou AdSDPV na
HMDmE p¥i E,.. = 100 mV a #,,. = 120 s v prosti‘edi AcB po
SPE ze 100 ml modelového vzorku pitné vody do 10 ml méie-
ného roztoku. Koncentrace 2-AFN ve 100 ml pitné vody (mol I'"):
0 (0), 2:107'° (1), 4-10°(2), 6:107'°(3), 8:107'° (4) a 1-107° (5).
Vlozena je odpovidajici kalibracni pfimka; konfiden¢ni pasy jsou
zkonstruovany na hladiné vyznamnosti o = 0,05
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2:10"%az 1-10° mol I"' 2-AFN) do 10 ml mé&feného rozto-
ku (koncentrace 2-10° az 1-10® mol I'' 2-AFN) (kieor = 10)
anasledné¢ byly roztoky zméteny metodou AdSDPV na
HMDmE v prostiedi AcB pfi Ey.c = 100 mV a f,, = 120 s.
Za stejnych podminek a ve stejném prostredi byly zméfeny
roztoky po SPE ze 100 ml pitné vody (koncentrace 4-107"!

<
c

N
N
T

-600 -650
E, mV vs. Ag|AgCI (1 mol I KCI)

-550

Obr. 6. Voltamogramy 2-AFN méiené metodou AdSDPV na
HMDmE pfi E,.. = 100 mV a t,,. = 120 s v prosti‘edi AcB po
SPE ze 100 ml modelového vzorku ¥i¢ni vody do 10 ml méfeného
roztoku. Koncentrace 2-AFN ve 100 ml fi¢ni vody (mol 17):
0 (0), 2-107°(1), 4-10°(2), 6:107'°(3), 8:10'°(4) a 1-107°(5).
Vlozena je odpovidajici kalibracni pfimka; konfiden¢ni pasy jsou
zkonstruovany na hladiné vyznamnosti o = 0,05
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az 1-10"° mol 1" 2-AFN) do 1,0 ml méfeného roztoku
(koncentrace 4-107° az 1-10* mol 1" 2-AFN) (kieor = 100),
ale bohuZel nebylo moZné tento postup aplikovat i na SPE
z1iéni vody s kior = 100 z diivodu nevyhodnotitelného
signalu 2-AFN. AdSDP voltamogramy ziskané po SPE
z pitné vody s kior = 10 jsou zobrazeny na obr. 5 a z Ficni
vody s kieor = 10 na obr. 6. Parametry ziskanych kalibrac-
nich pfimek jsou uvedeny v tab. II.

Zavér

V této praci bylo vyuzito kombinace prekoncentra¢ni
techniky extrakce na tuhou fazi (SPE) a nasledného volta-
metrického stanoveni metodou adsorpéni rozpoustéci dife-
ren¢ni pulsni voltametrie (AdSDPV) na visici rtutové kap-
kové minielektrodé (HMDmE) pro stanoveni ultrastopo-
vych mnozstvi genotoxického polutantu povrchovych vod
— 2-aminofluoren-9-onu (2-AFN). Pii vyvoji metody SPE
byla na kolonkach LiChrolut RP-18 E provedena optimali-
zace extrakéniho postupu z hlediska ziskani vysokého
extrak¢niho vytézku a minimalni spotfeby pouZzitého eluc-
niho ¢inidla. Nalezeny optimalni postup SPE byl nasledu-
jici: eluce zachyceného 2-AFN z kolonky byla provedena
pomoci 1,0 ml acetonu, ktery byl posléze odpafen do su-
cha. Nasledné voltametrické stanoveni probihalo po roz-
pusténi ziskaného odparku 2-AFN v 1,0 ¢ v 10ml
0,2mol 1" acetatového pufru o pH 4,0 (AcB). Pii
AdSDPV bylo vyuzito akumulace analytu na povrch pra-
covni elektrody zalozené na nekovalentni (supra-
molekularni) interakci stanovované latky s timto povrchem
pfi potencialu akumulace (£,.) 100 mV a casu akumulace
(face) 120 s (cit.>>h).

Pomoci SPE z deionizované a pitné vody byl 2-AFN
zkoncentrovan ze 100 ml modelového vzorku az do 1,0 ml
méteného roztoku (teoreticky prekoncentracni faktor (kieor)
byl tedy 100) a naslednym méfenim metodou AASDPV na
HMDmE bylo dosazeno hodnoty meze stanovitelnosti (Lq)
az o dva koncentraéni tady nizsi (Lo =~ 4-10"" mol 1" pfi
extrakei z deionizované vody a Lo = 6-10™" mol 1" pfi ex-
trakci z pitné vody) oproti voltametrickému stanoveni 2-AFN
bez pouziti prekoncentracniho kroku (Lq ~ 4- 10° mol I'")
(cit.31"34). Pii stanoveni 2-AFN v modelovych vzorcich
ficni vody bylo extrakci dosazeno snizeni hodnoty L pfi-
blizné o jeden koncentraéni ¥ad (Lo = 4-10 " mol I'"). Tak-
to bylo prokazano, ze techniku SPE s naslednou akumulaci
2-AFN na povrch HMDmE a voltametrickou koncovkou
1ze Gspésné vyuzit pro environmentalni praxi, ve které je
predpokladan vyskyt 2-AFN v akvatickych systémech
v nanomolarnich az pikomolarnich koncentracich.

Tento vyzkum byl provadeén v ramci Specifického vy-
sokoSkolského vyzkumu (SVV). Za financni podporu by-
chom radi podekovali Ministerstvu Skolstvi, mladeze
a télovychovy Ceské republiky (projekt MSM0021620857)
a Grantové agentuie Ceské republiky (projekt P206/12/
GIl51).
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A. Hajkova, V. Vyskodil, and J. Barek (Charles
University in Prague, Faculty of Science, University Cen-
tre of Excellence UNCE “Supramolecular Chemistry”,
Department of Analytical Chemistry, UNESCO Laborato-
ry of Environmental Electrochemistry, Prague): Voltam-
metric Determination of Trace Amounts of 2-Amino-
fluoren-9-one with Preconcentration of the Analyte by
Solid-Phase Extraction

Optimum conditions were found for the determination
of nanomolar and subnanomolar concentrations of geno-
toxic 2-aminofluoren-9-one (2-AFN) by adsorptive strip-
ping differential pulse voltammetry (AdSDPV) at
a hanging mercury drop minielectrode (HMDmE) after
preliminary separation and preconcentration by solid-
phase extraction (SPE) in LiChrolut RP-18 E (500 mg)
columns. The adsorbed analyte was eluted with acetone,
the solution then evaporated to dryness, and the residue
dissolved in acetate buffer (pH 4.0) (AcB). A sample was
then measured by AdSDPV at the HMDmE, with the accu-
mulation potential 100 mV (vs. Ag|AgCl in 1 mol I"' KCI)
and the accumulation time 120 s. Linear calibration curves
were obtained for 2-107"" — 1-10” mol I'' 2-AFN, with the
limit of quantification (Lq) = 4-10""" mol I"'. The method
was verified by the determination of 2-AFN in model sam-
ples of drinking and river water at concentrations 4-10"! —
1:10° and 2-10"° — 1-10° mol I'' (Lo = 6:10"" and
4-10""mol I'", respectively).



