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Uvod

Nitrované difenylethery jsou dulezitou a Siroce pouzi-
vanou skupinou herbicidl. Jsou intenzivné pouZzivany na
ochranu mnoha plodin pied plevely' ™. Jedna se o inhibito-
ry protoporfyrinogenoxidasy’ . Jako vétdina ostatnich
agrochemikalii v§ak maji nezZadouci u¢inky na zdravi ¢lo-
veéka a kvalitu Zivotniho prostfedi. Zkoumané latky jsou
vysoce toxické pro vodni studenokrevné organismy'’,
zvlasté bezobratlé. Pro ¢loveka predstavuji riziko zejména
pro svou genotoxicitu'' ™", Soucasny stav poznani neu-
moznuje odhadnout neskodnou koncentraci genotoxickych
latek'®, a proto je zadouci vyvinout metody pro sledovéni
koncentracich. Vzhledem ke snadné elektrochemické redu-
kovatelnosti zkoumanych herbicidl jiz byly vypracovany
metody pro polarografické stanoveni t&chto latek'"'®. Rov-
néz bylo prostudovano jejich elektrochemické chovani
pomoci cyklické voltametrie na elektrodé ze skelného uhli-
ku, a to ve vodném i nevodném prostfediw. Stanoveni
téchto latek na stiibrné tuhé amalgamové elektrodé ¢i uhli-
kové pastové elektrodé dosud nebyla vénovana pozornost.
Cilem této prace proto bylo ovéfit pouzitelnost diferencni
pulsni voltametrie (DPV) na meniskem modifikované tuhé
stiibrné amalgamové elektrodé (m-AgSAE) a uhlikové
pastové elektrodé (CPE) pro stanoveni zkoumanych herbi-
cidi s cilem dosahnout co nejnizsi meze detekce. Pouzitel-
nost CPE byla v této praci z ¢asovych divodd testovana
pouze na acifluorfenu, jeji testovani na dalSich studova-
nych herbicidech bude nasledovat.

Cena Merck

Experimentalni ¢ast
Reagencie

Zasobni roztok oxyfluorfenu (OF, 2-chlor-1-(3-
ethoxy-4-nitrofenoxy)-4-(trifluormethyl)-benzen, CAS Reg.
&. 50594-66-6, viz obr. la) o koncentraci 1-107 mol L™
byl pfipraven rozpusténim 0,0362 g této latky (99%, Sig-
ma-Aldrich Laborchemikalien, Némecko) ve 100 mL
methanolu. Roztoky o nizSich koncentracich byly pfipra-
veny presnym fedénim zasobniho roztoku methanolem.

Zasobni roztok acifluorfenu (AF, 5-[2-chlor-4-
(trifluormethyl)fenoxy]-2-nitrobenzoova kyselina, CAS
Reg. & 50594-66-6, viz obr. 1b) o koncentraci 2:10* mol L™
byl ptipraven rozpusténim 0,0182 g této latky (99%, Sig-
ma—Aldrich Laborchemikalien, Némecko) ve 250 mL vo-
dy. Roztoky o niZSich koncentracich byly pfipravovany
presnym fedénim zasobniho roztoku vodou.

Zasobni roztok nitrofenu (NF, 2,4-dichlorfenyl-4-
nitrofenylether, CAS Reg. ¢.1836-75-5, viz obr. lc)
o koncentraci 1-107 mol L™' byl pfipraven rozpus§ténim
0,0284 g této latky (99%, Sigma-Aldrich Laborchemikali-
en, Némecko) ve 100 mL methanolu. Roztoky o nizSich
koncentracich byly pfipravovany presnym fedénim zasob-
niho roztoku methanolem. VSechny roztoky byly uchové-
vany ve tmé v chladnicce.

Dalsi pouzité chemikalie (kyselina boritd, octova
kyselina (99%), kyselina fosfore¢na (85%), hydroxid sod-
ny, chlorid draselny, methanol, vSe p. a.) byly ziskany od
Lachema Brno, CR. Brittonovy — Robinsonovy (BR) puf-
ry o pozadovaném pH byly pfipraveny smisenim 0,2 M-
NaOH s roztokem obsahujicim 0,04 mol L' kyselinu
boritou, fosfore¢nou a octovou. Hodnota pH byla métena
digitalnim pH-metrem Jenway 3510 (Jenway, Essex, Vel-
ka Britanie) s kombinovanou sklenénou elektrodou (typ
924 005) kalibrovanou standardnimi vodnymi roztoky
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Obr. 1. Strukturni vzorce
a oxyfluorfenu (c)

acifluorfenu (a), nitrofenu (b)

* Vit Novotny ziskal 1. cenu v soutézi O cenu firmy Merck 2008 za nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru analytic-

ka chemie.
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pufri. V piipadé vodné-methanolickych roztokt se tudiz
jedné pouze o orienta¢ni hodnoty. Pro pfipravu vodnych
roztoki byla pouzivana deionizovana voda (Millipore,
USA). Pouzivané roztoky byly uchovavany v chladnicce
ve sklenénych nadobach.

Aparatura

Pii v8ech voltametrickych technikdch byla pouZita
sestava Eco-Tribo Polarograf se softwarem PolarPro verze
4.0 (oboji Polaro-Sensors, Praha, CR). Software pracoval
v opera¢nim systému Windows 98 (Microsoft Corp.). Jed-
notlivd méfeni byla provadéna ve tfielektrodovém zapojeni
s referencéni argentochloridovou elektrodou (1 M-KCI)
typu RAE 113 (Monokrystaly, Turnov) a platinovou drat-
kovou pomocnou elektrodou. Pri elektrochemické redukcei
acifluorfenu, nitrofenu a oxyfluorfenu byla jako pracovni
elektroda pouzivana m-AgSAE. Pro srovnani byla ke sta-
noveni acifluorfenu rovnéz pouzita CPE.

m-AgSAE je elektroda tvofend sloupcem amalgamu
pfipraveného z praskového stiibra uzavieného ve sklenéné
trubicce, ktery je na povrchu elektrody smocen meniskem
rtuti. Byla vyvinuta pro pouziti pfi modernich voltametric-
kych metodach, zejména tam, kde pouziti kapalné rtuti
zakazuji pravni Gpravy. Jejimi vyhodami jsou mechanicka
robustnost umoznujici jeji pouziti v pratokovych systé-
mech ¢i terénnich métenich, dlouha zivotnost a nizka cena.
Oproti rtut'ové kapajici elektrodé poskytuje ponékud vyssi
meze detekce a Casto dochazi k jeji pasivaci. Reproduko-
vatelnost méfeni se vSak da velmi snadno udrzet jednodu-
chym a technicky snadno realizovatelnym elektrochemic-
kym obnovovanim povrchu elektrody. V této praci byla
pouzita m-AgSAE od firmy Polaro Sensors, Praha. Elek-
trochemicka piiprava elektrody byla provadéna podle po-
stupu uvedeného v praci’’. Tento postup zahrnoval nésle-
dujici operace:

Cena Merck

Amalgamace — ponofenim elektrody do malé nadob-
ky se rtuti asi na 15s se obnovil meniskus elektrody.
Amalgamace byla provadéna kazdy tyden, v piipadé zhor-
Sené¢ho chovani elektrody, které nebylo mozno jinym zpu-
sobem odstranit, i diive.

Elektrochemicka aktivace v roztoku 0,2 M-KCI vlo-
zenim potenciadlu —2200 mV na elektrodu za michani po
dobu 5 min. Aktivace byla provadéna po amalgamaci a pfi
preruseni prace s elektrodou del$im neZ jedna hodina.

Regenerace, provadénd pred kazdym zmeéfenim
voltamogramu, spocivala ve stfidavém vkladani potenci-
alu Ej, o a potencidlu Efp r,. Experimentdlné nalezené
a ovéfené hodnoty téchto potencialti pro jednotlivé latky
apH jsou uvedeny v tabulce I. Potencial byl vkladan ve
300 pulsech trvajicich 50 ms.

Voltametrické stanoveni acifluorfenu bylo pro srov-
nani provedeno rovné€Z na uhlikové pastové elektrode.
Tato elektroda je tvofena smési uhliku a pastovaci kapali-
ny. Pfi ptipravé CPE jsou Siroké moznosti pouziti riznych
forem uhliku a riznych pastovacich kapalin. V tomto pii-
padé bylo pouzito smési 250 mg mikrokuli¢ek ze skelného
uhliku o priméru 0,4-12 pm (Alpha Aesar, USA)
a 100 pL mineralniho oleje (Fluka Biochemika, Svycar-
sko). Mezi hlavni vyhody pastovych elektrod patii velice
snadné regenerace pasivovaného povrchu elektrody pros-
tym vytlacenim ¢asti pasty a otfenim o filtra¢ni papir. Dal-
§imi vyhodami jsou jednoducha robustni konstrukce
a snadnd moznost chemické ¢i biologické modifikace
elektrody?'.

Pracovni postupy
Pfi meéfeni voltametrickych kiivek bylo v pfipadé

nitrofenu a oxyfluorfenu postupovano, pokud neni uvede-
no jinak, nasledujicim zpisobem: do odmérné banky

Tabulka I
Pouzité hodnoty regenerac¢nich potencialli [mV] pro jednotlivé latky a pH
pH Acifluorfen Oxyfluorfen Nitrofen

Einreg Efinreg Einreg Efinreg Eipreg Efinreg
2 200 -500 -150 —1000 100 -900
3 -100 —1000 -150 —1000 0 -900
4 -100 —1000 -150 —-1200 0 -900
5 -100 —-1100 -150 —-1200 0 —1000
6 -100 —-1100 -150 —-1200 0 —1000
7 -200 —1100 -150 -1250 -100 —1000
8 -300 —-1200 -300 —-1350 -100 —-1000
9 -300 —-1200 -300 —-1350 -100 —1000
10 -300 —-1200 -300 —-1350 -200 —1100
11 -300 —-1200 -300 —-1350 -200 —1200
12 -300 —-1200 -300 —-1500 -200 —-1200
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oobjemu 10 mL bylo odpipetovano piislusné mnozstvi
zasobniho roztoku zkoumané latky v methanolu, pfidan
methanol do celkového objemu 5 mL a nakonec byl roztok
doplnén BR pufrem o pfislusném pH po znacku. Takto
pripraveny roztok byl po promichéani pteveden do polaro-
grafické nadobky, zbaven kysliku pétiminutovym pro-
bublanim dusikem a poté byl proveden zaznam voltamet-
rické kiivky. Pred vstupem dusiku do nadobky byla zara-
zena promyvacka obsahujici smés vody a methanolu ve
stejném pomeéru jako analyzovany roztok, tj. 1:1. VSechny
kiivky byly méfeny tiikrat. V ptipad¢ acifluorfenu bylo do
odmérné banky o objemu 10 mL odpipetovano pfislusné
mnozstvi zasobniho vodného roztoku zkoumané latky
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Obr. 2. DP voltamogramy oxyfluorfenu (¢ = 1-10~° mol L™") na
m-AgSAE v prostiedi BR pufr — methanol (1:1); pH BR pufru:
2,0 (1), 3,0 (2),.4,0 (3), 5,0 (4), 6,0 (5), 7,0 (6), 8,0 (7), 9,0 (8),
10,0 (9), 11,0 (10), 12,0 (11)

675 E[mV] -750 -825

-600
Obr. 3. DP voltamogramy oxyfluorfenu na m-AgSAE v pro-
stiedi BR pufr o pH 12 — methanol (1:1); ¢(OF) = 0 (1), 2:107°
(2), 4107 (3), 6:107 (4), 8:107° (5), 1-107° (6) mol L'
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a doplnéno roztokem BR pufru o ptislusném pH po rysku.
Pfi méfeni voltamogramii acifluorfenu na CPE bylo bubla-
no 10 min dusikem, ¢imz do$lo k dokonalému odstranéni
kysliku z roztoku. VSechna méfeni byla provadéna za la-
boratorni teploty. Pfi DPV na m-AgSAE i CPE byly na
elektrody vkladany pulsy o $ifce 80 ms a modulacni ampli-
tudé —50 mV, byla pouZita rychlost polarizace 20 mV s™".
Mez stanovitelnosti (Lp) byla pocitana podle vzorce Lp =
3s/a, kde s je smérodatna odchylka signalu pro 10 paralel-
nich stanoveni sledované latky pii koncentraci odpovidaji-
ci nejniz8§imu bodu kalibra¢ni zavislosti a a je smérnice
kalibragni pfimky v nejniz§im koncentraénim rozmezi*>.

-800 F [mV] -850

Obr. 4. DP voltamogramy oxyfluorfenu na m-AgSAE v pro-
stiedi BR pufr o pH 12 — methanol (1:1); ¢(OF) = 0 (1), 2:10”’
(2), 4107 (3), 6107 (4), 8:107(5), 1-107° (6) mol L™
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Obr. 5. DP voltamogramy nitrofenu (¢ = 1-10~ mol L™") na m-
AgSAE v prostiedi BR pufr — methanol (1:1); pH BR pufru:
2,0 (1), 3,0 (2), 4,0 (3), 5,0 (4), 6,0 (5), 7,0 (6), 8,0 (7), 9,0 (1),
10,0 (9), 11,0 (10), 12,0 (11)
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Vysledky a diskuse

Vliv pH na chovani oxyfluorfenu (¢ = 1-107> mol L™)
pfi DP voltametrii na m-AgSAE byl studovan ve smési
methanolu a BR pufru v poméru 1:1 v rozmezi pH pouZi-
tého BR pufru 2—-12. Zaznamenané voltametrické kiivky
ukazuje obr. 2. Latka poskytuje v celém rozsahu pH jeden
pik, vrozmezi pH 8-12 je patrny ndznak druhého piku.
Potencial piku sklesajicim pH roste, proud piku
s rostoucim pH vzrasta. Nejlépe vyhodnotitelné voltamo-
gramy byly ziskany v roztoku, ktery obsahoval BR pufr o
pH 12 a methanol (1:1). Koncentratni zavislosti byly

Obr. 6. DP voltamogramy nitrofenu na m-AgSAE v prostiedi
BR pufr pH 3 — methanol (1:1); ¢(NF) = 0 (1), 8:107° (2), 1-107°
(3), 2107 (4), 4-107° (5), 6:107° (6), 8:107 (7), 1.10™* (8) mol L™
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Obr. 7. DP voltamogramy nitrofenu v prostiedi BR pufr
o pH 3 — methanol (1:1) na m-AgSAE; ¢(NF) =0 (1), 6107 (2),
81077 (3), 1:107° (4), 2:107 (5), 4107 (6), 6:107° (7) mol L'

Cena Merck

v tomto prostiedi zmé&feny v rozmezi 2:10°~1-10 mol L™
(obr. 3) a 2:107-1-10° mol L™' (obr. 4). Pro koncentraci
niz&i nez 2:107 mol L' jiz nebylo mozno ziskané volta-
mogramy vyhodnotit. Parametry ziskanych koncentrac-
nich zavislosti jsou uvedeny v tabulce II.

Vliv pH na chovani nitrofenu (¢ = 1:10° mol L™ pri
DPV na AgSAE byl studovan v zakladnim elektrolytu
tvofeném smési methanolu a BR pufru v poméru 1:1
v rozmezi pH pouzittho BR pufru 2-12. Zaznamenané
voltametrické ktivky ukazuje obr.5. Latka poskytuje
v celém rozsahu pH pouze jeden pik. Potencial piku se
se stoupajicim pH posouva k negativnéj§im hodnotam.

0 -200 -400 -600 -800
E [mV]

Obr. 8. DP voltamogramy acifluorfenu (¢ =1-10° mol L™") na
m-AgSAE v prostiedi BR pufru o pH: 2,0 (1), 3,0 (2),.4,0 (3),
5,0 (4), 6,0 (5), 7,0 (6), 8,0 (7), 9,0 (8), 10,0 (9), 11,0 (10),
12,0 (11)
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Obr. 9. DP voltamogramy acifluorfenu na m-AgSAE v BR
pufru o pH 12; ¢(AF) = 0 (1), 2:107° (2), 4107 (3), 6:107 (4),
8107 (5), 1107 (6) mol L™
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Nejvyssi proud piku a nejlépe vyhodnotitelné voltamo-
gramy byly ziskany v roztoku, ktery obsahoval BR pufr
o pH 3 a methanol (1:1). Koncentracni zavislosti byly v tomto
prostiedi proméfeny v rozmezi 8:10°-1-10 mol L™ (obr. 6 )
a 6:107—6:10"° mol L™" (obr. 7). Pro koncentraci niz3i nez
6107 mol L™ jiz nebylo mozno ziskané voltamogramy
vyhodnotit. V tabulce II jsou uvedeny charakteristiky ka-
libra¢ni zéavislosti a dosaZena mez detekce.

Vliv pH na chovani acifluorfenu (¢ = 1:10™ mol L™)
pfi DP voltametrii na AgSAE byl studovan v BR pufru pfi
pH 2-12 (viz obr. 8). Acifluorfen poskytuje v celém rozsa-
hu pH jeden dobife vyvinuty pik, jehoz vyska ponckud
zavisi na pH. Pfi urCitych pH je patrny jesté dalsi, Spatné

" 1 " 1 "
-500 -600 E[mv] -700 -800

Obr. 10. DP  voltamogramy acifluorfenu na m-AgSAE
v BR pufru o pH 12; ¢(AF) = 0 (1), 1-107° (2), 2:107° (3), 4-10™°
(4), 6:107°(5), 8:107°(6), 1-107° (7) mol L™
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Obr. 11. DP voltamogramy acifluorfenu (¢ = 1-10~5 mol L™") na
CPE. Méfeno v BR pufru, pH: 2,0 (1), 3,0 (2), 4,0 (3), 5,0 (4),
6,0 (5), 9,0 (6), 12,0 (7)

Cena Merck

vyvinuty a analyticky nevyuzitelny pik. Koncentracni za-
vislosti byly proméfeny pii pouZziti pufru o pH 12
vrozmezi 2:10°-1-10* mol L™" (obr.9) a 1:10°-1-107°
mol L™' (obr. 10) . Ve vy3&im koncentraénim rozmezi je
patrna nelinearita kalibra¢ni zavislosti. Pro koncentraci
niz§i nez 1-10°° mol L™ jiz nebylo mozné ziskané volta-
mogramy vyhodnotit. Dosazena hodnota Lp 3-107° mol L™
(uvedeno v tab. II) je zfeteln€ vyssi nez pro zbylé dvé lat-
ky na této elektrodé, ziejmé v disledku ptitomnosti disoci-
ovatelné karboxylové skupiny.

Vliv pH na chovani acifluorfenu (¢ = 110~ mol L™)
pfi DPV na CPE byl studovéan v BR pufru o pH 2-12 (viz
obr. 11). Latka poskytuje v celém rozmezi pH jeden dobie

-1200 T T T

-800

E[mV] -400

Obr. 12. DP voltamogramy acifluorfenu na CPE v BR pufru
0 pH 2; ¢(AF) =0 (1), 2:10° (2), 4-107° (3), 6:10°° (4), 8:10°° (5),
1:107° (6) mol L™

E [mV] -400

-200 -300

Obr. 13. DP voltamogramy acifluorfenu na CPE v roztoku BR
pufru o pH2; ¢(AF)=0(1), 1-107 (2), 2:107 (3), 41077 (4),
6:1077(5), 8:1077 (6) 1-107° (7) mol L™
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Tabulka IT
Parametry kalibracnich zavislosti pro voltmetrické stanoveni studovanych latek ve sledovaném koncentra¢nim rozmezi
Latka/elektroda ¢ [mol L™ Smérnice Usek Smérodatna Korela¢ni Lp
[nALmol'] [nA] odchylka [nA]  koeficient [mol L™
Acifluorfen/m-AgSAE 1-107°-1-107 -6,7-10° 0,23* 0,7 -0,9978 3107
Acifluorfen/CPE 1-107-1-10°  -1,1-10° 11,1* 16 -0, 9577 5107
Nitrofen/m-AgSAE 6:107-6:10°  -7,1-10° -0,40° 0,2 -0,9667 9107’
Oxyfluorfen/m-AgSAE 2:107-10-107  -9,5-10° -0,40° 0,1 -0,9667 31077

? t-Testem bylo potvrzeno, 7e na 95% hlading vyznamnosti tento usek neni odlisny od nuly; ° t-Testem bylo potvrzeno, Ze

na 95% hladin€ vyznamnosti je tento usek odli$ny od nuly

vyvinuty a analyticky vyuzitelny pik, jehoz vyska klesa
s rostoucim pH. Potencial tohoto piku se s rostoucim pH
posouva k zaporngjsim hodnotam. Pii pH 6 a vysSSim se
ani proud ani potencial piku jiz prakticky neméni. Pti urci-
tych pH se objevuje jesté naznak dalsiho, $patné vyvinuté-
ho a analyticky nevyuzitelného piku pii negativnéjSich
potencialech. Kalibra¢ni zdvislosti byly proméfeny pii
pH2 vrozmezi koncentraci 2:10°-1-107> mol L™
(obr. 12) a 1-107"=1-10"° mol L' (obr. 13). Pro koncentra-
ci niz§i nez 4107 mol L™ jiz nebylo moZno ziskané
voltamogramy vyhodnotit. Pfi optimalnim pH poskytuje
acifluorfen v dusledku velké plochy elektrody na CPE
detekce neZ na m-AgSAE. Charakteristiky kalibracni z4-
vislosti a Lp jsou uvedeny v tab. II.

Z této tabulky je patrno, Ze ve vSech pfipadech jsou
tyto zavislosti ve sledovaném koncentra¢nim rozmezi line-
arni. ProtoZe cilem prace bylo stanoveni co nejnizSich
koncentraci, nebyly tyto zavislosti studovany ve vyssich
koncentracnich rozmezich, kde lze ocekavat odchylky od
linearity.

Zavér

Byly nalezeny optimalni podminky pro DPV stanove-
ni oxyfluorfenu na m-AgSAE (BR pufr pH 12 — methanol
(1:1)) umoziiujici dosazeni meze detekce 3-1077 mol L™\
Jako optimalni pro DPV stanoveni nitrofenu na m-AgSAE
se ukazal zéakladni elektrolyt o slozeni BR pufr pH 3:
methanol (1:1) a v tomto prostfedi bylo dosazeno meze
detekce 9-1077 mol L™'. DPV stanoveni acifluorfenu na m-
AgSAE pfi pouziti BR pufru pH 12 poskytuje mez detek-
ce 3-10° mol L™". Pro srovnani bylo rovné&z prostudovano
voltametrické chovéni acifluorfenu v prostfedi BR pufru
o pH 2-12 pomoci DPV na CPE. V prostfedi BR pufru
opH 2 bylo dosazeno meze detekce 5-107" mol L™'. Tato
hodnota je téméf o fad niz§i nez pro DPV stanoveni této
latky na m-AgSAE, coz ziejm¢ souvisi s vétsi plochou
uhlikové pastové elektrody. (Vypocteny pomér geometric-
kych ploch m-AgSAE a CPE je ptiblizn¢ 1:18). Svou roli
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vSak mize hrat i odliSny mechanismus elektrochemické
redukce nitroskupiny na amalgamové a pastové elektrod¢,
ktery se odrazi i vrizném poctu pozorovanych pikl
a v niz8i opakovatelnosti potencial piku na CPE. Tento
mechanismus bude pfedmétem dalsiho studia.

Autoii dékuji za financni podporu MSMT CR (projekt
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V. Novotny and J. Barek (Charles University in
Prague, Department of Analytical Chemistry, UNESCO
Laboratory of Environmental Electrochemistry): Voltam-
metric Determination of Acifluorphen, Nitrophen and
Oxyfluorphen with Solid Silver Amalgam and Carbon
Paste Electrodes

Optimum conditions are described for the determina-
tion of micromolar and submicromolar concentrations of
herbicides Acifluorphen, Oxyfluorphen and Nitrophen by
differential pulse voltammetry (DPV) on non-toxic solid
silver amalgam electrode with modified meniscus in
Britton-Robinson buffers at different pH. The detection
limits are in the range 10°~10"" mol L™". DPV determi-
nation of Acifluorphen in BR buffer at pH 2 using
a carbon paste electrode was developed with a detection
limit of 5:107" mol L™".



