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⁄vod

2-Methyl-4,6-dinitrofenol (MDNF) je pr˘myslovÏ vy-
r·bÏn jako insekticid, fungicid, herbicid a defoliant. Je pro-
d·v·n pod r˘zn˝mi obchodnÌmi n·zvy jako Antinonnin,
Detal, Dinitrol a u n·s Nitrosan 25 (cit.1). Jeho pouûitÌ jako
kontaktnÌho insekticidu je omezeno pouze na obdobÌ vege-
taËnÌho klidu, obzvl·ötÏ u ovocn˝ch strom˘, jako je jabloÚ Ëi
broskvoÚ. Je silnÏ fytotoxick˝ pro dvoudÏloûnÈ plevely, proto
byl vyuûit jako kontaktnÌ herbicid k jejich regulaci v obi-
lovin·ch a k odlisùov·nÌ brambor a luskovin p¯ed skliznÌ2.

Toxicita tÈto l·tky pro ËlovÏka je dob¯e prostudov·na3.
NejpravdÏpodobnÏjöÌ je inhalaËnÌ a derm·lnÌ kontaminace
l·tkou p¯i aplikaci post¯ik˘4. Opakovan˝ akutnÌ kontakt s l·t-
kou m˘ûe vyvolat p¯ecitlivÏlost, astma Ëi chronickou bronchi-
tidu. Jsou takÈ potvrzeny jeho genotoxickÈ ˙Ëinky5, ale podÌl
na vzniku rakoviny nebyl dosud studov·n.

Vysok· akutnÌ toxicita vedla v roce 1991 EPA (Environ-
mental Protection Agency) k zah·jenÌ jedn·nÌ o zruöenÌ regis-
trace tohoto pesticidu v USA (cit.6). Dnes nenÌ 2-methyl-4,6-
-dinitrofenol za¯azen mezi povolenÈ pesticidy ani v »eskÈ
republice7. 2-Methyl-4,6-dinitrofenol se objevuje jako mezi-
produkt p¯i syntÈz·ch fungicid˘ a bioaktivnÌch slouËenin,
barviv a lÈËiv a takÈ jako inhibitor radik·lov˝ch polymeracÌ
vinylaromatick˝ch slouËenin8,9.

PolarografickÈ a voltametrickÈ vlastnosti nitroskupiny na
aromatickÈm kruhu byly jiû studov·ny mnoha autory za r˘z-
n˝ch podmÌnek na ¯adÏ slouËenin. I tÈto slouËeninÏ a jÌ podob-
n˝m l·tk·m byla v tomto smÏru vÏnov·na pozornost v nÏko-
lika Ël·ncÌch10ñ16. CÌlem pr·ce bylo ovÏ¯it pouûitelnost moder-
nÌch polarografick˝ch a voltametrick˝ch metod pro sledov·nÌ
submikromol·rnÌch koncentracÌ tÈto l·tky a urËit meze stano-
vitelnosti p¯i pouûitÌ jednotliv˝ch technik.

Experiment·lnÌ Ë·st

R e a g e n c i e

Z·sobnÌ roztok 2-methyl-4,6-dinitrofenolu v methanolu
o koncentraci 1.10ñ3 mol.lñ1 byl p¯ipraven rozpuötÏnÌm 0,0099 g
l·tky v 50 ml tohoto rozpouötÏdla. Z·sobnÌ roztok 2-methyl-
-4,6-dinitrofenolu ve vodÏ o koncentraci 1.10ñ4 mol.lñ1 byl
p¯ipraven rozpuötÏnÌm 0,0099 g l·tky v 500 ml deionizovanÈ
vody. Roztoky o niûöÌch molarit·ch byly p¯ipravov·ny p¯es-
n˝m ¯edÏnÌm z·sobnÌho roztoku p¯Ìsluön˝m rozpouötÏdlem.
Vöechny roztoky byly uchov·v·ny ve tmÏ za laboratornÌ tep-
loty. D·le byla pouûita kyselina borit·, kyselina octov·, kyse-
lina fosforeËn·, hydroxid sodn˝, chlorid draseln˝ a methanol
(vöe Ëistoty p.a., Lachema, Brno, »esk· republika). Brittono-
vy-Robinsonovy (BR) tlumivÈ roztoky o p¯ÌsluönÈm pH byly
p¯ipraveny obvykl˝m zp˘sobem17. pH tÏchto roztok˘ i pH
jejich smÏsÌ s methanolem bylo kontrolov·no digit·lnÌm pH-
-metrem Jenway (Jenway Ltd., Essex, Velk· Brit·nie) s kom-
binovanou sklenÏnou elektrodou, kalibrovan˝m na standardnÌ
vodnÈ roztoky pufr˘. Pro p¯Ìpravu vodn˝ch roztok˘ byla po-
uûÌv·na deionizovan· voda (Millipore Milli-Q plus systÈm,
Millipore, USA). PouûÌvanÈ roztoky byly uchov·v·ny ve skle-
nÏn˝ch n·dob·ch.

A p a r a t u r a

Byl pouûÌv·n Eco -Tribo polarograf s ¯ÌdicÌm programem
PolarPro verze 4 (Polaro-Sensors, Praha, »esk· republika)
pracujÌcÌm v operaËnÌm systÈmu Windows 98 (Microsoft,
USA). Bylo pracov·no v t¯ÌelektrodovÈm zapojenÌ s referenË-
nÌ argentchloridovou elektrodou (1 mol.lñ1 KCl) a platinovou
pomocnou elektrodou. P¯i DC tast polarografii (DCTP) a di-
ferenËnÌ pulznÌ polarografii (DPP) byla pouûÌv·na klasick·
rtuùov· kapkov· elektroda (DME), rychlost polarizace 4 mV.sñ1,
elektronicky ¯Ìzen· doba kapky 1 s a v˝öka rtuùovÈho rezer-
vo·ru 49 cm. P¯i tÈto v˝öce rezervo·ru mÏla pouûit· DME
dobu kapky τ = 5,1 s (mÏ¯eno v 0,1 mol.lñ1 KCl p¯i vloûenÈm
nulovÈm napÏtÌ) a pr˘tokovou rychlost m = 1,15 mg.sñ1. P¯i
diferenËnÌ pulznÌ voltametrii (DPV) a adsorpËnÌ rozpouötÏcÌ
voltametrii (AdSV) byla pouûÌv·na visÌcÌ rtuùov· kapkov·
elektroda (HMDE) typu UMµE (Polaro-Sensors, Praha, »esk·
republika). Velikost kapky byla d·na otev¯enÌm ventilku po
dobu 200 ms. Pokud nenÌ uvedeno jinak, byly p¯i pulznÌch
technik·ch na elektrody vkl·d·ny pulzy o öÌ¯ce 100 ms a mo-
dulaËnÌ amplitudÏ ñ50 mV. P¯i technice DPV byla vûdy po-
uûita rychlost n·r˘stu potenci·lu 20 mV.sñ1.

P r a c o v n Ì p o s t u p y

P¯i polarografick˝ch  a voltametrick˝ch mÏ¯enÌch  bylo
postupov·no n·sledujÌcÌm zp˘sobem: Do 10 ml odmÏrnÈ baÚ-
ky bylo odpipetov·no p¯ÌsluönÈ mnoûstvÌ roztoku 2-methyl-
-4,6-dinitrofenolu (0,1ñ1,0 ml) v methanolu o pot¯ebnÈ kon-
centraci, byl p¯id·n methanol do 1 ml a roztok byl dopl-
nÏn Brittonov˝m-Robinsonov˝m pufrem o p¯ÌsluönÈm pH po
znaËku.
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P¯i p¯ÌpravÏ vodn˝ch roztok˘ neobsahujÌcÌch methanol
pro mÏ¯enÌ metodou AdSV bylo postupov·no n·sledujÌcÌm
zp˘sobem: Do 10 ml odmÏrnÈ baÚky bylo odpipetov·no p¯Ì-
sluönÈ mnoûstvÌ roztoku 2-methyl-4,6-dinitrofenolu (0,1ñ1,0 ml)
v deionizovanÈ vodÏ o pot¯ebnÈ koncentraci, byla p¯id·na
voda do celkovÈho objemu 1 ml a roztok byl doplnÏn Brit-
tonov˝m-Robinsonov˝m pufrem o p¯ÌsluönÈm pH po znaËku.

Takto p¯ipraven˝ roztok byl po promÌch·nÌ p¯eveden do
polarografickÈ n·dobky a zbaven kyslÌku pÏtiminutov˝m pro-
bubl·v·nÌm dusÌkem. P¯ed vstupem dusÌku do n·dobky byla
za¯azena prom˝vaËka obsahujÌcÌ smÏs vody a methanolu ve
stejnÈm pomÏru jako analyzovan˝ roztok. PotÈ byl proveden
z·znam polarografickÈ Ëi voltametrickÈ k¯ivky. P¯ed kaûd˝m
dalöÌm z·znamem byl roztok 30 s probubl·v·n.

P¯i AdSV byla akumulace prov·dÏna v mÌchanÈm roztoku,
po skonËenÌ akumulace bylo mÌch·nÌ vypnuto a po 10 s byl
v ust·lenÈm roztoku proveden z·znam. Vöechny k¯ivky byly
mÏ¯eny pÏtkr·t.

Vöechna mÏ¯enÌ byla prov·dÏna za laboratornÌ teploty.
Mez stanovitelnosti (LQ) byla poËÌt·na pomocÌ programu

ADSTAT (TriloByte Statistical Software, Pardubice, »esk·
republika), kter˝ ji poËÌt· jako nejmenöÌ hodnotu sign·lu, pro
kterou je relativnÌ smÏrodatn· odchylka predikce z kalibraË-
nÌho grafu dostateËnÏ mal·, rovn· hodnotÏ 0,1 (cit.18).

V˝sledky a diskuse

Jak je patrno z tabulky I a obr. 1, poskytuje 2-methyl-4,6-
-dinitrofenol p¯i DCTP na DME v celÈ studovanÈ oblasti pH
dvÏ vlny. P¯i pH 2 lze na zmÏ¯en˝ch polarogramech rozliöit

Tabulka I
Vliv pH na DCT polarogramy 2-methyl-4,6-dinitrofenolu (c =
1.10ñ4 mol.lñ1), mÏ¯eno v prost¯edÌ BR pufrñmethanol (9:1);
pH(a) ñ pH pouûitÈho BR pufru, pH(f) ñ v˝slednÈ pH smÏsi BR
pufrñmethanol, E1/2

1 ñ p˘lvlnov˝ potenci·l prvnÌ vlny, Ilim
1 ñ

limitnÌ difuznÌ proud prvnÌ vlny, E1/2
2 ñ p˘lvlnov˝ potenci·l

druhÈ vlny, Ilim
2 ñ limitnÌ difuznÌ proud druhÈ vlny, E1/2

3 ñ
p˘lvlnov˝ potenci·l t¯etÌ vlny, Ilim

3 ñ limitnÌ difuznÌ proud t¯etÌ
vlny

pH(a) pH(f) ñE1/2
1 ñIlim

1 ñE1/2
2 ñIlim

2

[mV] [nA] [mV] [nA]

2,0 2,1 12 868 171 825a

3,0 3,2 61 780 237 688
4,0 4,2 116 854 298 705
5,0 5,1 190 934 355 789
6,0 6,2 269 955 425 834
7,0 7,2 343 918 499 882
8,0 8,3 387 903 584 971
9,0 9,3 432 987 740 1330

10,0 10,1 475 1063 848 1452
11,0 11,1 519 1064 894 1326
12,0 12,0 562 1018 930 1297

a P¯i tomto pH byla patrna jeötÏ 3. vlna (E1/2
3 = ñ490 mV, Ilim

3 =
ñ187 nA)

jeötÏ t¯etÌ, v˝raznÏ niûöÌ vlnu. V silnÏ alkalickÈm prost¯edÌ
(v˝slednÈ pH vodnÏ-methanolickÈ smÏsi pH(f) = 12,0) je druh·
vlna silnÏ irreverzibilnÌ a v podstatÏ se rozpad· na nÏkolik po
sobÏ n·sledujÌcÌch vln. PomÏr prvnÌ a druhÈ vlny je v oblasti

Obr. 3. Voltamogramy2-methyl-4,6-dinitrofenolu(c = 1.10ñ5 mol.lñ1);
mÏ¯eno technikou DPV na HMDE v prost¯edÌ BR pufrñmethanol (9:1)
o v˝slednÈm pH(f) 2,1 (1); 4,2 (2); 5,1 (3); 6,2 (4); 8,3 (5); 10,1 (6);
12,1 (7)

Obr. 2. Polarogramy 2-methyl-4,6-dinitrofenolu (c = 1.10ñ4 mol.lñ1);
mÏ¯eno technikou DPP na DME v prost¯edÌ BR pufrñmethanol (9:1)
o v˝slednÈm pH(f) 2,1 (1); 4,2 (2); 6,2 (3); 7,2 (4); 9,3 (5); 11,1 (6);
12,0 (7)

Obr. 1. Polarogramy 2-methyl-4,6-dinitrofenolu (c = 1.10ñ4 mol.lñ1);
mÏ¯eno technikou DCTP v prost¯edÌ BR pufrñmethanol (9:1) o v˝-
slednÈm pH(f) 2,1 (1); 4,2 (2); 6,2 (3); 8,3 (4); 10,1 (5); 12,0 (6)
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Tabulka II
Vliv pH na DP polarogramy a DP voltamogramy 2-methyl-4,6-dinitrofenolu v prost¯edÌ Britton˘v-Robinson˘v pufrñmethanol
(9:1); pH(a) ñ pH pouûitÈho BR pufru, pH(f) ñ v˝slednÈ pH smÏsi BR pufrñmethanol, Ep

1 ñ potenci·l prvnÌho pÌku, Ip
1 ñ proud

prvnÌho pÌku, Ep
2 ñ potenci·l druhÈho pÌku, Ip

2 ñ proud druhÈho pÌku, Ep
3 ñ potenci·l t¯etÌho pÌku, Ip

3 ñ proud t¯etÌho pÌku

pH(a) pH(f) DPP (c = 1.10ñ4 mol.lñ1) DPV (c = 1.10ñ5 mol.lñ1)

Ep
1 Ip

1 Ep
2 Ip

2 Ep
3 Ip

3 Ep
1 Ip

1 Ep
2 Ip

2 Ep
3 Ip

[mV] [µA] [mV] [nA] [mV] [nA] [mV] [nA] [mV] [nA] [mV] [nA]

2,0 2,1 ñ22 ñ1,630 ñ170 ñ1483 ña ña 45 ñ120 ñ151 ñ101 ña ña

3,0 3,2 ñ47 ñ1,445 ñ247 ñ988 ña ña ñ38 ñ218 ñ215 ñ205 ña ña

4,0 4,2 ñ104 ñ1,391 ñ301 ñ1655 ña ña ñ99 ñ209 ñ267 ñ257 ña ña

5,0 5,1 ñ192 ñ1,601 ñ360 ñ1548 ña ña ñ167 ñ294 ñ327 ñ283 ña ña

6,0 6,2 ñ268 ñ1,988 ñ424 ñ1440 ña ña ñ243 ñ372 ñ382 ñ267 ña ña

7,0 7,2 ñ336 ñ2,156 ñ492 ñ1355 ña ña ñ306 ñ359 ñ447 ñ233 ña ña

8,0 8,3 ñ384 ñ1,914 ñ560 ñ960 ña ña ñ351 ñ345 ñ525 ñ178 ña ña

9,0 9,3 ñ424 ñ1,937 ñ661 ñ642 ñ789 ñ592,5 ñ382 ñ322 ñ618 ñ119 ña ña

10,0 10,1 ñ467 ñ1,854 ña ña ñ831 ñ1045,6 ñ423 ñ289 ñ685 ñ43 ñ802 ñ68
11,0 11,1 ñ513 ñ1,796 ña ña ñ867 ñ761,0 ñ462 ñ281 ña ña ñ858 ñ96
12,0 12,0 ñ560 ñ1,455 ñ797 ñ451 ñ873 ñ417,7 ñ501 ñ248 ña ña ñ877 ñ79

a PÌk nenÌ patrn˝

pH 2ñ8 prakticky 1:1, zatÌmco t¯etÌ vlna odpovÌd· asi 20 %
prvnÌ Ëi druhÈ vlny.

V oblasti pH  3ñ5  se na k¯ivce objevuje vÌ¯ivÈ maxi-
mum, kterÈ lze potlaËit p¯Ìdavkem ûelatiny. P˘lvlnov˝ poten-
ci·l obou vln se s rostoucÌm pH posouv· k z·pornÏjöÌm hod-
not·m.

Lze p¯edpokl·dat, ûe prvnÌ dvÏ vlny odpovÌdajÌ Ëty¯elek-
tronovÈ redukci skupiny ñNO2 na skupinu ñNHOH a p¯ÌpadnÈ
dalöÌ vlny n·slednÈ dvouelektronovÈ redukci skupiny ñNHOH
aû na skupinu ñNH2.

Z obr. 2 a 3 i z tabulek I a II je patrno, ûe chov·nÌ 2-
-methyl-4,6-dinitrofenolu p¯i DPP na DME Ëi DPV na HMDE
v podstatÏ odr·ûÌ jeho chov·nÌ p¯i tast polarografii. Z obr. 1 aû
3 je patrno, ûe nejlÈpe vyvinutÈ a nejsn·ze vyhodnotitelnÈ vlny
p¯i DCTP na DME byly zÌsk·ny p¯i pH(f) 10,1. Naproti tomu
optim·lnÌ pÌky p¯i DPP na DME byly zÌsk·ny v prost¯edÌ
o pH(f) 7,2 a p¯i DPV na HMDE v prost¯edÌ o pH(f) 6,2. U vöech
metod byla lÈpe vyhodnotiteln· prvnÌ vlna (pop¯. pÌk). Kali-
braËnÌ z·vislosti pro vöechny tyto techniky byly promÏ¯eny
u obou vln (pÌk˘) ve smÏsi Britton˘v-Robinson˘v pufrñmetha-
nol (9:1). Parametry promÏ¯en˝ch koncentraËnÌch z·vislostÌ
jsou uvedeny v tabulce III, z nÌû je patrna znaËn· citlivost
zejmÈna pulznÌch metod.

D·le byla vÏnov·na pozornost moûnosti dalöÌho zv˝öenÌ
citlivosti pomocÌ adsorpËnÌ akumulace 2-methyl-4,6-dinitro-
fenolu na povrchu HMDE. Jelikoû p¯Ìtomnost methanolu ne-
gativnÏ ovlivÚuje adsorpci l·tky, byl jako z·kladnÌ elektrolyt
pouûit roztok Brittonova-Robinsonova pufru pH 6,0 s p¯Ì-
davkem z·sobnÌho roztoku stanovovanÈ l·tky v deonizovanÈ
vodÏ. Vliv potenci·lu akumulace na v˝öku pÌku byl promÏ¯en
v rozmezÌ +50 aû ñ150 mV p¯i koncentraci 2-methyl-4,6-di-
nitrofenolu 2.10ñ7 mol.lñ1. Roztok byl p¯i akumulaci mÌch·n
a doba akumulace byla 60 s. Jako optim·lnÌ potenci·l akumu-
lace byla zvolena hodnota ñ50 mV, p¯i nÌû byly zÌsk·ny
nejvyööÌ, snadno vyhodnotitelnÈ a dob¯e reprodukovatelnÈ
pÌky (viz obr. 4). Na z·kladÏ promÏ¯enÌ vlivu doby akumulace

Obr. 4. Z·vislost proudu pÌku Ip
1 2-methyl-4,6-dinitrofenolu (c =

2.10ñ7 mol.lñ1) na potenci·lu akumulace Eak; mÏ¯eno  technikou
AdSV na HMDE v mÌchanÈm roztoku BR pufru pH 6,0 p¯i dobÏ
akumulace tak = 60 s

Obr. 5. Voltamogramy 2-methyl-4,6-dinitrofenolu; mÏ¯eno tech-
nikou AdSV na HMDE v BR pufru pH 6,0, potenci·l akumulace
ñ50 mV, doba akumulace 60 s, c(MDNF) = 0 (1), 1.10ñ9 (2), 2.10ñ9

(3), 4.10ñ9 (4), 6.10ñ9 (5), 8.10ñ9 (6), 1.10ñ8 (7) mol.lñ1
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Tabulka III
Parametry kalibraËnÌch p¯Ìmek pro stanovenÌ 2-methyl-4,6-dinitrofenolu modernÌmi polarografick˝mi a voltametrick˝mi meto-
dami

Technika Prost¯edÌ c [mol.lñ1] 1. vlna nebo 1. pÌk 2. vlna nebo 2. pÌk

smÏrnice ˙sek korelaËnÌ LQ
a smÏrnice ˙sek korelaËnÌ LQ

a

[nA.molñ1.l] [nA] koef. [mol.lñ1] [nA.molñ1.l] [nA] koef. [mol.lñ1]

DCTP/DME BR pufr pH 10 (2ñ10).10ñ5 ñ1,12.107 ñ5,1 0,9964 ñ ñ8,09.106 ñ7,4 0,9976 ñ
ñ methanol (1ñ10).10ñ6 ñ1,09.107 0,4 0,9996 1.10ñ6 ñ1,22.107 0,2 0,9994 2.10ñ6

(9:1, pH(f) 10,1)

DPP/DME BR pufr pH 7 (2ñ10).10ñ5 ñ2,02.107 ñ178 0,9953 ñ ñ1,21.107 ñ42,2 0,9994 ñ
ñ methanol (2ñ10).10ñ6 ñ2,52.107 1,14 0,9982 ñ ñ1,42.107 5,97 0,9995 ñ
(9:1, pH(f) 7,2) (1ñ10).10ñ7 ñ2,51.107 0,33 0,9994 1.10ñ7 ñ1,47.107 0,03 0,9998 4.10ñ7

DPV/HMDE BR pufr pH 6 (2ñ10).10ñ6 ñ3,65.107 ñ43,18 0,9912 ñ ñ2,66.107 ñ29,49 0,9977 ñ
ñ methanol (2ñ10).10ñ7 ñ4,49.107 0,27 0,9969 ñ ñ3,64.107 ñ1,13 0,9995 ñ
(9:1, pH(f) 6,2) (1ñ10).10ñ8 ñ4,19.107 0,03 0,9994 1.10ñ8 ñ3,40.107 ñ1,34 0,9988 3.10ñ8

AdSV/HMDEb BR pufr pH 6 (2ñ10).10ñ8 ñ4,52.108 ñ0,016 0,9999 ñ ñ3,76.108 0,859 0,9996 ñ
(1ñ10).10ñ9 ñ4,24.108 0,013 0,9998 1.10ñ9 ñ3,91.108 0,376 0,9993 4.10ñ9

a LQ ñ mez stanovitelnosti, b Eak = ñ150 mV, tak = 60 s

na v˝öku pÌku byla pro koncentraËnÌ rozmezÌ (1ñ100).10ñ9

mol.lñ1 zvolena jako optim·lnÌ doba akumulace 60 s. P¯i tÈto
dobÏ akumulace byly pÌky dob¯e vyvinutÈ a dostateËnÏ vysokÈ
a dalöÌ prodluûov·nÌ doby akumulace jiû nebylo ˙ËelnÈ. Pa-
rametry kalibraËnÌch p¯Ìmek promÏ¯en˝ch za tÏchto podmÌnek
jsou uvedeny v tabulce III, odpovÌdajÌcÌ voltamogramy jsou
zn·zornÏny na obr. 5. ProdlouûenÌ doby akumulace v mÌcha-
nÈm roztoku na 180 s nevedlo p¯es zvÏtöenÌ pÌk˘ ke zv˝öenÌ
citlivosti metody.

Z·vÏr

Byly nalezeny podmÌnky umoûÚujÌcÌ dosaûenÌ co nej-
niûöÌch mezÌ stanovitelnosti na pouûit˝ch rtuùov˝ch elektro-
d·ch. Jako nejcitlivÏjöÌ se uk·zala dle p¯edpoklad˘ technika
AdSV na HMDE. Tato metoda vykazuje daleko vyööÌ n·roky
na Ëistotu z·kladnÌho elektrolytu neû ostatnÌ metody a je
znaËnÏ citliv· na p¯Ìtomnost interferujÌcÌch l·tek. Proto byla
p¯i praktick˝ch stanovenÌch pouûita technika DPV na HMDE
(cit.19). JejÌ v˝hodou je vedle znaËnÈ citlivosti i rychlost mÏ-
¯enÌ.

Auto¯i dÏkujÌ za finanËnÌ podporu Fondu rozvoje vysok˝ch
ökol (grant 2291/2002).
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