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Seznam pouzitych symboli a zkratek

A

Ap

Aazos
AdSV
AgSAE

ASV
BR pufr
C

CFR
DAD
DC polarografie
DME
DPP
DPV

E

Ep

EPA

FIA
FM
GC
HMDE
HPLC

~

absorbance

absorbance piku

absorbance pii vinové délce 293 nm

adsorp¢ni rozpoustéci voltametrie (Adsorptive Stripping Voltammetry)
stiibrnd pevna amalgamov4 elektroda (Silver Solid Amalgam
Electrode)

anodické rozpoustéci voltametrie (Anodic Stripping Voltammetry)
Brittontiv — Robinsontiv pufr

molarni koncentrace

sbirka federalnich natizeni (Code of Federal Regulations)

detektor s diodovym polem (Diode Array Detector)

Polarografie se stejnosmérnym proudem (Direct Current Polarography)
klasicka kapajici rtutova elektroda (Dropping Mercury Electrode)
diferen¢ni pulsni polarografie (Differential Pulse Polarography)
diferencni pulsni voltametrie (Differential Pulse Voltammetry)
potencial

potencial piku

Agentura ochrany zivotniho prostiedi (Environmental Protection
Agency)

prutokova injek¢ni analyza (Flowing Injection Analysis)
Fomesafen

plynové chromatografie (Gas Chromatography)

visici kapkova elektroda (Hanging Mercury Drop Electrode)
vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid
Chromatography)

elektricky proud

proud piku

délici koeficient oktanol/voda

vilnova délka

vlnova délka absorp¢niho maxima

sttedni smrtnd koncentrace

herbicid uvolnujici peroxid v zdvislosti na svétle (Light Dependent

Peroxidizing Herbicid)



m-AgSAE

MeOH
MF-AgSAE

N
NPD

NPP
NPV
p-AgSAE

pH

Sk

SIA
UV-VIS

mez stanovitelnosti

rtutovym meniskem modifikovana stfibrnd pevna amalgamova
elektroda (Mercury Meniscus Modified Silver Solid Amalgam
Electrode)

metanol

rtutovym filmem modifikovana stfibrnd pevnd amalgamova elektroda

(Mercury Film Modified Silver Solid Amalgam Electrode)
potadové ¢islo méteni

selektivni detektor pro latky které ve své struktuie obsahuji atom
dusiku, nebo fosforu.

normalni pulsni polarografie (Normal Pulse Polarogrography)
normalni pulsni voltametrie (Normal Pulse Voltammetry)
leSténa stiibrnd pevnd amalgamova elektroda (Polished Silver Solid
Amalgam Electrode)

zaporny dekadicky logaritmus aktivity oxoniovych ionti
koeficient rakovinotvorného potencidlu

povrch kapky

sekvenc¢ni injek¢ni analyza (Sequentional Injection Analysis)
ultrafialova - viditelna (Ultra Violet - Visible)

smérodatnd odchylka



1. Uvod

1.1.  Cil prace

Cilem prace je stanoveni Fomesafenu (FM) na zadkladé jeho katodické redukce na
rtutovym meniskem modifikované stiibrné pevné amalgamové elektrodé¢ (m-AgSAE), visici
rtutové kapkové elektrodé (HMDE) a klasické kapajici rtutové elektrodé (DME) pomoci
diferen¢ni pulsni voltametrie (DPV) a diferen¢ni pulsni polarografie (DPP). Pfedevsim pak

nalezeni optimalnich podminek pro toto stanoveni (vhodné pH prostfedi) a dosazeni co

vwr

1.2. Studovana latka

1.2.1. Struktura a fyzikalné chemické vlastnosti

Préace se zabyva studiem latky znamé pod komerénim nazvem Fomesafen. Jednd se o
bilou krystalickou latku. Dulezité informace a fyzikalné-chemické tdaje o FM jsou uvedeny

v Tab. 1 a Tab. 2 **,

Tab. 1
Nomenklatura Fomesafenu.
Nazev Fomesafen
Molekularni vzorec C5sHoCIF5N,O6S
Molekulova hmotnost 438,77
[UPAC 5-(2-chloro-a,a,a-trifluoro-p-tolyloxy)-N-

methylsulfonyl-2-nitrobenzenamide

5-[2-chloro-4-(trifluoromethyl)phenoxy]-N-

CAS (methylsulfonyl)-2-nitrobenzenamide
CAS kod 72178-0
\S /
O,N o) CF4
Chemicka struktura
O

Cl




Tab. 2

Fyzikaln¢ chemické vlastnosti Fomesafenu.

Aceton 300 g-dm™
Cyklohexan 150 g-dm™
Rozpustnost Methanol 25 g-dm>
Hexan 0,5 g«dm”
Xylen 1,9 g-dm™
Tlak par 7,5-10" mm Hg pti 50 °C
Disocia¢ni konstanta (H,O) 2,7 pti 20 °C
Oktanol/voda délici koeficient log Kow = 2,9 pti pH 1
Bod tani 220-221°C
Hustota 1,28 g~cm'3

1.2.2. Toxicita

Z hlediska toxikologie je FM pfedevsim klasifikovan jako mozny lidsky karcinogen
skupiny C ° podle EPA Kklasifikace karcinogenich latek. Kvantitativng lze vyjadiit
rakovinotvorny potencial FM pomoci koeficientu Q ¢ ktery odhaduje pravdépodobnost
vzniku nddoru zplsobenou chronickou konzumaci malych mnozstvi FM v potravé. Pro FM
odpovidda Q" hodnot& 1,9-10" (mg/kg/den)’ 7. Klasifikace je zaloZena na né&kolika studiich
provedenych na potkanech, béhem nichz byl zjistén po podéani riznych davek FM vzrist
adenomasy a karcinomasy. Pfi klasifikaci FM jako karcinogeni latky ptispéla jeho podobnost
s jinymi difenylethery u nichZ byla karcinogenicita prokdzana ’.

FM téZ ptisobi inhibi¢né vici ristu riznych rostlin. Z tohoto diivodu byl a n¢kdy stale
je pouzivan jako aktivni slozka herbicidi ®. FM pati{ mezi fototoxické pesticidy takzvané
LDPHs (Light Dependent Peroxidizing Herbicides), zptisobujici inhibici enzymu
protoporfyringen oxidasy (Protox) pfi biosyntéze hemu a chlorofylu. Inhibice enzymu protox
LDPH latkou vrostlinach mé za nasledek rychlou akumulaci protoporpfyrinu IX a
fototoxického prekursoru hemu a chlorophylu. Za ptitomnosti svétla protoporphyrin IX velice
ucinné generuje radikaly kysliku, které v rostlinach zpisobuji peroxidaci tukovych membran,

v r o , 7 s ’ I 9
coz vede k rychlému nabobtnani a naslednému zni¢eni membrany °.
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r v . v 1, 10,11
FM byl stanovovan v Zivotnim prosttedi '*

a byla vypracovana tada toxikologickych
studii, v rdmci nichz byla zji$téna jeho toxicita vii¢i nékterym zivo¢iSnym druhtim. Toxicky

vliv FM vyjadteny pomoci LCsq na nékteré vybrané zivo&isné druhy je shrnut v Tab.3 .

Tab. 3

Toxicita FM vici vybranym zivo¢isSnym druhiim.

ZivociSny druh LCso (ppm)
kachna divoka 5000
laboratorni potkan 1858
laboratorni mys 766

Morce 607

1.2.3. Pouziti

FM byl prvné syntetizovan spolecnosti Zeneca roku 1977 a pramyslové vyrabén
Syngentou. Je téz zndm pod prumyslovymi jmény : Flexstar, Reflex, Tornado, Typhoon,
Twister '%. Jeho pouziti jako aktivni slozky herbicidii bylo Evropskou komisi 23. &ervence
2003 zakadzano ve vSech zemich EU s vyjimkou Francie, Italie a Velké Britanie kde jej lze
pouzit v herbicidech uréenych k ofetfeni sojovych, fazolovych a hraskovych poli '*. Ve
Spojenych statech americkych je pouziti FM regulovano vyhlaSskou CFR (Code of Federal
Regulations) podle niz lze pouzit FM a jeho sodnou sll na oSetieni poli s6ji do pfipustné
koncentrace 0,05 ppm 2. Od roku 2004 Ize dle CFR pouzit pouze sodnou sil FM 2. Mapa

znazorfiujici oblasti pouziti FM v ramci herbicidi v USA k roku 2002 je uvedena na obr. 1 .
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FOMESAFEN - herbicide

2002 estimated annual agricultural use

Average annual use of

active ingredient

(pounds per square mile of agricuttural
land in county)

i Total Percent
g MOMGHEISA; U5 Crops Pounds Applled National Use
G.001 1o:0.015 soybeans 564281 97.20
(] 0.016 to 0.086 dry beans 9771 1.88
D 0.087 to 0.25 green beans 6488 1.12
] 0.251 to 0.519
M >=052

Obr. 1
Rozsah pouziti FM jako aktivni slozky herbicida v USA k roku 2002 .

1.2.4. Metody stanoveni

UZivanou analytickou metodou pro stanoveni FM vhodnou pro pouziti v rostlinné
matrici piedstavuje dle studie EPA ' HPLC s UV detekci (HPLC/UV), oznadovana jako
GMA-RM-001/86. Tato metoda je téZ organizaci EPA validovana, Spole¢nost Syngenta
piedlozila novou metodu k uzivani za ucelem stanoveni stopového mnozstvi FM obsazeného
v sojovych produktech, jednd se o plynovou chromatografii s NP detektorem (GC/NPD),
vedenou pod oznadenim TMR 0836B '. Vyhodou GC/NPD oproti HPLC/UV je niz$i mez
stanovitelnosti, pficemz proces extrakce je obdobny a rozdil spociva predevsim v methylaci
FM, ktera GC detekci umoznuje. Metoda je vhodnd téZ k pouziti pro analyzu kultur fazole
obecné. Syngenta téZ navrhla obdobnou metodu GC/NPD kédového ozna¢eni TMRO800B za
ucelem stanoveni stopového mnozstvi FM ve vyrobcich z baviny. Metody pro stanoveni FM

v masnych produktech nebyla agenturou vyzadovana.
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Pii pouziti téchto metod byl zjiStén obsah residui sodné soli FM v rtiznych rostlinnych
produktech. Obsah FM v semenech baviny byl 0,025 ppm, v destilatu baviny 0,02 ppm,
kulturach fazole obecné (Phaseolus vulgaris) 0,02 — 0,025 ppm a 0,02 - 0,026 ppm,
v semenech s6ji 0,02 ppm a v zrnech s6ji 0,029 ppm .

Pro stanoveni FM je téz hojn¢ uzivana metoda HPLC v kombinaci s hmotnostni
detekci. FM byl napiiklad stanovovan spolu s jinymi kyselymi pesticidy ve zbytcich
zem&délskych produktii kapalinovou chromatografii s hmotnostni detekci (TOF). Dosazeny

-1 14

LOD pro FM ve vzorcich potravy byl 0,5 ng-g”™ . Dal§im piikladem muze byt sledovani FM

v ramci studie stanoveni pesticidl a jejich transformacnich produktti ve vodé pomoci HPLC s

5 & stanoveni FM vramci studie zabyvajici se

MS detekei v tandemovém uspotradani
stanovenim zbytki rznych herbicidli pomoci HPLC s MS detekei v tandemovém uspotadani

po riznych zptsobech jejich extrakce z riznych druh@ pad '°. Proméfovany koncentraéni

R4

stanovitelnosti se pohybovaly mezi 0,13 and 0,36 ng'g™' '°.

1.3. Mérici techniky a elektrody

1.3.1. Polarografie a voltametrie

Pocatek polarografie se vaze k ¢lanku Elektrolysa se rtutovou kapkovou elektrodou
Jaroslava Heyrovského, ktery vysel v Chemickych listech roku 1922 . Polarografie pattila
v Ctyficatych a padesatych letech k nejcitlivéjSim analytickym metodam a byla bézné
pouzivanou metodou k stanoveni anorganickych i organickych latek v koncentraénim rozmezi
10° a7z 10 mol-dm™. ZaGatkem $edesatych let jeji vyznam mirn& upadl, kdyZ se na scéné
objevily nové¢ vznikajici spektrometrické a chromatografické techniky. Nicméné v této dobé
vznikly prace Osteryounga, Parryho v USA '® a Bayera v Anglii °, které mély za nasledek
obnoveni zajmu o tyto analytické metody. Pomoci modernich polarografickych a
voltametrickych metod (normdlni a diferen¢ni pulsni polarografie a voltametrie — NPP a DPP,
resp. NPV a DPV) Ize stanovit anorganické i organické latky az do koncentraci 107 mol-dm™.
S pomoci techniky piedbézného nahromadéni stanovované latky na povrchu pracovni
elektrody (anodicka rozpoustéci voltametrie — ASV i adsorpéni rozpoustéci voltametrie-
AdSV) lze stanovit analyt i o koncentracich 10" az 10" mol-dm™. Postupem Gasu byla

klasicka kapajici rtutova elektroda (DME) nahrazovana visici kapkovou elektrodou (HMDE)
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a DC polarografie jejimi novéjSimi variantami, zejména anodickou rozpoustéci voltametrii

(ASV) *° a adsorpéni rozpoustéci voltametrii (AdSV) *'.

1.3.2. Meniskem modifikovana stifibrna elektroda

22-24 .
vznikla

Vzhledem k legislativé Evropské Unie omezujici praci a nakladani se rtuti
potieba vyvinout jina netoxicka elektroanalyticka ¢idla, coz byla pticina vzniku novych druha
kapalnych, pevnych a pastovych elektrod znetradicnich materiald. Na ustavu fyzikalni
chemie AV CR vznikla stifbrna pevna amalgamové elektroda (AgSAE) 3 jejiz povrch je
mozno vylestit, ¢i modifikovat meniskem rtutového amalgamu. AgSAE se blizi svymi
fyzickymi vlastnostmi stfibrné elektrodé, ale elektrochemickymi vlastnostmi, pfedevSim
potencialovym oknem je srovnatelna s HMDE *. Nevyhoda AgSAE oproti HMDE elektrodd
spociva v tom, Ze jeji povrch se periodicky neobnovuje a pii opakovanych méfenich, obdobné
jako u jinych pevnych elektrod, dochazi k poklesu signalu vlivem pasivace povrchu elektrody.
Tento nedostatek lze fesit takzvanou elektrochemickou ptedipravou elektrody. Tato technika
sestdva z amalgamace, elektrochemické aktivace a regenerace. Vyhodou AgSAE jsou nizké
potizovaci naklady, jednoduchd konstrukce a mechanické stabilita umoziujici jeji pouziti jako
soucast elektrochemického detekoru v kombinaci s prutokovymi metodami (HPLC, FIA, SIA
apod.). Existuji tfi zakladni povrchové modifikace elektrody: 1) rtutovym meniskem
modifikovand (m-AgSAE), 2) lesténd (p-AgSAE) - neobsahujici kapalnou rtut’ a 3) filmova
(MF-AgSAE) - modifikovanéd elektrolyticky vylou¢enym rtutovym filmem. V praci byla
pouzita rtufovym meniskem modifikovana stfibrnd pevna amalgamova elektroda

(m-AgSAE).

2. Experimentalni ¢ast

2.1. Reagencie

Zasobni roztok FM o koncentraci 1-10° mol-I"! byl pfipraven rozpusténim 0,0438 g
ciste latky (99%, Aldrich) ve 100 ml methanolu (99,9 %, Merck). Roztoky o nizSich
koncentracich byly pfipravovany pfesnym fedénim zasobniho roztoku methanolem. VSechny

roztoky byly uchovéavany ve tmé za laboratorni teploty.
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Dalsi pouzité chemikalie: kyselina boritd, kyselina octova, kyselina fosforecna,
hydroxid sodny, chlorid draselny, disodna stl kyseliny ethylendiamintetraoctové byly
viechny ¢istoty p.a. (Lachema Brno, CR).

Brittonovy-Robinsonovy tlumivé roztoky % 5 prislusném pH byly pfipraveny
smisenim 0,2 mol-1" NaOH s roztokem obsahujicim kyselinu boritou, fosfore¢nou a octovou,
kazdou o koncentraci 0,04 mol'I"'. Pfesna hodnota pH byla méfena digitdlnim pH metrem
(Jenway Ltd., UK) s kombinovanou sklenénou elektrodou.

Pro pfipravu vodnych roztokd byla pouZzivdna deionizovana voda ziskana z Milli-Q

plus systému (Millipore, USA).

2.2. Aparatura

Pti vSech stanovenich byla pouzita sestava Eco-Tribo Polarograf se softwarem
PolarPro verze 5.1 (oboji Eco-Trend Plus, Praha). Software pracoval v operacnim systému
Windows XP.

Jednotlivd méteni byla provadéna v tiielektrodovém zapojeni, kde byla jako pracovni
elektroda pouzita m-AgSAE, HMDE nebo DME (podrobnéjsi informace k jednotlivym
pracovnim elektrodam jsou uvedeny nize v podkapitole 2.2.1.), jako referentni elektroda byla
pouzita elektroda argentochloridova (1 mol-dm™ KCI) a jako pomocna elektroda byl pouzit
platinovy pliSek.

Spektrofotometrickd meéteni byla provadéna na pristroji DAD UV-VIS

spektrofotometr (Agilent, USA) v kifemennych kyvetich o mérmé tloustce 1 cm

(spektrofotometrické stanoveni FM) a 0,1 cm (testovani stalosti zdsobniho roztoku).

2.2.1. Pouzité pracovni elektrody

2.2.1.1. Klasicka kapajici rtut’ova elektroda

DME byla pouzita jako pracovni elektroda u metody DPP. U DME byla pouzita
rychlost polarizace 4 mV-s', fizena doba kapky (realizovana elektronicky Fzenym
mechanickym kladivkem klepajicim do kapilary s protékajici rtuti a odklepavajicim kapku)
byla 1 s a zvolena vyska sloupce rtuti v rezervoaru 49 cm. Doba kapky pfi zvolené vysce
rtutového rezervoaru se obvykle stanovuje pii vlozeném nulovém potencidlu na DME vici
IM argentchloridové elektrodé v prostiedi 0,1 M KCIl. Kapildra se ponofi do roztoku a zméii

se doba za kterou odkape 10 kapek rtuti. Doba kapky pak odpovidd primérné dobé jedné
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z deseti kapek. Pritokova rychlost rtuti (m) se stanovi tak, ze pii zvolené vySce rezervoaru se
usti kapilary ponoii do nadobky se znamym mnozstvim rtuti. Po uplynuti 300 s je kapilara

vyjmuta, nadobka zvadZena a z rozdilu hmotnosti vypoctena vaha rtuti proslé kapilarou za 1 s.

Tab. 4
Konstanty pouzité klasické rtut'ové kapkové elektrody.
h [cm] 25 36 49 64 81
t [s] 5,13 3,36 2,48 1,97 1,60
m [mg.s™] 2,46 2,77 3,96 5,14 6,34

2.2.1.2. Visici rtut’ova kapkova elektroda

HMDE (Eco-Trend Plus, Praha, CR) byla pouzita jako pracovni elektroda pii DPV

stanoveni FM. Bylo pracovano s miniaturni HMDE typu UMuE *’

. Pouzitd rychlost
polarizace byla 20 mV-s™. Na elektrodu byly vkladany pulsy o $ifce 80 ms a moduladni
amplitudé -50 mV.

Povrch kapky (Sx) HMDE se méfi pifi vloZzeném nulovému potenciadlu
v tfielektrodovém systému v prosttedi 0,1 M KCI. Do roztoku se necha odkapat 10 kapek rtuti
z kapilary, nasledné se roztok slije, rtut’ se 3x promyje vodou, 3x methanolem, vysusi se
proudem dusiku a poté se zvazi v predem pfipravené a zvazené suché kadince. Ze zjisténé
hmotnosti rtuti se vypocte povrch kapky, uvazuje se kulovity tvar kapky. Pouzita tabelovana

hodnota hustoty rtuti se vztahuje kteploté 25°C **. Takto uréeny povrch kapky byl
5,08-107 em’.

2.2.1.3. Meniskem modifikovana stiibrna amalgamova elektroda

m-AgSAE (Eco-Trend Plus, Praha) byla pouzita jako pracovni elektroda pti DPV
stanoveni FM. Pro m-AgSAE byla pouzita rychlost naristu potencialu 20 mV-s", modulagni
amplituda -50 mV a $itka pulsu 100 ms se vzorkovanim proudu béhem poslednich 20 ms

pulsu.

16




Vramci méfeni byly provadény s elektrodou tfi operace, kterymi byl ¢istén a
obnovovan povrch elektrody: 1) Amalgamace: Ponofenim elektrody do kapalné rtuti asi na
15 s a mirnym zamichanim/potfepanim se obnovil cely rtutovy meniskus. Amalgamace byla
provadéna vzdy na zacatku pracovniho dne. 2) Elektrochemicka aktivace: Aktivace byla
provadéna v roztoku 0,2 mol-1" KCI, ktery byl probublavan dusikem pfi vlozeném potencilu
-2,2 V po dobu 300 s. Aktivace byla provadéna po amalgamaci, pii poklesu signdlu elektrody
¢1 pti preruSeni prace na dobu del§i neZ jednu hodinu. 3) Regenerace: Skokové stiidani
kladngjsiho konstantniho potencialu Ei, = -80 mV a zdpornéjSiho konstantniho potencidlu
Efin =-1100 mV v intervalech 0,05 s po dobu 30 s. Elektrochemicka regenerace koncila vzdy

pii zapornéjSim potencialu.

2.3. Pracovni postupy

Pti voltametrickych métfenich bylo do 10 ml odmérné banky odpipetovano prislusné
mnozstvi roztoku studované latky, pfiddn methanol do celkového objemu 5 ml a nasledné byl
roztok doplnén BR pufrem o pfisluSném pH po rysku. Takto pfipraveny roztok byl po
promichani pieveden do polarografické nadobky a zbaven kysliku pétiminutovym
probublavanim dusikem. Poté byl proveden zaznam voltametrické kiivky. Mezi sérii zdznamu
kiivek ¢i pii zméné méteného roztoku byl roztok probublavan po dobu 300 s. VSechny kiivky
byly méteny tfikrat po sob¢ a poté statisticky vyhodnoceny. VSechna méteni byla provadéna
za laboratorni teploty.

Mez stanovitelnosti byla pocitdna podle vzorce Lo = 10 o/, kde o je smérodatna
odchylka série 10-ti ndslednych stanoveni FM o nejniZs$i vyhodnotitelné koncentraci a § je
smérnice kalibratni zavislosti v nejniz§im koncentragnim rozmezi *°. Viechny statistické

vypocty byly provedeny pomoci programu MS Office Excel.

2.4. Stalost zasobniho roztoku studované latky

Stalost zasobniho roztoku FM v methanolu byla sledovdna spektrofotometricky
v kiemennych kyvetdich o mérné tlouStce 0,1 cm. Referentni kyveta byla naplnéna
methanolem. Po zméfeni spektra latky byla méfena absorbance zasobniho roztoku pfi vinové
délce A =293 nm, odpovidajici absorpénimu maximu FM. Absorbance byla méfena ihned a

poté v urcitych ¢asovych intervalech po ptipravé zasobniho roztoku, byla sledovana odchylka
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(resp. pokles) absorbance roztoku naslednych méteni od prvniho méteni, Vysledky méteni
stalosti zasobniho roztoku jsou shrnuty v Tab.5.

Z vysledki vyplyva, Ze po dobu 31 dni nedoslo ke statisticky vyznamnému poklesu
absorbance studované latky. Z toho bylo usouzeno, ze zésobni roztok FM je za danych

podminek dostate¢n¢ staly. Na Obr.2 je uvedeno absorpcni spektrum studované latky.

Tab. 5

Spektrofotometrické studium stalosti zasobniho roztoku FM o koncentraci 1-10° mol-l”
v methanolu. Hodnoty absorbance byly zméteny pii vinové délce 4 = 293 nm. Hodnoty
absorbance v procentech jsou vztazeny k hodnoté absorbance Cerstvé ptipraveného roztoku

(sloupec 1), kterd byla povazovana za 100 %.

Dny 1 2 8 10 31
Aggs [%0] 100 103 102 102 99
Aoz 0,958 0,971 0,986 0,982 0,948
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Obr. 2
Absorpéni spektrum roztoku FM (¢ = 1.10° mol-I"") v methanolu. M&feno proti &istému

methanolu v kiemennych kyvetach o mérné tloust’ce 1 mm.

3. Polarografické a voltametrické stanoveni Fomesafenu

3.1. Diferen¢ni pulsni voltametrie Fomesafenu na rtutovym meniskem modifikované

stfibrné pevné amalgamové elektrodé

3.1.1. VlivpH

Nejprve byl proméien vliv pH na DP voltamogramy FM (¢ = 1:10™* mol-dm™) na m-
AgSAE v prostiedi BR pufr o pH 2-12 : MeOH (1:1). Fomesafen poskytoval v celém rozsahu
pH jeden pik. Pfislusné voltamogramy jsou uvedeny na Obr. 3. Potencial piku se s rostoucim
pH posunuje k zapornéjsim hodnotam od pH 2 do pH 6, od pH 7 do pH 12 se potencial méni
JiZ jen nepatrné. Vyska piku v zavislosti na pH v zésadé roste od pH 2 do pH 8, kde dosahuje
maxima, od pH 8 a vySe pak klesa. Ziskané zavislosti potencialu piku (E,) a vysky piku (Z, )

na pH jsou znazornény na Obr. 4 a Obr. 5, respektive v Tab. 6.
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Metodou linearni regrese byla zpracovana zavislost potencialu piku latky na pH a byly
obdrZeny nasledujici vztahy:

1) Pro pH 2-6:

E, [mV] =-81,83 pH — 235,60 (R*=0,9984)

2) Pro pH 7-12:

E, [mV]=-5,04 pH - 720 (R*=0,9312)

Nejvyssi a nejlépe analyticky vyuzitelny signal byl obdrzen pifi pH 8, které bylo
zvoleno jako optimalni prostredi.

Za danych podminek byla vypracovana studie pasivace povrchu elektrody pfi
opakovaném stanoveni FM (¢ = 10™ mol-dm™ ; N = 9). Statistické vyhodnoceni studie je
uvedeno v Tab 7, vyvoj vysky piku opakovaného stanoveni je mozné vidét na Obr. 6. Bylo

zjisténo, Ze pii opakovaném méteni nedochazi ke statisticky vyznamnému poklesu signélu.

T T T
-90 | 2
1
60 / \
<
&
~
30
0 1 1 - 1
-200 -400 -600 -800
E [mV]

Obr. 3
DP voltamogramy FM (¢ = 1-10™* mol-dm™) na m-AgSAE v prostfedi BR pufr : methanol

(1:1), pH BR pufru: 2 (1), 3 (2), 4 3), 5 (4), 6 (5), 7 (6), 8 (7), 9 (8), 10 (9), 11 (10) a 12 (11).
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Obr. 4
Zavislost potencialu DPV piku E, FM (¢ = 1-10* mol-dm™) na pH BR pufru. Mé&eno
v prosttedi BR pufr : MeOH (1:1) metodou DPV na m-AgSAE.

-90

I [nA]

pH
Obr. 5

Zavislost proudu DPV piku I, FM (c = 1-10* mol-dm™) na pH BR pufru. Mé&Feno v prosttedi
BR pufr : MeOH (1:1) metodou DPV na m-AgSAE.
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Tab. 6

Parametry zavislosti potencialu piku FM na pH, méfeno pomoci DPV na m-AgSAE.

rozsah pH smérnice [mV] | usek [mV] R’
pH 2-6 -81,83 -235,60 0,9984
pH 7-12 -5,04 -720,30 0,9312
-120 T T T T
® ® o000 0 0 0 10 2.9

<

i)
Obr. 6

DP voltamogramy FM (c = 1:10™ mol-dm™) na m-AgSAE v prostiedi BR pufr pH 8 : MeOH

(1:1). Pocet méfeni (N = 9): zakladni elektrolyt (1), N = 1-9 (2-10). VloZena je zavislost

vysky piku na pofadovém cisle méteni.

Tab. 7

Statistické vyhodnoceni zavislosti proudu piku FM na poc¢tu méfeni.

. Smérodatna odchylka | relativni smérodatna
N medidn [nA] [A] odchylka [%]
9 -88,17 1,02 1,15

22



3.1.2. Koncentraéni zavislosti

Za optimalnich podminek byly technikou DPV na m-AgSAE proméfeny koncentracni
zavislosti FM v koncentra¢nim rozmezi 2-10 - 1:10* mol-dm.

Kalibracni zavislosti byly v méfeném rozsahu koncentraci uspokojivé linearni.
Zéaznamy voltamogrami piislusnych koncentracnich fadu vcetné kalibracnich zavislosti jsou
uvedeny na Obr. 7 (2:107 - 1-10* mol-dm™) a Obr. 8 (2:10 - 1:10™ mol-dm™). DosaZen4 mez
stanovitelnosti byla 1:10° mol-dm™. Parametry kalibra¢nich zavislosti véetné dosazené meze

stanovitelnosti jsou uvedeny v Tab. 8.

6
-80 | Z-GO -
=
~ 5
30}
_ 60 - . ‘ ‘ ‘ 4 .
§ 0 30 60 90
:‘ c [umol.dm'3]
3
.40 | .
2
20 -
1
; | _—]
-720 -800 -880 -960

E [mV]

Obr. 7

DP voltamogramy FM na m-AgSAE v prostiedi BR pufr pH 8 : MeOH (1:1) a piislusna
kalibra¢ni zavislost. Koncentrace FM: 0 (1), 2:10” (2), 4-10” (3), 6:10” (4), 8:10” (5) a
1:10* (6) mol-dm™.
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Obr. 8

DP voltamogramy FM na m-AgSAE v prostiedi BR pufr pH 8 : MeOH (1:1) a pfislusna
kalibra¢ni zavislost. Koncentrace FM: 0 (1), 2:10° (2), 4-10° (3), 6:10° (4), 8:10° (5) a

1:107 (6) mol-dm™.

Tab. 8
Statistické parametry kalibracnich zéavislosti DPV stanoveni FM na m-AgSAE.
Koncentrace Smérnice Usek Korelacni Lo
¢ [mol-dm™] [nA-mol™-dm’ ] [nA] koeficient | [mol-dm™]
(2-10) -10” -6,50-10° -1,37 0,9993
(2-10) -10° -7,47-10° 0,80 0,9938 1-10°

3.2. Diferenc¢ni pulsni voltametrie Fomesafenu na visici rtut'ové kapkové elektrodé

3.2.1. VlivpH

Vliv pH prosttedi na DP voltamogramy Fomesafenu (¢ = 110 mol-dm™ ) na HMDE

byl prométen v prostiedi BR pufru o pH 2-12 : MeOH (1:1). V celém méfeném rozsahu pH

poskytuje analyt jeden pik, ziskané voltamogramy jsou uvedeny na obr. 9. Potencial piku se

s rostoucim pH posunuje k zaporn¢jsSim hodnotam od pH 2 do pH 7 a od pH 7 do pH 9

zlstava relativné konstantni. Pak nasleduje potencialovy skok a pti pH 10 az 12 zGstava

potencidl pikli analytu opét relativné konstantni. Vyska piku v zévislosti na pH v zasad¢ klesa
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od pH 2 do pH 10, kde byl ziskan nejnizsi pik, od pH 10 vySe pak opét roste. Nejvyssi a

nejlépe vyhodnotitelny pik byl ziskan pfi pH 2. Ziskané zavislosti vysky piku (/, ) a

potencialu piku (£,) na pH jsou zndzorné€ny na Obr. 10 a Obr. 11, respektive v Tab. 9.

Po zpracovani zavislosti Ep na pH metodou linearni regrese byly ziskdny nasledujici

vztahy:
1) PropH 2-7
E, [mV]=-90,51 pH + 53,65
2) PropH 7-9
E, [mV]=-15 pH - 479,23
3) PropH 10-12
E, [mV]=-2,5pH-777,83

(R*=0,9997)

(R*=10,8710)

(R*=0,7500)

I [pA]

Obr. 9

-600 -900

¢ [mol.dm™]

DP voltamogramy FM (¢ = 1-10” mol-dm™) na HMDE v prostiedi BR pufr : MeOH (1:1), pH

BR pufru: 2 (1), 3 (2), 4 3), 5 (4), 6 (5), 7 (6), 8 (7), 9 (8), 10 (9), 11 (10) a 12 (11).
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Obr. 10
Zavislost potencialu DPV piku E, FM (c = 1-10° mol-dm™) na pH BR pufru. Méfeno
v prostiedi BR pufr : MeOH (1:1) metodou DPV na HMDE.
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Obr. 11
Zavislost proudu DPV piku I, FM (c = 1-10° mol-dm™) na pH BR pufru. Mé&feno v prostiedi
BR pufr : MeOH (1:1) metodou DPV na HMDE.

26



Tab. 9

Parametry zavislosti potencialu piku FM na pH, méfeno DPV na HMDE.

rozsah pH smérnice [mV] | Gsek [mV] R’

pH 2-7 -90,51 53,65 0,9997
pH 7-9 -15,02 -479,33 0,8710
pH 10-12 -2,51 -777,83 0,7500

3.2.2. Koncentrac¢ni zavislosti

Pti zvolenych optimalnich podminkéch byly proméfeny koncentraéni zavislosti FM

v koncentraénim rozsahu 2:10° - 1-10* mol-dm™. Zaznamy voltamograml pro jednotlivé

koncentra¢ni tady s pfilozenymi kalibraénimi zdvislostmi jsou uvedeny na Obr.

12

(2:10° - 110 mol-dm™) a Obr. 13 (2:10°- 1-10” mol-dm™). Kalibraéni zavislosti v ramci

méteného kalibracniho rozsahu jsou uspokojivé linedrni a dosazena mez stanovitelnosti je

210" mol-dm™. Parametry kalibra¢nich zavislosti v&etn& dosazené meze stanovitelnosti jsou

uvedeny v tabulce 10.

Obr. 12

I [nA]

-200

-100

-300 ,

40 80
c [pmol.dm'3]

DP voltamogramy FM na HMDE v prostiedi BR pufr pH 2 : MeOH (1:1) a piislusna
kalibra¢ni zavislost. Koncentrace FM: 0 (1), 2-10” (2), 4-10” (3), 6:10” (4), 8:10” (5) a
1:10* (6) mol-dm™.
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Obr. 13
DP voltamogramy FM na HMDE v prostiedi BR pufr pH 2 : MeOH (1:1) a piislusna
kalibragni zavislost. Koncentrace FM: 0 (1), 2:10° (2), 410° (3), 6:10° (4), 8:10° (5) a
1-10”° (6) mol-dm™.

Tab. 10
Statistické parametry kalibracnich zévislosti DPV stanoveni FM na HMDE.
Koncentrace Smérnice Usek Korela¢ni Lo
¢ [mol-dm™] [nA'mol™-dm’ ] [nA] koeficient | [mol-dm™]
(2-10) -107 -2,11-10° -13,12 0,9955
(2-10) -10° -1,93-10° 7,70 0,9973 2:10°°

3.3. Diferenc¢ni pulsni polarografie Fomesafenu na kapajici rtut'ové elektrodé
3.3.1. VlivpH

Vliv pH prosttedi na DP polarogramy Fomesafenu (¢ = 1-10™ mol-dm™ ) na DME byl
prométen v prostiedi BR pufr o pH 2-12 : MeOH (1:1). V celém méfeném rozsahu pH
poskytuje analyt jeden analyticky vyuzitelny pik, ziskané polarogramy jsou uvedeny na
Obr. 14. Potencidl piku se s rostoucim pH posunuje k zdporngj$im hodnotam od pH 2 do

pH 10, dale zlstava relativné konstantni. Vyska piku v zavislosti na pH v zasadé kleséd od
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vyhodnotitelny pik byl ziskan pii pH 2. Ziskané zavislosti vysky piku (/, ) a potencialu piku
(Ep) na pH jsou zndzornény na Obr. 15 a Obr. 16, respektive v Tab 11.
Po zpracovani zavislosti £, na pH metodou linearni regrese byly ziskany nasledujici

vztahy:

1) Pro pH 2-6

E, [mV] =-83,43 pH — 4,00 (R? - 0,9970)

2) Pro pH 7-9

E, [mV]=-42,51 pH - 255,78 (R*-0,9878)

3) Pro pH 10-12

E,[mV]=-8,33 pH-912,53  (R*-0,5273)

-1200

-800

I [nA]

-400

0 -300 -600 -900

Obr. 14
DP polarogramy FM (¢ = 1-10* mol-dm™) v prosttedi BR pufr : MeOH (1:1) na DME,

pH BR pufru: 2 (1), 3 (2), 4 3), 5 (4), 6 (5), 7 (6), 8 (7), 9 (8), 10 (9), 11 (10) a 12 (11).
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Obr. 15

Zavislost potencialu DPP piku £, FM (c = 1:10* mol-dm™ ) na pH BR pufru. Mé&feno v
prostfedi BR pufr : MeOH (1:1) metodou DPP na DME.
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Obr. 16
Zavislost proudu DPP piku 7, FM (c = 1-10* mol-dm™) na pH prostfedi BR pufru. Méteno v
prostiedi BR pufr : MeOH (1:1) metodou DPP na DME.
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Tab. 11

Parametry zavislosti potencialu DPP piku FM na pH, méfeno DPP na DME.

rozsah pH smérnice [mV] | Gsek [mV] R’

pH 2-6 -83,43 -4,00 0,9970
pH 7-9 -42,51 255,78 0,9878
pH 10-12 8,33 -912,56 0,5273

3.3.2. Koncentrac¢ni zavislosti

Pti zvolenych optimalnich podminkéch byly proméfeny koncentraéni zavislosti FM

v koncentraénim rozsahu 2-10° -

koncentra¢ni tady s pfilozenymi kalibraénimi zdvislostmi jsou uvedeny na Obr.

1-10* mol-dm™. Zaznamy polarogramii pro jednotlivé
17

(2:10° - 1-10” mol-dm™) a Obr. 18 (2:10°- 1-10” mol-dm™). Kalibraéni zavislosti v ramci

meéteného kalibracniho rozsahu jsou uspokojivé linedrni a dosazena mez stanovitelnosti je

1-10°° mol-dm™. Parametry kalibratnich zavislosti vetn& dosazené meze stanovitelnosti jsou

uvedeny v Tab. 12.

Obr. 17

1 [nA]
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-600

DP polarogramy FM na DME v prostiedi BR pufr pH 2 : MeOH (1:1) a pfislusna kalibra¢ni
zavislost. Koncentrace FM: 0 (1), 2:10° (2), 4:10° (3), 6:10” (4), 8107 (5) a 110 (6)

mol-dm™.
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Obr. 18
DP polarogramy FM na DME v prostifedi BR pufr pH 2 : MeOH (1:1) a pfislus$na kalibra¢ni

zavislost. Koncentrace FM: 0 (1), 2:10° (2), 4:10° (3), 6:10° (4), 8:10° (5) a 1107 (6)

mol-dm”.
Tab. 12
Statistické parametry kalibracnich zévislosti DPP stanoveni FM na DME.
Koncentrace Smérnice Usek Korela¢ni Lo
¢ [mol-dm™] [nA'mol™-dm’ ] [nA] koeficient | [mol-dm™]
(2-10) 107 -1,23 10’ 61,1 0,9967
(2-10) -10° -1,55-10’ 5,88 0,9991 1-10°
4. Spektrofotometrické stanoveni Fomesafenu

4.1. Spektrofotometrické stanoveni Fomesafenu pomoci DAD UV-VIS spektrometru

Nasledujici stanoveni bylo vypracovano pro srovnani charakteristik a pfedevSim

citlivosti elektrochemického a spektrometrického stanoveni FM.
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4.1.1. Koncentracni zavislosti

Kalibra¢ni zavislosti FM byly méieny v koncentra¢nim rozsahu
2:10°-1-10* mol-dm™ v prostiedi MeOH v kiemenné kyveté o mémé tloustce 1 cm.
Referentni kyveta byla naplnéna MeOH. Byla proméfena spektra FM v rozsahu vinovych
délek 190-800 nm pro riizné koncentrace FM, absorbance piku (4,) odpovidajici absorpénimu
maximu byla ziskdna pii vinové délce A=293 nm. Kalibra¢ni zavislosti byly v méfeném
rozsahu koncentraci uspokojivé linearni. Spektra odpovidajici jednotlivym koncentra¢nim
radim s prilozenymi  kalibratnimi  zavislostmi  jsou uvedena na Obr. 19
(2:10° - 1-10* mol-dm™) a Obr. 20 (2:10° - 1-10” mol-dm™). DosaZena mez stanovitelnosti
byla 3-10° mol-dm™. Statistické parametry kalibraénich zavislosti v&etné dosaZené meze

stanovitelnosti jsou uvedeny v Tab. 13.

09 | 0.6 L

30 60 90

¢ [umol.dm™]

Obr. 19
DAD UV-VIS spektra FM v prostiedi MeOH v kiemenné kyveté o mérné tloust’ce 1 cm a

ptislusna kalibracni zavislost. Maximu absorbance odpovida vinova délka Am.x =293 nm.

Koncentrace FM: 2:107 (1), 4-107° (2), 6:10° (3), 810 (4) a 1-10™* (5) mol-dm™.
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Obr. 20
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DAD UV-VIS spektra FM v prostiedi MeOH v kifemenné kyveté¢ o mérné tloustce lcm a

ptislusna kalibraéni zavislost. Maximu absorbance odpovidd vinovad délka Amax = 293 nm.

Koncentrace FM: 2:10° (1), 4-10° (2), 6:10° (3), 8:10° (4) a 1-10” (5) mol-dm™.

Tab. 13

Parametry kalibracnich zavislosti spektrofotometrického stanoveni FM, méfeno pomoci

DAD UV-VIS spektrometru.

Koncentrace Smérnice Usek Korela¢ni Lo

¢ [mol-dm™] [nA'mol™-dm’] [nA] koeficient | [mol-dm™]
(2-10):107 9340,68 -0,02 0,9966
(2-10)-10°° 7194,14 -0,01 0,9803 3-10°
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5. Diskuse

Cilem prace bylo nalezeni vhodnych podminek pro stanoveni FM a dosaZzeni co
pro jednotlivé metody stanoveni FM je uveden v Tab 14.

U vSech tii metod poskytovala FM jeden analyticky vyuzitelny pik v celém méfeném
rozsahu pH. U Cdisté rtutovych elektrod bylo optimalni pH 2, zatimco u m-AgSAE bylo
optimalni pH 8.

U zavislosti £, na pH se u vSech tii metod projevuje trend vyraznéjsi zavislosti £, na
pH v kyselé oblasti (vyssi absolutni hodnota smérnice), v zasadité oblasti se smérnice
zavislosti snizuje (v piipadé m-AgSAE) ¢i se £, stava relativné nezavisly na pH (u HMDE uz
od pH 7, u DME az od pH 10). U rtutovych elektrod (DME, HMDE) se navic pfi pfechodu z
pH 9 na pH 10 objevuje potencidlovy skok.

Zavislosti I, na pH prostfedi maji u rtutovych elektrod analogicky pribéh a vytvaii
ktivku (pfi potfebné mife aproximace) konvexniho charakteru, s tim, Ze minimum je u obou
rtutovych elektrod dosazeno pii pH 10 a smérem ke kyselejs$i 1 zasaditéjSi oblasti kiivka
stoupa ve smyslu rostouciho zaporného (katodického) proudu. U obou rtutovych elektrod
bylo ziskdno maximum (nejvyssi pik) pii pH 2. U m-AgSAE je charakter zavislosti oproti
rtutovym elektrodam opacny a vytvari kiivku konkavniho charakteru. Maximum (nejvyssi
pik), ve smyslu zdporné¢ho/katodického proudu, bylo ziskano pii pH 8. Smérem ke kyselejsi i
zasaditéj$i oblasti pH vyska piku klesala.

Vsechny tii elektrody mély pti stanoveni FM srovnatelnou citlivost, na rtutovych
elektrodach nebylo vici m-AgSAE oproti ofekdvani dosazeno znatelné¢ vyssi citlivosti.
DosaZend mez stanovitelnosti u m-AgSAE a DME byla 1:10° moll' a u HMDE
2:10° mol'I"". Pro ugely srovnani citlivosti elektrochemické a spektrofotometrické detekce
bylo provedeno spektrofotometrické stanoveni FM pomoci UV-VIS DAD. I v ptipadé
spektrofotometrické detekce viak bylo dosazeno obdobné meze stanovitelnosti 3-10° mol-1" a
ukazalo se tak, ze ani spektrometrickd UV-VIS detekce neni pro stanoveni FM ve srovnani

s voltametrickym/polarografickym stanovenim vyrazné citlivejsi.
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Tab. 14

Porovnani pouzitych technik stanoveni FM.

detekce/technika prostredi mez stanovitelnosti
[mol-dm™]

m-AgSAE/DPV BR pufr o pH 8 1-10°

HMDE/DPV BR pufr o pH 2 2:10°

DME/DPP BR pufr o pH 8 1-10°

DAD/UV-VIS A =293 nm 3-10°

6. Zavér

1) Bylo prostudovano chovani Fomesafenu v zavislosti na pH prostiedi pti diferen¢ni pulsni
voltametrii na rtufovym meniskem modifikované stiibrné pevné amalgamové elektrodé. Byly
nalezeny optimalni podminky pro jeho stanoveni v koncentraénim rozmezi 2-10° - 1-10™
mol-dm™ v prostfedi BR pufru o pH 8 : MeOH (1:1) s dosaZenou mezi stanovitelnosti 1-10°°

mol-dm>.

2) Bylo prostudovano chovani Fomesafenu v zavislosti na pH prostiedi technikou diferen¢ni
pulsni voltametrie na visici rtutové kapkové elektrodé. Byly nalezeny optimalni podminky
pro jeho stanoveni v koncentraénim rozmezi 2:10° - 1:10™* mol-dm™ v prostiedi BR pufru o

pH 2 : MeOH (1:1) s dosaZenou mezi stanovitelnosti 2-10° mol-dm™.

3) Bylo prostudovano chovani Fomesafenu v zavislosti na pH prostfedi technikou diferencni
pulsni polarografie na klasické rtutové kapkové elektrod¢. Byly nalezeny optimalni podminky
pro jeho stanoveni v koncentraénim rozmezi 2-10° - 1:10* mol-dm™ v prosttedi BR pufru o

pH 2 : MeOH (1:1) s dosazenou mezi stanovitelnosti 1-10°° mol-dm™.
4) Bylo provedeno stanoveni Fomesafenu technikou DAD UV-VIS v prostftedi MeOH

v kfemenné kyveté o mémé tloustce lem v koncentraénim rozmezi 2:10° - 1:10* mol-dm™

y . . . 6 3
s dosazenou mezi stanovitelnosti 3-10™ mol-dm™.
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