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Abstrakt

Chlortoluron je herbicid ze skupiny substituovanych mocovin pouzivany k zabranéni
rustu plevele pii péstovani obilovin a maku. Ackoliv je pouzivani substituovanych
mocovin z davodu vysoké pohyblivosti v pudé, perzistenci v prostiedi a zatizeni
podzemnich vod v Evropé postupné omezovano, jsou tyto latky v celosvétovém meéfitku
stale masoveé pouzivany. Proto je nutny vyvoj analytickych metod vhodnych pro stanoveni
jejich zbytkovych koncentraci v riznych environmentéalnich vzorcich.

Tato prace se zabyva nalezenim optimalnich podminek vhodnych pro stanoveni
chlortoluronu na uhlikové pastové elektrodé (CPE) metodou diferencni pulsni voltametrie
(DPV) ametodou vysokoucinné kapalinové chromatografie s elektrochemickou
(HPLC-ED) a spektrofotometrickou (HPLC-UV) detekci. Dale je prace zaméfena na
ovéfeni moznosti vyuziti miniaturizované uhlikové pastové elektrody (mCPE) a ovéteni
vyuzitelnosti vyvijenych metod pro stanoveni chlortoluronu v modelovych vzorcich fi¢ni
vody a pudy.

Metodou DPV v prostiedi Brittonova-Robinsonova (BR) pufru (pH = 3) a methanolu
(10 %, V/V) byly proméfeny koncentracni zavislosti vV deionizované vodé. Mez detekce
byla stanovena na 3,7-10” mol-dm™ v pfipadé pouziti CPE a na 8,7-10® mol-dm™ v piipadé
mCPE. Déle byly proméfeny koncentratni zavislosti pomoci HPLC v mobilni fazi
obsahujici BR pufr (pH = 4) a methanol (60 %, V/V), s potencialem pracovni elektrody
1300 mV a detekéni vinovou délkou 243 nm. Mez detekce byla stanovena na
3,3:10® mol-dm™ pro HPLC-ED a 1,1-10® mol-dm> pro HPLC-UV. Stanoveni
chlortoluronu v modelovych vzorcich fi¢ni vody a pidy nebylo matrici vyznamné

ovlivnéno.

Kli¢ova slova: substituované mocoviny, chlortoluron, diferen¢ni pulsni voltametrie,

vysokoucinnd kapalinova chromatografie, uhlikova pastova elektroda



Abstract

Chlortoluron is a herbicide from the group of substituted ureas and it is used for weed
control in production of cereals and poppy. Substituted ureas are widely used but these
substances are known for their high mobility in soil, persistence and contamination of
underground water. Therefore, the development of analytical methods suitable for residual
concentrations determination is necessary.

This thesis deals with the determination of chlortoluron using carbon paste electrode
(CPE) by the methods of differential pulse voltammetry and high-performance liquid
chromatography with electrochemical (HPLC-ED) and spectrophotometric (HPLC-UV)
detection. The aim of the work was to find optimal conditions suitable for chlortoluron
determination. Further, the possibility of using miniaturized carbon paste electrode
(mCPE) and usability of tested methods for determination of chlortoluron in model
samples of river water and soil were studied.

Concentration dependences in deionized water were measured by the method of DPV in
the Britton-Robinson (BR) buffer (pH = 3) and methanol (10 %, v/v). The limit of
detection was 3,7-10" mol-dm™ in the case of CPE and 8,7-10® mol-dm™ in the case of
mCPE. Also, concentration dependences were measured using HPLC with mobile phase
containing BR buffer (pH = 4) and methanol (60 %, v/v) with working electrode potential
1300 mV and detection wavelength 243 nm. The limit of detection was 3,3-10°® mol-dm™
for HPLC-ED and 1,1-10°® mol-dm™ for HPLC-UV. The determination of chlortoluron in

model samples of river water and soil was not significantly influenced by the matrix.

Keywords:  substituted ureas, chlortoluron, differential pulse voltammetry,

high-performance liquid chromatography, carbon paste electrode
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Seznam zKratek a symboli

A
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BR pufr
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absorbance

adsorp¢ni rozpoustéci voltametrie

jednotky absorbance
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Chemical Abstracts Service

uhlikova pastova elektroda

miniaturizovana uhlikova pastova elektroda
diferen¢ni pulsni voltametrie

potencial

detektor elektronového zachytu

elektrochemicky detektor

pritokova injek¢ni analyza

plynova chromatografie s detektorem iontova past
plynova chromatografie s hmotnostni detekci
plynova chromatografie s dusiko-fosforovou detekci
vyska piku

vysokouc¢innd kapalinova chromatografie

proud

rozdélovaci koeficient n-oktanol/voda
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pro analyzu

polyvinylidenfluorid

korela¢ni koeficient
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SPE
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VIV

relativni smérodatna odchylka
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ultrafialova oblast
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1 Uvod

Populaéni rGst na Zemi s sebou piinasi nutnost zajisténi dostateného mnozstvi
potravin. Jednou z moznosti, jak dosahnout vyssi produkce zeméd¢lskych plodin, je jejich
ochrana pouzitim pesticidi. Pesticidy zahrnuji Siroké spektrum chemickych latek
vyuzivanych k hubeni rtiznych Skidct. Jednou z téchto latek je i chlortoluron, herbicid ze
skupiny substituovanych mocovin, které prokazaly svou wuziteCnost pii péstovani
zeméedelskych plodin, jelikoZz dokazi velmi dobfe zabranit rhstu listnatych a travnatych
pleveli. Ackoliv jsou substituované mocoviny hojné pouzivanymi pesticidy, je mnoho
latek z této skupiny, pfipadné jejich metabolitt, podeziclych z toxicity a karcinogenity.
Tyto latky mohou setrvavat v zivotnim prostiedi a ovliviiovat zivé organismy, se kterymi
pfijdou do kontaktu. Mohou se také dostdvat do potravin a tim pifimo ohrozit zdravi
Clovéka. Ztéchto divodi roste zajem o rychly a spolehlivy monitoring pesticid
v zemé&d¢€lstvi a v produkci potravin.

Tato prace se zabyva moznostmi stanoveni herbicidu chlortoluronu. Pro stanoveni
pesticidi jsou pouzivané zejména chromatografické metody, které jsou vSak
instrumentalné narocné. Pro ucely této prace bylo zvoleno elektrochemické stanoveni
chlortoluronu na uhlikové pastové elektrod€. Elektrochemické metody jsou rychlé
a dostatecn¢ selektivni, navic mohou byt diky své miniaturizovatelnosti a prenositelnosti
vyuzity 1 pii praci v terénu. Uhlikova pastova elektroda byla zvolena pro jeji vyhodné
elektrochemické vlastnosti a snadnou obnovitelnost povrchu.

Cilem ptedkladané prace bylo nalezeni optimalnich podminek vhodnych pro stanoveni
chlortoluronu na uhlikové pastové elektrodé metodou diferencni pulsni voltametrie (DPV)
ametodou vysokoucinné kapalinové chromatografie s elektrochemickou (HPLC-ED)
a spektrofotometrickou (HPLC-UV) detekci. Dale byla prace zaméfena na ovéfeni
moznosti vyuZiti miniaturizované uhlikové pastové elektrody. Po nalezeni optimalnich
podminek stanoveni byl chlortoluron stanovovan v modelovych vzorcich fi€ni vody

a pady.
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2 Teoreticka cast

2.1 Pesticidy

Pesticidy jsou latky nebo smési latek urcené k hubeni, zabranéni ristu nebo odpuzovani
skided.! Jsou pouzivané k ochran¢ zemédélskych plodin a primyslovych ploch.

Existuji tf1 zakladni moznosti klasifikace pesticidii. Prvni moznost rozdéluje pesticidy
podle odlisného zpiisobu dosazeni pozadovaného ucinku na systémové a kontaktni.
Systémové pesticidy uc¢inné pronikaji do téla chranéného organismu. Kontaktni pesticidy
zUstavaji na povrchu tohoto organismu a do jeho téla nepronikaji. Druhou moznosti
klasifikace je déleni pesticidii podle druhii cilovych Skidci. Do této skupiny patii
napiiklad insekticidy (ochrana pied hmyzem), herbicidy (rostlinnymi plevely), rodenticidy
(hlodavci), fungicidy (houbovymi chorobami) a baktericidy (bakteriemi). Tieti a zdaleka
sloZzky. Timto zpisobem jsou pesticidy kategorizovany do nasledujicich &tyt hlavnich
skupin: organochlorové slougeniny, organofosfaty, karbamaty, pyrethrin a pyrethroidy.?

I kdyz bylo zavedeni pesticidi do zeméd¢lstvi velkym piinosem, je jejich pouzivani
obvykle spojeno se zatézovanim zivotniho prostfedi a nezddoucim vlivem na lidské zdravi.
Pesticidy, které se dostanou do zivotniho prostfedi, v ném ¢asto dlouhou dobu setrvéavaji
a stale piisobi na zivé organismy. Dale se mohou dostavat do potravniho fetézce nebo
kontaminovat pitnou vodu a tim pfimo ohrozit zdravi lidi. Jejich Skodlivy G€inek zahrnuje
karcinogenezi, nervové poruchy, imunologicka a respiraéni onemocnéni.” 34

Ackoliv jsou pesticidy vétSinou obtizné rozlozitelné, dochazi po néjaké dobé k jejich
degradaci. Rychlost rozkladu je zavisla na fyzikalné-chemickych vlastnostech daného
pesticidu. Degradace probihd zejména mikrobidlni cestou.® Pfi degradaci téchto latek
dochdzi k rozkladu nebo chemické transformaci molekul pesticidu na jiné formy, které
mohou byt v nékterych ptipadech také toxické.? Jelikoz je ale pouzivani pesticidi v dnesni
dobé nevyhnutelné, jsou vyvijeny takové latky, které jsou snadnéji odbouratelné a tim

Setrnéj$i k Zivotnimu prostiedi.
2.2 Substituované mocoviny

Substituované mocoviny jsou diilezitou a dodnes hojn¢ vyuzivanou skupinou herbicidi.
Pouzivaji se k zabranéni ristu listnatych a travnatych plevela v obilninach, ryzi, kukufici

a dalSich plodinach, v bavinénych polich a jako celkové herbicidy v méstskych oblastech.
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Substituované mocoviny patii do skupiny systémovych herbicidi, které piisobi na
rostliny tim, Zze narusuji néktery fyziologicky proces nezbytny pro jejich normdlni rust
a V}'Ivoj.4’ > 5 Mechanismem jejich pusobeni je inhibice fotosyntézy zamezenim pienosu
elektronti pres thylakoidni membranu chloroplasti ve fotosystému IL." 8 Substituované
mocoviny zacaly byt vyuzivany po roce 1950, kdy byl jako prvni uveden na trh diuron.
V soucasné dob¢ je ztéto skupiny ve velké mife pouzivan chlortoluron a moderné;si
isoproturon.®

Mnoho substituovanych mocovin a jejich metaboliti je vSak podezielych z toxicity
a mozné karcinogenity. Nepiiznivé ucinky na organismus mohou zplsobovat jiz
pii nizkych koncentracich.®

Kvili vysoké pohyblivosti v pad¢, perzistenci v prostiedi a zatizeni podzemnich vod je
pouzivani substituovanych mocovin v Evropé postupné omezovano. V celosvétovém
méfitku se vSak z diivodu Sirokého spektra ti¢inku a vysoké selektivity k plodindm stale

masové pouZivaji.®

2.3 Chlortoluron

2.3.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti chlortoluronu® **

Strukturni vzorec:

H,C
3@\)()]\

CH
Cl N

N
H I
CH;
IUPAC nazev: 3-(3-chlor-p-tolyl)-1,1-dimethylmocovina
C.A.S. nazev: chlortoluron

C.A.S. registracni ¢islo: ~ 15545-48-9

Sumarni vzorec: C10H13CIN,O

M;: 212,7

Teplota tani: 148,1 °C

Log Kow: 2,41

Rozpustnost ve vod¢: 70 mg-dm (25 °C)
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Jedna se o bezbarvou krystalickou latku bez zapachu, kterd je rozpustna v mnoha
organickych rozpoustédlech (napf. aceton, methanol, benzen). Ve vodé je chlortoluron

rozpustny jen omezend.™?

2.3.2 Vyuziti chlortoluronu

Chlortoluron je herbicid pouzivany k zabranéni riistu plevele pii péstovani obilovin
a maku.? Pati{ do jiz zminéné skupiny herbicidu, tzv. substituovanych modovin.*®

Jednou z moznosti vyuziti herbicidii na bazi chlortoluronu je ochrana proti chundelce
mohou byt tyto herbicidy aplikovany i na jafe, ale v naprosté vétSiné ptipadi je podzimni
pouziti vyhodnéjsi vzhledem k nizsi ristové fazi chundelky a stabilnéjSimu pocasi, které
snizuje riziko poskozeni plodiny.** Déale je mozné aplikovat piipravky na bézi
chlortoluronu k omezeni ristu plevele pii péstovani maku setého. Vhodné&jsi je vsak jejich
pouziti v kombinaci s jinym herbicidem, protoze samotné mohou zbrzdit pocate¢ni rust

r ’, s v v v o 15
maku a za suchych podminek nedostate¢né zabrainovat rastu plevele.

2.3.3 Degradace chlortoluronu v Zivotnim prostredi

Produkce a pouZivani chlortoluronu jako herbicidu mé za nasledek jeho piimé uvolnéni
do Zivotniho prosttedi, vnémZ je castecné odbouravan. V pidé je nejvetSim
predpokladanym procesem odstranéni chlortoluronu mikrobidlni degradace.16 Mira
degradace je zde ovlivnéna piedevSim obsahem organick¢é hmoty, aktivitou
mikroorganismi, vlhkosti a teplotou.’” V pidé s vy§§im obsahem organické hmoty miize
byt biodegradace oslabena kviili adsorpci chlortoluronu na povrchu téchto latek. ™

Pii studiu degradace chlortoluronu pomoci mikroorganismt byly nejlepsi vysledky
ziskany vyuzitim houby z rodu Bjerkandera (Bjerkandera adusta — Sedopérka osmahlé),
ktera po dvou tydnech spotiebuje az 98 % této latky.'® Nejcast&ji se vyskytujici prvni krok
biodegradace chlortoluronu je odstépeni methylové skupiny z dusiku mocoviny. Tato
biotransformace probiha pouze jako kometabolicky proces, protoze chlortoluron neslouzi
bakteriim jako hlavni zdroj uhliku.?

Chovani chlortoluronu v piidé mize byt také ovlivnéno aplikaci dusikatych hnojiv. Bylo
zjisténo, Ze pii upravé pudy siranem amonnym a mocovinou dochézi ke zvySeni sorpce

a zpomaleni degradace chlortoluronu v pﬁdé.lg’ 21

13



Chlortoluron mize byt degradovan i diky detoxikacnim mechanismim nékterych
methylovaného kruhu. Demethylace vede ke vzniku nefytotoxickych produkt
N-monodemethylchlortoluronu a N-didemethylchlortoluronu. Oxidaci methylovaného
kruhu vznika hydroxymethylovy metabolit, ktery je v rostlinach nalézan zejména
v konjugaci s g-glukosidy.**

Ve vod¢ je chlortoluron odbourdvan pomalu. Polocas rozpadu v fi¢ni vod¢ je piiblizné
120 dni. Piestoze je jeho rozpustnost ve vode nizka (70 mg-dm™ pii 25 °C) a mobilita
Vv pudé primérnd, je chlortoluron Casto detekovan v povrchovych a podzemnich vodach
v koncentra¢nim rozmezi od 0,2 do 1,2 pg-dm>2

DalSim zptsobem degradace chlortoluronu v Zivotnim prostredi je UV fotochemicka
degradace. Ta probiha uvolnénim chloridovych iontl a tvorbou hydroxydelriva'i‘u"l.24

Z atmosféry, v niz se chlortoluron vyskytuje pouze v pevné fazi polétavého prachu,

o v ’ W . 4 W . y I3 . 2
muze byt odstranén fyzikalng vlivem mokré a suché depozice.?

7 s vE

2.3.4 Biologické ucinky chlortoluronu

Chlortoluron je ochotné a rychle absorbovan po pfijmu potravy. Neni diikkaz o jeho
akumulaci v néjakém organu nebo tkani. Je rychle vylu¢ovan moci ve form¢ metabolitd.
Vci saveiim vykazuje chlortoluron nizkou akutni toxicitu, avSak pro vodni organismy je
vysoce toxicky. Pfi chronické expozici je podeziely z karcinogenity, za nejvice ohrozené
organy jsou povazovany jatra a ledviny. Chlortoluron mutze také zptisobovat poskozeni

plodu v t&le matky.?® %

2.3.5 Metody stanoveni chlortoluronu

Siroké vyuzivani substituovanych mocovin zplisobilo rozvoj analytickych metod
vhodnych pro stanoveni jejich zbytkovych koncentraci v riznych environmentalnich
vzorcich.

Mezi nejcastéji pouzivané metody stanoveni chlortoluronu patii zejména kapalinova
(LC) a plynova chromatografie (GC). Piima analyza pomoci GC je vSak ztizena polarni
povahou fenylmocovinovych herbicidd, jejich termolabilitou a nizkou tenzi par. Proto je
obvykle nutna derivatizace téchto slouc¢enin vyzadujici specifické reakéni podminky.27’ 28

Po derivatizaci herbicidu je mozné pro analyzu vyuzit GC, naptiklad v kombinaci

s detektorem elektronového zachytu (ECD). Tato metoda vSak neni piili§ specifickd. Pfimé
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stanoveni organickych sloucenin ve vod€ bez derivatizace bylo umoznéno vyvinutim
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC). Pro stanoveni fenylmocovin byla
pouzita metoda HPLC vyuzivajici UV detekci pti 254 nm.%

Ve studii * byla pro stanoveni 12 riznych fenylmodovinovych herbicidi vyuzita HPLC
s elektrochemickou detekci (ED) pracujici s elektrodou ze skelného uhliku.

Stanoveni rezidui pesticidii v pid& bylo popsano ve studii *%. Pro analyzu byl pouzit
velky objem extraktu (20 ml), ktery byl nadavkovan na LC kolonu. Detekce byla
provadéna spektrofotometricky pii 220 nm. Vysledky prokazaly aplikovatelnost této
metody, a to jak p¥i nizkych (ug-dm™), tak pii vyssich koncentracich smési analytd.

Pro monitorovani a stanoveni pesticidi v pitné vod& byla vyvinuta metoda *. Ze vzorka
pitné vody byla extrahovdna smés 12 sulfonylmocovinovych herbicidii spolu s 6
vyznamnymi polarnimi pesticidy (vcetné chlortoluronu). Extrakce a nakoncentrovani bylo
provedeno pomoci extrakce tuhou fazi (SPE), eluenty byly nasledné analyzovany pomoci
LC sdetekci diodovym polem (DAD). Metodou bylo dosazeno mezi stanovitelnosti
pouzitelnych pro monitorovani pesticidil v pitné vode.

Pro stanoveni 15 fenylmocovinovych herbicidi ve vzorcich ryze a kukufice byla
vyvinuta metoda HPLC s fluorescen¢ni detekci kombinovanou s UV  dekompozici
a postkolonovou derivatizaci. Tato metoda, sestavajici z extrakce analytd ze vzorki, jejich
precisténi pomoci SPE a HPLC stanoveni, vykazuje dobrou piesnost a spravnost a ziskané
limity detekce umoZnuji stanoveni smési téchto pesticidd v ryzi nebo kukufici
Vv koncentracich pod pfipustnymi limity jejich rezidui.*

Jako velmi efektivni technikou pro ¢isténi extrakti vzorkti obsahujicich stopové
koncentrace fenylmocovinovych herbicidii se ukézala byt imunoafinitni chromatografie.
Na rozdil od b&znych cisticich technik vyuzivajicich extrakci organickymi rozpoustédly
muze tato technika nabidnout jednoduché a selektivni prosttedky ¢iSténi extrakti pted
analyzou. Také dochazi ke sniZeni objemu pouzitych organickych rozpoustédel, které jsou
potieba pro cisténi extraktl komplexnich matric, jako jsou potraviny. Stanoveni bylo
provedeno pomoci reversni kapalinové chromatografie (RP LC) s UV detekei. 3

Ve studii ** byl chlortoluron a jeho metabolity stanoven v obilninach pomoci GC.
Chlortoluron byl pyrolyzovan na odpovidajici fenylisokyanat, ktery byl stanoven GC
s dusiko-fosforovou detekci (NPD), toto stanoveni bylo ovéteno pomoci GC s detektorem
s iontovou pasti (ITD). N-demethylované metabolity chlortoluronu byly stanoveny po
konverzi na perfluoracylové derivaty pomoci GC-ITD. Hydroxymethylovy metabolit

pirevazné pritomny jako p-glukosid miize byt analyzovany po enzymatické hydrolyze.
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Navrhované metody jsou opakovatelné a dostatecné citlivé pro stanoveni zbytkovych
koncentraci téchto sloucenin v obilninach.

Metabolity chlortoluronu mohou byt také stanoveny pomoci tenkovrstvé chromatografie
(TLC) s vyuzitim radioaktivng znadenych herbicidi.>

Ve vzorcich olivového oleje byly pesticidy stanovovany GC s hmotnostni detekei (MS)
po extrakci uhlikovymi nanotrubi¢kami. Bylo dosazeno dostate¢né nizkého limitu detekce,
ktery umoznuje pouziti této metody pro kontrolu pfitomnosti pesticidi v piisné
sledovanych potravinaiskych produktech, jako je ekologicky panensky olej. Kolonka pro
SPE vyuzivajici nanotrubicek navic neztraci svou ucinnost a miize byt pro sorpci pouzita
i vice nez stokrat. *

Meze detekce zminénych metod vyuzitych ke stanoveni chlortoluronu jsou uvedeny

V nésledujici tabulce:

Tab. 1 Meze detekce nékterych metod vyuzitych ke stanoveni chlortoluronu.

Metoda stanoveni Mez detekce Literatura
HPLC-ED 3-10” mol-dm™ 30
GC-MS 8,5-10° mol-dm™ 35
LC-DAD 1,4-10™ mol-dm™ 32
HPLC-fluorescencni detekce 0,003 ngg’t 4
RP LC-UV* 0,002-0,005 nggt 33
GC-NPD (ITD) 0,1 nggt 13
RP HPLC-UV 0,012 ngg’t 31

1 r , , v v . y .+ 10
Uvedené rozmezi meze detekce plati pro smes fenylmocovinovych herbicidu.
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2.4 Uhlikova pastova elektroda

Uhlikova pastova elektroda (CPE) byla objevena vroce 1958 profesorem
Ralphem N. Adamsem pii hledani elektrody s obnovitelnym povrchem vyuzitelné pro
anodické oxidace. Tato elektroda méla byt alternativou ke rtutové kapkové elektrodé,
kterou vzhledem Kk anodické oxidaci rtuti nelze polarizovat v oblasti pozitivnéjSich
potenciall. Bylo vsak zjisténo, ze pouziti vzniklé kapajici uhlikové elektrody neni vhodné,
a to kvili malému podilu praskového uhliku dispergovaného v organické kapaling.
Postupnym zvySovanim tohoto podilu pak vznikla hust$i smés s vhodnéj$imi vlastnostmi,
tzv. uhlikové pasta.*® %

CPEs, tvorené smési uhlikového prasku a vhodné pastovaci kapaliny, patii do specidlni
skupiny heterogennich uhlikovych elektrod.®”  Optimalni vybér uhlikového prasku
uhlikovych past. Do dnesniho dne byly vyzkouseny rizné typy uhlikovych praski, a to od
béznych spektralnich praskl pres uhlikové mikrokuli€ky az k uhlikovym nanotrubickam.®
Dilezitou vlastnosti uhlikového prasku je definovana velikost a distribuce ¢astic a jejich
nizka adsorpéni schopnost.’” % Pastovaci kapalina by méla byt malo t&kavé, chemicky
inertni a bez obsahu elektroaktivnich pfimési, minimalné rozpustnd ve vodnych roztocich
a nemisitelna s organickymi rozpoustédly.®® ** *' V soucasnosti jsou nejvice pouzivanymi
pastovacimi kapalinami mineralni oleje, silikonové oleje, parafinové oleje, organofosfaty

wee . r . 42
anoveji iontoveé kapahny.38’

Typické slozeni bézné uhlikové pasty je ptiblizné 0,5 az
1,0 ml pastovaci kapaliny na 1,0 g grafitového pré§ku.43

Pouziti CPEs je pomérné Siroké jak pro stanoveni anorganickych, tak i organickych
sloudenin.®* % Sitka potencidlového okna CPE je srovnatelnd s pevnymi
elektrodami — platinovymi & b&znymi uhlikovymi elektrodami.*® Potencidlové rozmezi
béznych CPEs zavisi na typu prostfedi, ve kterém je meétfeni provadéno. V neutrdlnim
prostiedi se rozmezi potencidlii pouZitelnych pro méfeni pohybuje mezi -1,3 az +1,4 V,
v alkalickém a kyselém prostiedi se potencidlové okno 1isi od uvedenych hodnot o nékolik
desetin voltu.*?

Nejvétsimi vyhodami CPEs je jejich jednoducha pfiprava a velmi snadna chemicka ¢i
biologickd modifikovatelnost, nizké kapacitni proudy (sniZovdnim obsahu pastovaci
kapaliny se vSak vlastnosti CPE pfiblizuji vlastnostem pevnych elektrod a vykazuji vyssi
zbytkové proudy), snadné obnovitelnost jejich aktivniho povrchu i1 dobra opakovatelnost

a reprodukovatelnost méfeni.3" 38 %
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Nevyhodou téchto elektrod je jejich omezené pouziti pro katodické redukce (z diivodu
pfitomnosti kysliku rozpusténého v pasté), déale vliv experimentilnich zkuSenosti
analytika®® a niz§i stabilita pasty vroztocich svysokym obsahem organického
rozpoustédla. Tento problém je vSak mozné odstranit pouzitim mikrokulicek skelného
uhliku.®® V prostedi s vy$$im obsahem organického rozpoustédla je také vhodn&jsi pouzit
uhlikovou pastu pfipravenou ze silikonového oleje.*’

Vzhledem k velkému mnozstvi piiznivych vlastnosti jsou tyto elektrody Siroce
vyuzivané nejen pro voltametrickd méfeni, ampérometrii, coulometrii a potenciometrii‘m,
ale také jako elektrochemické detektory v pratokové analyze (FIA) a vysokouc¢inné
kapalinové chromatografii.®® %

Meze detekce dosahované pfimou analyzou na nemodifikovanych CPEs jsou obvykle
od 1-10° do 1-107 mol-dm™. P¥i vyuziti adsorpce analytu na povrchu elektrody (AdSV)48
mez detekce kleséd na 1:10® az 1-10”° mol-dm™,

Uhlikovymi pastovymi elektrodami, a to pfedevS§im vhodné modifikovanymi, 1ze ve
spojeni s n¢jakou béznou separa¢ni metodou stanovit i velmi nizké koncentrace analytu

v komplikovanych matricich.®
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3 Experimentalni cast

3.1 Pouzité chemikalie

chlortoluron (analytical standard, Sigma-Aldrich, Némecko)
hydroxid sodny (p.a., Lach-Ner, Neratovice)

kyselina borita (p.a., Lachema, Brno)

kyselina o-fosfore¢na (85 %, p.a., Lachema, Brno)

octova kyselina (99,8 %, p.a., Lach-Ner, Neratovice)

methanol (p.a., Merck, Némecko)

methanol pro HPLC (Merck, Némecko)

mikrokuli¢ky skelného uhliku (0,4 — 12 pm, Alpha Aesar, Némecko)
mineralni olej (Fluka Biochemika, Svycarsko)

chlorid draselny (p.a., Lach-Ner, Neratovice)

deionizovana voda (Millipore Q-plus System, Millipore, USA)

3.2 Pouzita aparatura

3.2.1 Voltametrické techniky

Pristroj
PalmSens s programem PSTrace 2.4 (PalmSens, Nizozemi)
Elektrody
pracovni - uhlikové pastova elektroda — teflonové télo s nerezovym pistem, aktivni plocha
0 priméru 2 mm
- miniaturizovana uhlikova pastova elektroda - teflonova kapilara, aktivni plocha
o pruméru 0,5 mm
referentni - argentchloridové elektroda s 3 mol-dm™ KCI (ETP CZ R01207)
pomocna - platinova pliskova elektroda (ETP CZ P00607), platinova dratkova elektroda

3.2.2 HPLC aparatura

Kolona: LiChroCART® 125-4, Purospher, RP-18, 5 um (Merck, Némecko)
Predkolonka: LIChroCART 4-4, Purospher, RP-18, 5 um (Merck, Némecko)
Pumpa: vysokotlaka pumpa HPP 5001 (Laboratorni pfistroje, Praha)
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Ddvkovac: Sample injector D se smy¢kou 20 ul, (Ecom, CR)
Detektory: UV/VIS detektor Sapphire (Ecom, CR), ampérometricky detektor ADLC 2
(Laboratorni pfistroje, Praha)

Program: Clarity verze 2.4.1.87 (DataApex)
3.2.3 Dalsi pouzita zarizeni

pH metr: pH meter 3510 s kombinovanou sklenénou elektrodou (Jenway, UK)
Spektrofotometr: Agilent 8453 (Agilent Technologies, USA)
Ultrazvukova cisticka: ultrazvukova Cisticka PSO2000A (Powersonic, USA)
Magneticka michacka: Magnetic Stirrer MS 3000 (Jenway, UK)
Trepacka: Vortex Genie 2 (Scientific Industries, Inc., USA)
Filtry: MS Nylon Membrane Filter (0,22 um)

ProFill Plus PVDF (0,45 pm)

3.3 Pracovni postupy

3.3.1 Priprava zasobniho roztoku chlortoluronu

Zasobni roztok chlortoluronu o koncentraci 1:10° mol-dm™ byl pfipraven rozpusténim
0,0106 g chlortoluronu v 50 ml methanolu. Roztoky o nizSich koncentracich byly

pfipravovany presnym fedénim zasobniho roztoku.

3.3.2 Priprava Brittonovych-Robinsonovych pufri

Brittonovy-Robinsonovy (BR) tlumivé roztoky49 o zvoleném pH byly pfipraveny

3

smisenim vodného roztoku hydroxidu sodného o koncentraci 0,2 mol-dm™ s roztokem

obsahujicim kyselinu boritou, kyselinu fosfore¢nou (85 %) a octovou kyselinu, v§echny

o koncentraci 0,04 mol-dm™.

3.3.3 Priprava uhlikové pasty

Uhlikova pasta byla ptfipravena z 500 mg mikrokulicek skelného uhliku o priméru

0,4 —12 pm a z 200 pl mineralniho oleje.
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3.3.4 Priprava mobilni faze pro HPLC stanoveni chlortoluronu

Mobilni faze byla ptipravena smisenim methanolu (pro HPLC) a BR pufru o daném pH
tak, aby vznikl roztok s podilem methanolu 60 %, V/V. Pro ptipravu pufru byly v tomto

ptipadé¢ pouzity desetkrat ziedéné roztoky kyselé a zasadité slozky.
3.3.5 Voltametrické stanoveni

Voltametrické¢ stanoveni chlortoluronu bylo provedeno metodou diferen¢ni pulsni
voltametrie (DPV) na pfenosném piistroji PalmSens. Objem méteného vzorku byl 10 ml
pii méfeni pomoci konvenéni uhlikové pastové elektrody (CPE) a 250 pl pifi méfeni
pomoci miniaturizované uhlikové pastové elektrody (MCPE). Pro optimalizaci podminek
stanoveni a koncentra¢ni zavislosti v deionizované vod¢ byly vzorky pfipraveny
odpipetovanim potiebného mnozstvi zasobniho roztoku chlortoluronu o koncentraci
1-10® mol-dm™, pfidénim methanolu tak, aby byl jeho celkovy podil 10 % (V/V),
a doplnénim BR pufrem (pH = 3) na celkovy objem. Pfed kazdym jednotlivym méfenim
byl povrch CPE mechanicky ocistén pomoci filtraéniho papiru navlh¢eného destilovanou
vodou, povrch mCPE byl obnovovan odiiznutim tenkého platku kapilary. Méfeni byla
provedena v rozmezi vkladaného potencialu od 0 do 1600 mV, pii rychlosti polarizace
20 mV-s™ a na elektrody byly vkladany pulsy o vyice 50 mV a itce 100 ms.

Pii optimalizaci podminek voltametrického stanoveni chlortoluronu byla sledovédna
zéavislost odezvy elektrody na pH (2 az 12) a na obsahu methanolu, opakovatelnost méfeni
a moznost akumulace chlortoluronu na povrchu CPE. Akumulace chlortoluronu byla
sledovana v roztoku o koncentraci 6:10° mol-dm™. Do tohoto roztoku byla pracovni
elektroda na zvolenou dobu (1, 3, 10 minut) ponoiena a roztok byl michan michadlem pfi
500 otacek za minutu a po uplynuti této doby byl po 10s klidové periodé¢ nameéten
voltamogram. Pii nalezenych optimalnich podminkach byly proméfeny koncentra¢ni
zavislosti chlortoluronu v rozmezi od 1-10™ mol-dm™ k niz§im koncentracim.

Dale byly prométeny koncentracni zavislosti v modelovych vzorcich fi€ni vody a pudy.
Pouzitd ti¢ni voda byla odebrana v Praze u pravého bifehu Vltavy pfiiblizné 100 m pied
Palackého mostem. Vzorky byly pifipraveny smisenim fi¢ni vody s potifebnym mnozstvim
zasobniho roztoku chlortoluronu o koncentraci 1:10° mol-dm™ tak, aby vznikla sada
roztokii o koncentraci od 2:10° do 2:10* mol-dm™. Pfed stanovenim byl podil 5 ml ti¢ni
vody s piidavkem analytu doplnén BR pufrem na 10 ml. Slepy vzorek byl piipraven z fi¢ni

vody (5 ml) doplnéné BR pufrem na 10 ml.

21



Pro sledovani koncentrace chlortoluronu v modelovém vzorku plidy byla pouzita puda
odebrana v Praze na poli pobliz Modranské rokle. Pied ptipravou vzorka se nechala pida
nejprve vysuSit, poté byla presata pres sito 0 velikosti ok 0,12 mm (120 mesh)
a zhomogenizovana. Vzorky byly pfipraveny nadavkovanim potfebného mnoZstvi
zasobniho roztoku chlortoluronu (1:10° mol-dm™) na 2,5 g pidy tak, aby byla jeho
koncentrace v ptidé od 2 do 100 pg-g™. Takto pfipravené vzorky byly ponechany pies noc
v temnu. Poté byl chlortoluron extrahovan 5 ml methanolu. Pfi extrakci byla vyuzita
ttepacka (2 minuty) a ultrazvukova cCisticka (15 minut). Pfed stanovenim bylo 2,5 ml
odebraného extraktu doplnéno do 10 ml BR pufrem. Slepy vzorek byl pfipraven obdobné,
stim rozdilem, ze na pudu bylo nadavkovano pouze 0,5 ml methanolu. Ke zjisténi
vytéznosti extrakce byly pouzity standardni roztoky pfipravené z odpovidajiciho mnozstvi
zasobniho roztoku chlortoluronu a doplnéné do 5 ml methanolem. Obdobnym zplisobem
jako tomu bylo u vzork, bylo pied stanovenim 2,5 ml tohoto roztoku doplnéno BR pufrem

na vysledny objem 10 ml.

3.3.6 HPLC stanoveni se spektrofotometrickou a elektrochemickou
detekci

Vzorek pro HPLC stanoveni byl pfipraven odpipetovanim daného mnoZstvi zdsobniho
roztoku chlortoluronu (1-10° mol-dm™®) a methanolu (60 %, V/V) a doplnénim
deionizovanou vodou na celkovy objem. Méfeni bylo provedeno na kolon& LiChroCART®
125-4, Purospher, RP-18, 5 um. Objem métfeného vzorku byl 20 pl. Pfi méfeni byla
pouzita mobilni faze obsahujici methanol s BR pufrem (pH =4) v poméru 60:40 (V/V).
Prittokové rychlost mobilni faze byla nastavena na 1,0 ml-min™.

Elektrochemicky detektor typu wall-jet pracoval ve tfielektrodovém zapojeni
s konvenéni CPE jako pracovni elektrodou, referentni argentchloridovou elektrodou
s 3 mol-dm™ KCl a pomocnou platinovou elektrodou. Pro UV detekci byla zvolena vinova
délka detektoru 243 nm.

Pii optimalizaci podminek HPLC stanoveni chlortoluronu byla sledovéna zavislost
odezvy elektrochemického detektoru na pH (3, 4, 5 a 7) a na potencialu (600 az 1400 mV).
Pii nalezenych optimalnich podminkach (potencial pracovni elektrody 1300 mV, prostiedi
BR pufru o pH 4) byly proméfeny koncentracni zavislosti chlortoluronu v rozmezi od
1-10™* mol-dm™ k niz$im koncentracim.

Pro sledovani koncentrace chlortoluronu v fi¢ni vodé¢ (Praha, Vltava) byl pouzit roztok

chlortoluronu o koncentraci 1107 az 1-10* mol:-dm™, vznikly doplnénim potiebného
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mnoZstvi zasobniho roztoku chlortoluronu o koncentraci 1:10° mol-dm™ prefiltrovanou
ficni vodou (filtr MS Nylon Membrane Filter - 0,22 um) na 10 ml.

K naméfeni koncentra¢nich zavislosti chlortoluronu v modelovém vzorku pudy (Praha,
Modfanska rokle) byly pouzity vzorky piipravené nadavkovanim potiebného mnoZzstvi
zasobniho roztoku chlortoluronu (1-10° mol-dm™®) na 2,5 g pfedem vysusené, piesaté
a zhomogenizované pidy tak, aby byla jeho koncentrace v pidé od 0,1 do 100 pg-g™.
Vzorky byly ponechany pies noc v temnu. Poté byl chlortoluron extrahovan z pidy 5 ml
methanolu. Po piefiltrovani (filtr ProFill Plus PVDF - 0,45 um) byl tento extrakt nafedén
deionizovanou vodou tak, aby byl ziskan roztok s obsahem methanolu 60 %, V/V. Slepy
vzorek byl pfipraven obdobng, s tim rozdilem, ze do ptidy bylo nadavkovano pouze 0,5 ml
methanolu.

Vsechny kiivky byly prométfeny alespon tiikrat. Ziskand data byla zpracovana metodou
linearni regrese a mez detekce byla vypoctena jako koncentrace odpovidajici trojndsobku
smérodatné odchylky meéfeni nejniz$i stanovované koncentrace, vydélenému smérnici

ptislu$né kalibra¢ni zavislosti.
3.4 Sledovani stability zasobniho roztoku chlortoluronu

Stabilita zasobniho roztoku chlortoluronu o koncentraci 1:10° mol-dm™ byla sledovéna
spektrofotometricky proti methanolu v kiemennych kyvetach (I = 1 mm). Absorp¢ni
spektrum (Obr. 1) bylo proméfeno v rozmezi vlnovych délek od 190 do 800 nm.
Absorbance byla odecitana pii 243 nm po dobu 111 dnl (Tab. 2). Ze zjisténych hodnot
vyplyva, ze zasobni roztok chlortoluronu pii uchovavani v temnu v chladnicce pfti teploté

4 °C je mozné povazovat za staly minimalné 3 mésice.
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Obr. 1 Absorpéni spektrum zasobniho roztoku chlortoluronu o koncentraci

1-10° mol-dm™. M&feno proti methanolu v kiemennych kyvetach (I = 1 mm).

Tab. 2 Absorbance zasobniho roztoku chlortoluronu o koncentraci 1:10° mol-dm™ pii

243 nm. M¢éfeno proti methanolu v kiemennych kyvetach (I =1 mm).

Cas méfeni Absorbance pii 243 nm
[%]
[den] [-]

1 1,936 100,0

5 1,951 100,8
12 1,975 102,0
21 2,072 107,0
41 2,006 103,6
62 2,026 104,7
111 2,042 105,5
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4 Vysledky a diskuze
4.1 Voltametrické stanoveni chlortoluronu na CPE

4.1.1 Vliv pH na stanoveni chlortoluronu

Jako prvni krok pii vyvoji metody pro stanoveni chlortoluronu technikou DPV na CPE
bylo optimalizovano pH roztoku. Pfi optimalizaci pH byl pouZit roztok chlortoluronu
o koncentraci 1-10* mol-dm™ v prostftedi BR pufru o raznych hodnotach pH a obsahu
methanolu 10 % (V/V). Sledované rozmezi pH bylo 2 az 12.

Vyska piku u naméfenych voltametrickych kiivek (Obr. 2) nabyva maximalni hodnoty
pii pH 3, klesa se stoupajicim pH a pifi pH 12 dochédzi opét k jejimu nartstu. Jako
optimalni pH bylo tedy zvoleno pH 3, pii némz je pik nejlépe vyhodnotitelny. Na Obr. 3,
ktery vyjadiuje zavislost potencialu piku na pH, vidime, Ze potencial piku S rostoucim pH
linearné klesa podle rovnice E (mV) =-54,8-pH + 1165 (R = 0,9977), coz naznacuje, ze pii
oxidaci chlortoluronu dochazi k vyméné stejného poctu protond a elektrond. Zavislost

proudu piku na pH je znazornéna na Obr. 4.
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Obr. 2 Voltamogramy roztoku chlortoluronu o koncentraci 1-10™* mol-dm™ v prostiedi BR
pufru a methanolu (10 %, V/V) naméfené pii pH prostiedi 2 az 12. Méfeno metodou DPV

na CPE. Cisla voltamogramti odpovidaji hodnoté pH BR pufru.
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Obr. 3 Zavislost potencialu piku chlortoluronu na pH prostiedi. Méfeni bylo provedeno
v roztoku chlortoluronu o koncentraci 1-10* mol-dm™ v prostiedi BR pufru (pH 2 az 12)
a methanolu (10 %, V/V) metodou DPV s vyuzitim CPE.
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Obr. 4 Zavislost proudu piku chlortoluronu na pH prostiedi. Méteni bylo provedeno
v roztoku chlortoluronu o koncentraci 1-10* mol-dm™ v prostfedi BR pufru (pH 2 a7 12)
a methanolu (10 %, V/V) metodou DPV s vyuzitim CPE.
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4.1.2 Vliv obsahu methanolu na stanovitelnost chlortoluronu

Pro studium vlivu obsahu methanolu na odezvu chlortoluronu pomoci DPV byl pouzit
roztok chlortoluronu o koncentraci 1-10* moldm™® v prostiedi BR  pufru
(pH = 3) a methanolu. Podil methanolu byl postupné zvySovan tak, aby vznikl 10, 20, 50
a 80% (V/V) methanolicky roztok.

Z naméienych voltametrickych kiivek, které jsou zobrazeny na Obr. 5, a ze zavislosti
proudd piku chlortoluronu na obsahu methanolu (Obr. 6) bylo zjisténo, ze se s vySsi
koncentraci methanolu snizuje vyska piki a v disledku zkracovani potencidlového okna
dochdzi ke zhorSeni jejich vyhodnotitelnosti. Ze zjisténych davoda byly pro dalsi
optimalizaci podminek a pro méieni koncentracni zavislosti v deionizované vod¢ pouzity

roztoky chlortoluronu s obsahem methanolu 10 % (V/V).

1800

1, nA

1500

1200

900

600

300

Obr. 5 Voltamogramy chlortoluronu namétfené pii rizném obsahu methanolu v roztoku.
Méfeni bylo provedeno metodou DPV na CPE v roztoku chlortoluronu o koncentraci
1-10* mol-dm™ v prosttedi BR pufru (pH = 3) a methanolu o obsahu 10 (1), 20 (2), 50 (3)
a 80 (4) %, VIV.
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Obr. 6 Zavislost vysky piku chlortoluronu na obsahu methanolu. Méfeno metodou DPV na
CPE v roztoku chlortoluronu o koncentraci 1:10™* mol-dm™ v prostiedi BR pufru (pH = 3)
a methanolu (10, 20, 50 a 80 %, V/V).

4.1.3 Opakovatelnost méreni

Opakovatelnost méfeni byla sledovana v roztoku chlortoluronu o koncentraci
1-10™* mol-dm™ v prostiedi BR pufru (pH = 3) a methanolu (10 %, V/V). Byly provedeny
dvé série deseti po sobé nasledujicich méfeni. V prvni sérii byl elektrodovy povrch po
kazdém meéfeni obnoven otfenim filtracnim papirem navlhéenym destilovanou vodou.
Vyska piku byla stanovena na 705,1 nA srelativni smérodatnou odchylkou 5,6 %
(Tab. 3), coz je ve shodg s obvyklou opakovatelnosti mé&feni na CPE*2. Druha série méfeni
byla provedena bez obnovy elektrodového povrchu. Béhem tohoto méteni doslo ke zvyseni
piku pfiblizné o 45 %.

Z uveden¢ho vyplyva, Ze je nutné elektrodovy povrch pied kazdym meéfenim
mechanicky odistit. Voltametrické kiivky deseti po sobé nasledujicich méfeni s obnovou

a bez obnovy elektrodového povrchu jsou znazornény na Obr. 7 a Obr. 8.
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Tab. 3 Statistické vyhodnoceni opakovatelnosti méfeni vysky piku chlortoluronu
o koncentraci 1-10 mol-dm™ v prostiedi BR pufru (pH = 3) a methanolu (10 %, V/V)
metodou DPV s obnovou elektrodového povrchu pomoci mechanického ocisténi povrchu

CPE po kazdém méteni.

Vyska piku [nA] 705,1
s [nA] 39,8

s [%] 5,6

Li2 [£=nA] 28,2
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Obr. 7 Voltamogramy deseti po sobé nasledujicich méteni chlortoluronu s obnovou
elektrodového povrchu pomoci mechanického ocisténi povrchu CPE. Méfeno metodou
DPV v roztoku chlortoluronu o koncentraci 1:10* mol-dm™ v prostiedi BR pufru (pH = 3)
a methanolu (10 %, V/V).
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Obr. 8 Voltamogramy deseti po sobé nasledujicich méfeni chlortoluronu bez obnovy
elektrodového povrchu. M¢éfeno metodou DPV na CPE vroztoku chlortoluronu
o koncentraci 1:10 mol-dm™ v prostfedi BR pufru (pH = 3) a methanolu (10 %, V/V). Na

obrazku jsou vyznaeny kiivky prvniho a desatého méfent.
4.1.4 Sledovani akumulace chlortoluronu na CPE

Za celem zvySeni odezvy chlortoluronu byla ovéfovana mozZnost jeho akumulace na
povrchu CPE. Mg¢feni byla provedena v roztoku chlortoluronu o koncentraci
6:10° mol-dm™ v prostfedi BR pufru (pH = 3) a methanolu (10 %, V/V)atopo 1,3 a 10
minutéach.

Ze ziskanych voltamogrami znazornénych na Obr. 9 vidime, Ze dochazi pouze
K mirnému nartstu vysky piku. Vyuziti akumulace ke zvySeni citlivosti stanoveni
chlortoluronu tedy neni z hlediska doby trvani analyzy pfili§ vyhodné. Z tohoto divodu

byla dalsi métfeni provedena bez vyuziti této moznosti.
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Obr. 9 Voltamogramy znazoriujici akumulaci chlortoluronu na povrchu CPE. Méfeni bylo
provedeno metodou DPV v roztoku chlortoluronu o koncentraci 6:10° mol-dm™
v prostifedi BR pufru (pH = 3) a methanolu (10 %, V/V) po 1 (2), 3 (3) a 10 (4) minutach.

Kiivka 1 vyjadiuje méteni bez vyuziti akumulace.
4.1.5 Koncentracni zavislosti
Stanoveni chlortoluronu v deionizované vodé

Nalezené optimalni podminky pro stanoveni chlortoluronu pomoci DPV na CPE byly
pouzity pro zmeéfeni koncentranich zavislosti v koncentraénim rozmezi od 8-107 do
1-10™ mol-dm,

Parametry ziskanych kalibracnich kiivek v jednotlivych koncentracnich rozmezich jsou
uvedeny v Tab. 4. Ze zjisténych dat vyplyva, ze jsou naméfené kalibrac¢ni zavislosti
linedrni v celém méfeném koncentratnim rozsahu, coz potvrzuje 1 smérnice logaritmické
formy této zavislosti (Tab. 5). Mez detekce byla stanovena na 3,7-107 mol-dm™. Na Obr.
10 je znazorn&na kalibraéni piimka v koncentraénim rozmezi od 8-107 do 1-107 mol-dm>,
Kalibra¢ni pfimka v logaritmické form¢ v celém koncentracnim rozmezi je zndzornéna na
Obr. 11. Naméiené voltametrické kiivky pro koncentra¢ni rozsah 8:107 az 1-10®° mol-dm™

jsou zobrazeny na Obr. 12.
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Tab. 4 Parametry kalibrac¢nich zavislosti chlortoluronu. Méfeno metodou DPV na CPE

Vv prostiedi BR pufru o pH 3 a methanolu (10 %, V/V).

Koncentra¢ni rozsah Smérnice Usek Korela¢ni Mez detekce
[mol-dm™] [mA-mol™-dm’] [NA] koeficient [mol-dm™]
8107 —1-10* 12,69 12,6 0,9962 -
1-10°-1-10" 11,97 65,3 0,9942 -
8107 -1-10° 13,54 4,2 0,9915 3,7-107

Tab. 5 Parametry logaritmické formy kalibra¢ni piimky v celém koncentraénim rozmezi
pro stanoveni chlortoluronu metodou DPV na CPE v prostiedi BR pufru (pH = 3)
a methanolu (10 %, V/V).

Koncentracni ) , Korela¢ni
3 Smérnice Usek o
rozsah [mol-dm™] koeficient
810" - 1-10 1,02 1,09 0,9987
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Obr. 10 Zavislost proudu piku na koncentraci chlortoluronu v koncentracnim rozmezi
8:107 az 1-10” mol-dm™. M&feno metodou DPV na CPE v prostfedi BR pufru (pH = 3)
a methanolu (10 %, V/V).
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Obr. 11 Zavislost proudu piku na koncentraci chlortoluronu v logaritmické formé
v koncentraénim rozmezi 8:107 az 1-10* mol-dm®. Mefeno metodou DPV na CPE

v prostiedi BR pufru (pH = 3) a methanolu (10 %, V/V).
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Obr. 12 Voltamogramy chlortoluronu o koncentraci 1-10° (1), 8:10° (2), 6-10° (3), 4-10°°
(4), 2:10°® (5), 110 (6), 8:107 (7) mol-dm™ v prosttedi BR pufru (pH = 3) a methanolu
(10 %, V/V). Kiivka 8 odpovida zakladnimu roztoku s nulovou koncentraci chlortoluronu.

Méieno metodou DPV na CPE.
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Stanoveni chlortoluronu v modelovém vzorku vi¢ni vody

Vyvinutd metoda stanoveni chlortoluronu pomoci DPV na CPE byla pouzita ke
stanoveni této latky v modelovych vzorcich #i¢ni vody. Modelové vzorky chlortoluronu
byly pfipraveny smisenim fi¢ni vody s potfebnym mnozstvim zasobniho roztoku
chlortoluronu o koncentraci 1-10”° mol-dm™ tak, aby vznikla sada roztoki o koncentraci
chlortoluronu od 2:10° do 2:10* mol-dm™. Pfed stanovenim byl podil 5 ml fi¢ni vody
s piidavkem analytu doplnén BR pufrem (pH = 3) na 10 ml.

Nameétend kalibracni zavislost je linearni v celém méfeném rozsahu koncentraci, coz je
patrné z parametri kalibraéni pfimky uvedenych v Tab. 6, a také ze smérnice logaritmické
zavislosti, jejiz hodnota se blizi 1. Mez detekce byla stanovena na 8,3-107 mol-dm™. Tato
mez detekce je v porovnani s mezi detekce dosazenou v deionizované vodé priblizné
dvakrat vyssi, coz je zptuisobeno fedénim vzorku fi¢ni vody pufrem pfed méfenim. Obé
meze detekce jsou tedy srovnatelné. Zavislost proudu piku na koncentraci chlortoluronu
v fiéni vods v koncentraénim rozmezi 2-10° az 2:10®° mol-dm™ je znazornéna na Obr. 13.
Logaritmickd forma kalibra¢ni ptfimky v celém koncentracnim rozsahu je zobrazena na
Obr. 14 a parametry této ptimky jsou uvedeny v Tab. 7. Naméfené voltametrické kiivky
chlortoluronu v fi¢ni vod& v koncentraénim rozmezi 2:10° az 2-10° mol-dm™ jsou

znazornény na Obr. 15.

Tab. 6 Parametry kalibracnich zavislosti pro stanoveni chlortoluronu v modelovych

vzorcich fi¢ni vody. Méfeno metodou DPV na CPE v prostiedi BR pufru o pH 3.

Koncentracéni Smérnice Usek  Korelaéni Mez detekce
rozsah [mol-dm™] [mA-mol™-dm?] [NA]  koeficient [mol-dm™]
2:10°-2-10" 5,70 25,3 0,9950 -
2:10°-2-10 5,33 72,5 0,9952 -
2:10°-2:10° 7,94 71 0,9981 8,3:10”

Tab. 7 Parametry logaritmické formy kalibra¢ni piimky v celém koncentraénim rozmezi
pro stanoveni chlortoluronu v modelovych vzorcich ficni vody metodou DPV na CPE

Vv prostiedi BR pufru o pH 3.

Koncentra¢ni rozsah i Korela¢ni
3 Smérnice Usek .

[mol-dm™] koeficient
2:10°-2-10" 0,994 0,82 0,9979
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Obr. 13 Zavislost proudu piku na koncentraci chlortoluronu v modelovych vzorcich #i¢ni

vody Vv koncentra¢nim rozmezi 2:10°® az 2:10”° mol-dm™. M&feno metodou DPV na CPE

Vv prosttedi BR pufru (pH = 3).
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Obr. 14 Logaritmicka zavislost proudu piku na koncentraci chlortoluronu v modelovych

vzorcich ¥iéni vody v koncentraénim rozmezi 2:10° az 2:10* mol-dm™. M&feno metodou

DPV na CPE v prosttedi BR pufru (pH = 3).
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Obr. 15 Voltamogramy chlortoluronu v modelovych vzorcich fi¢ni vody o koncentraci
2:10° (1), 1-10° (2), 8:10° (3), 6:10° (4), 4-10° (5) a 2:10° (6) mol-dm™. Kiivka 7
odpovida vzorku fi¢ni vody bez ptidavku chlortoluronu. Méfeno metodou DPV na CPE

Vv prosttedi BR pufru o pH 3.
Stanoveni chlortoluronu v modelovém vzorku puidy

Dalsi matrici pouZitou pro sledovani koncentrace chlortoluronu v modelovém vzorku
byla ptida. Modelové vzorky pudy byly pfipraveny nadavkovanim potiebného mnozstvi
zasobniho roztoku chlortoluronu v methanolu o koncentraci 1-10° mol-dm™ do pfedem
vysusené, piesaté a zhomogenizované pady tak, aby koncentrace chlortoluronu v piadé byla
vrozmezi od 4 do 100 ug-g'l. Z takto ptipravenych vzorkli byl poté chlortoluron
extrahovan 5 ml methanolu. Pied stanovenim bylo 2,5 ml odebraného extraktu doplnéno
do 10 ml BR pufrem (pH = 3).

Ze zjisténych dat vyplyva, ze je namétfend kalibracni zavislost linearni Vv celém
méfeném koncentraénim rozsahu. DosaZend mez detekce byla 0,93 pg-g™. Kalibragni
ptimka v celém koncentracnim rozsahu je znazornéna na Obr. 16 a parametry této piimky
jsou uvedeny v Tab. 8. Logaritmicka forma koncentracni zavislosti je zndzornéna na
Obr. 17 a v Tab. 9 jsou uvedeny jeji parametry. Naméfené voltametrické kiivky pro celé

koncentraéni rozmezi jSou zobrazeny na Obr. 18.
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Tab. 8 Parametry kalibracnich zavislosti pro stanoveni chlortoluronu v modelovych
vzorcich pidy. Méfeno metodou DPV na CPE vV prostfedi BR pufru o pH 3 a methanolu
(25 %, VIV).

Koncentra¢ni Smérnice Usek Korelacni ~ Mez detekce
rozsah [pg-g?] [nA-ugtg] [NA] koeficient [ngg’]
4 -100 6,14 -13,1 0,9997 0,93

Tab. 9 Parametry logaritmické formy kalibra¢ni ptimky v celém koncentratnim rozmezi
pro stanoveni chlortoluronu v modelovych vzorcich ptidy. Méfeno metodou DPV na CPE

v prostiedi BR pufru o pH 3 a methanolu (25 %, V/V).

Koncentracni ) , Korela¢ni
1 Smérnice Usek o
rozsah [ug-g™] koeficient

4-100 1,17 0,47 0,9973
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Obr. 16 Zavislost proudu piku na koncentraci chlortoluronu v pidé v koncentraénim
rozmezi 4 az 100 ug~g'1. Méteno metodou DPV na CPE v prostiedi BR pufru (pH = 3)
a methanolu (25 %, V/V).
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Obr. 17 Logaritmickd zavislost proudu piku na koncentraci chlortoluronu v padé

v koncentraénim rozmezi 4 az 100 pg-g”. Mé&feno metodou DPV na CPE v prostiedi BR

pufru (pH = 3) a methanolu (25 %, V/V).
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Obr. 18 Voltamogramy chlortoluronu z modelovych vzorkt pidy o koncentraci 100 (1),
70 (2), 40 (3), 20 (4), 10 (5), 7 (6) a 4 (7) pg-g™. Méfeno metodou DPV na CPE v prostiedi
BR pufru o pH 3 a methanolu (25 %, V/V). Ktivka 8 odpovidad slepému pokusu, tedy

voltamogramu z modelového vzorku pidy bez ptidavku chlortoluronu.
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4.2 Voltametrické stanoveni chlortoluronu na mCPE

Dalsim ukolem této prace bylo ovéfeni moznosti vyuziti miniaturizované uhlikové
pastové elektrody pro stanoveni chlortoluronu, ktera by byla vyhodna zejména z hlediska

nizké spotieby Cinidel a uplatnéni v terénnich podminkach.
4.2.1 Optimalizace pH

K hledani optimalni hodnoty pH pfi stanoveni chlortoluronu metodou DPV na mCPE
byl pouzit roztok chlortoluronu o koncentraci 1-10* mol-dm™ v prosttedi BR pufru
(pH 2 az 12) a methanolu (10 %, V/V).

Z namétenych voltametrickych ktivek (Obr. 19) vyplyva, ze je nejvyssiho signalu
dosahovano pii pH 3, coz je ve shod¢ s optimdlni hodnotou pH nalezenou pii pouZiti
konven¢ni CPE. Jako optimalni pH bylo tedy opét zvoleno pH 3. Shoda vybéru
optimalniho pH je u obou typll pouzitych pracovnich elektrod téz patrna z pribéhu
zavislosti proudu piku na pH uvedeného na Obr. 20, kdy je nejvyssi proudové odezvy
dosahovano pii siln€ kyselych podminkach a k nartistu piku dochazi i v siln€ zasaditém
prostiedi. Na Obr. 21, ktery vyjadiuje zavislost potencialu piku na pH, vidime, Ze potencial
piku s rostoucim pH linearné klesa podle rovnice E (mV) = -52,7-pH + 1202 (R = 0,9878).
Smérnice této zavislosti je srovnatelna se smérnici zavislosti ziskané pii pouZiti konvencni

CPE.
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Obr. 19 Voltamogramy roztoku chlortoluronu o koncentraci 1-10 mol-dm™ v prostiedi
BR pufru (pH 2 az 12) a methanolu (10 %, V/V) naméfené metodou DPV na mCPE. Cisla
voltamogramil odpovidaji hodnoté¢ pH BR puftru.
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Obr. 20 Zavislost proudu piku chlortoluronu na pH prostfedi. Méteno metodou DPV na
MCPE v roztoku chlortoluronu o koncentraci 1-10“* mol-dm™ v prosttedi BR pufru
(pH 2 az 12) a methanolu (10 %, V/V).
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Obr. 21 Zavislost potencialu piku chlortoluronu na pH prostfedi. Méfeni bylo provedeno
v roztoku chlortoluronu o koncentraci 110 mol-dm™ v prostiedi BR pufru (pH 2 az 12)

a methanolu (10 %, V/V) metodou DPV s vyuzitim mCPE.

z

4.2.2 Opakovatelnost méreni

Pii sledovani opakovatelnosti méfeni metodou DPV na mCPE byl pouzit roztok
chlortoluronu o koncentraci 1:10* mol-dm™ v prostiedi BR pufru (pH = 3) a methanolu
(10 %, V/V). Byly provedeny dvé série deseti po sobé nasledujicich méfeni. V prvni sérii
byl elektrodovy povrch mCPE po kazdém meétfeni obnoven odfiznutim tenkého platku
kapilary. Druhé série méfeni byla provedena bez obnovy elektrodového povrchu mCPE.

U prvni série méfeni byla stanovena vyska piku na 39,9 nA s relativni smérodatnou
odchylkou 8,3 %. Tato odchylka je v porovnani s relativni smérodatnou odchylkou
zjisténou pii pouziti konvencni CPE (5,6 %) vyssi, coZ je patrn€ zplisobeno odlisSnou
obnovou jejich povrchu. Béhem druhé série méfeni doslo ke snizeni piku pfiblizné€ o 80 %
a je tedy nutné povrch elektrody pied kazdym meéfenim obnovovat. Voltametrické kiivky
deseti po sobé& nésledujicich méteni s obnovou a bez obnovy elektrodového povrchu mCPE
jsou znazornény na Obr. 22 a Obr. 23. Statistické vyhodnoceni prvni série méfeni je

uvedeno v Tab. 10.
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Tab. 10 Statistické vyhodnoceni opakovatelnosti méfeni vysky piku chlortoluronu
o koncentraci 1-10 mol-dm™ v prostiedi BR pufru (pH = 3) a methanolu (10 %, V/V)
metodou DPV na mCPE s mechanickou obnovou elektrodového povrchu po kazdém

meéfeni.

Vyska piku [nA] 39,9
s [nA] 3,3

st [%] 8,3

L1’2 [:I: nA] 2,4
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Obr. 22 Voltamogramy deseti po sob& nasledujicich méfeni chlortoluronu s mechanickou
obnovou elektrodového povrchu mCPE. M¢éteno metodou DPV v roztoku chlortoluronu
o koncentraci 1:10™ mol-dm™ v prostfedi BR pufru (pH = 3) a methanolu (10 %, V/V).
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Obr. 23 Voltamogramy deseti po sobé nasledujicich méteni chlortoluronu bez mechanické
obnovy elektrodového povrchu mCPE. Méfeno metodou DPV v roztoku chlortoluronu
o koncentraci 1:10™ mol-dm™ v prostiedi BR pufru (pH = 3) a methanolu (10 %, V/V).

4.2.3 Koncentracni zavislosti
Stanoveni chlortoluronu v deionizované vodé

Nalezené optimalni podminky pro stanoveni chlortoluronu pomoci DPV na mCPE byly
pouzity pro zmé&feni koncentracnich zavislosti v koncentraénim rozmezi od 410" mol-dm™
do 1-10* mol-dm™.

Kalibragni piimka v koncentraénim rozmezi 4-107 az 1-10° mol-dm™ je znazornéna na
Obr. 24. Mez detekce chlortoluronu v deionizované vodé byla stanovena na 8,7-107
mol-dm™, Tato hodnota je v porovnani s mezi detekce dosaZenou pii pouziti konven&ni
CPE (3,7-10'7 mol-dm'g) nizsi, coz je pravdépodobné zptsobeno relativné mensi velikosti
proudu pozadi u mCPE. Na Obr. 25 je zndzornéna kalibracni piimka v celém
koncentratnim rozmezi V logaritmické forme¢. Nameéfené voltametrické kiivky pro
koncentratni rozsah 4-107 az 1-10° mol-dm™ jsou zobrazeny na Obr. 26. Parametry
ziskanych kalibra¢nich pfimek v jednotlivych koncentrac¢nich rozmezich jsou uvedeny

v Tab. 11 av Tab. 12 jsou uvedeny parametry kalibra¢ni ptimky v logaritmické formé.
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Tab. 11 Parametry kalibracnich zavislosti chlortoluronu. Méteno metodou DPV na mCPE
Vv prostiedi BR pufru o pH 3 a methanolu (10 %, V/V).

Koncentraéni Smérnice Usek  Korelaéni Mez detekce
rozsah [mol-dm™] [mA-mol™-dm’] [NA]  koeficient  [mol-dm™]
4107 -1-10" 0,452 0,82 0,9975 -
1-10°-1-10" 0,432 2,23 0,9967 -
1-110°-1-10” 0,656 -0,05  0,9787 -
4107 -1-10° 0,705 0,06  0,9887 8,7:10°®

Tab. 12 Parametry logaritmické formy kalibra¢ni ptimky v celém koncentracnim rozmezi
stanoveni chlortoluronu v prostfedi BR pufru o pH 3 a methanolu (10 %, V/V) metodou

DPV na mCPE.

Koncentracni ) , Korela¢ni
3 Smérnice Usek o
rozsah [mol-dm™] koeficient

4107 -1-10" 0,946 ~0,20 0,9976

0,8

1, nA

07 |
06 |
05 |
04 | .
03 |

0,2

0’1 1 1 1
0,3 0,5 0,7 0,9 1,1

¢,1-10° mol-dm-3
Obr. 24 Zavislost proudu piku na koncentraci chlortoluronu v koncentratnim rozmezi
4107 az 1-10®° mol-dm™. Mé&feno metodou DPV na mCPE v prostiedi BR pufru (pH = 3)
a methanolu (10 %, V/V).
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Obr. 25 Logaritmickd zavislost proudu piku na koncentraci chlortoluronu
v koncentraénim rozmezi 4-107 az 1-10* mol-dm™. Mé&feno metodou DPV na mCPE

v prostiedi BR pufru (pH = 3) a methanolu (10 %, V/V).
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Obr. 26 Voltamogramy chlortoluronu o koncentraci 1-10°® (1), 8107 (2), 6:107 3
a 4107 (4) mol-dm™ v prostiedi BR pufru (pH = 3) a methanolu (10 %, V/V). Mé&feno

metodou DPV na mCPE. Ktivka 5 odpovida roztoku s nulovou koncentraci chlortoluronu.
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Stanoveni chlortoluronu v modelovém vzorku ii¢ni vody

Dale byla ovétena pouzitelnost mCPE pro DPV stanoveni chlortoluronu v modelovych
vzorcich fi¢ni vody. Toto stanoveni bylo provedeno stejnym zptsobem, jako v piipadé
stanoveni s vyuzitim konven¢ni CPE, a to tak, aby vznikla sada roztokli o koncentraci
chlortoluronu v fi¢ni vod& od 2-10° do 2:10™ mol-dm™. Takto vzniklé roztoky byly poté
doplnény na objem 10 ml BR pufrem o pH 3.
znazornéna na Obr. 27. Z parametru kalibra¢ni pfimky (Tab. 13) je patrné, Ze je naméfena
koncentracni zavislost linedrni v celém méfeném rozsahu koncentraci. Mez detekce
chlortoluronu v modelovém vzorku f&ni vody byla stanovena na 1,0-107 mol-dm™. Tato
mez detekce je v porovnani s mezi detekce dosazenou pii pouziti konven¢ni CPE
(8,3-10'7 mol-dm's) nizsi. Logaritmickd forma kalibra¢ni piimky v celém koncentra¢nim
rozsahu je zobrazena na Obr. 28 a parametry této ptimky jsou uvedeny v Tab. 14.
Naméfené voltametrické kiivky chlortoluronu v ti¢ni vodé€ v koncentra¢nim rozmezi 2- 10°

a7 2:10” mol-dm™ jsou znazornény na Obr. 29.

Tab. 13 Parametry jednotlivych koncentraénich rozmezi kalibra¢ni piimky pro stanoveni

chlortoluronu v fi¢ni vodé¢. Méteno metodou DPV na mCPE v prosttedi BR pufru o pH 3.

Koncentraéni Smérnice Usek Korelaéni Mez detekce
rozsah [mol-dm™] [mA-mol™dm?] [NA]  koeficient [mol-dm™]
2:10%-2-10" 0,201 0,91 0,9959 -
2:10°-2-10* 0,193 1,90 0,9946 -
2:10%-2-10° 0,318 0,21 0,9940 1,04-107

Tab. 14 Parametry logaritmické formy kalibracni pfimky stanoveni chlortoluronu v fi¢ni
vodé v méfeném koncentracnim rozmezi. Méfeno pomoci DPV na mCPE v prostiedi

BR pufru o pH 3.

Koncentracni ) , Korelac¢ni
3 Smérnice Usek o
rozsah [mol-dm™] koeficient
2:10°-2:-10" 0,958 0,56 0,9929
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Obr. 27 Zavislost proudu piku na koncentraci chlortoluronu v #i¢ni vodé v koncentraénim

rozmezi 2:10° a7 2:10®° mol-dm™. M&feno metodou DPV na mCPE v prostiedi BR pufru

(pH = 3).
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Obr. 28 Logaritmicka zavislost proudu piku na koncentraci chlortoluronu v fi¢ni vodé

v koncentraénim rozmezi 2:10° az 2:10* mol-dm™. Mé&feno metodou DPV na mCPE

Vv prostiedi BR pufru (pH = 3).
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Obr. 29 Voltamogramy chlortoluronu v fiéni vod& o koncentraci 2-10° (1), 1-10° (2),
8-10° (3), 6:10° (4), 4-10° (5) a 210 (6) mol-dm™. M&feno metodou DPV na mCPE
v prostifedi BR pufru o pH 3. Kfivka 7 odpovida slepému pokusu, tedy vzorku fi¢ni vody

bez ptidavku chlortoluronu.
Stanoveni chlortoluronu v modelovém vzorku piidy

Metodou DPV svyuzitim mCPE byla téz sledovana koncentrace chlortoluronu
v modelovém vzorku pidy. Modelové vzorky pidy byly pfipraveny obdobnym zpiisobem
jako pfi stanoveni chlortoluronu metodou DPV na konvencni CPE (str. 36). Prométeny
byly kalibratni zéavislosti v koncentraénim rozsahu od 2 do 100 pg-g™ chlortoluronu
Vv pudée.

Pro dvé vybrané koncentrace chlortoluronu v pidé (7 a 40 pgg’) byla zjiténa
vytéznost extrakce. Jako standardy byly pouzity roztoky pfipravené z odpovidajiciho
mnozstvi zasobniho roztoku chlortoluronu doplnéné do 5 ml methanolem. Obdobnym
zpusobem jako tomu bylo u vzorki, bylo pied stanovenim 2,5 ml tohoto roztoku doplnéno
BR pufrem (pH = 3) na objem 10 ml. Ziskané hodnoty vytéznosti extrakce byly 96 % pro 7
ng-gta93 % pro 40 pg-g™. Na Obr. 30 jsou zobrazeny voltametrické kiivky znazorfiujici

vytéznost extrakce pro uvedené dvé koncentrace.
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Obr. 30 Voltametrické kiivky vytéznosti extrakce chlortoluronu z pudy. K méfeni byly
pouZity standardni roztoky chlortoluronu o koncentraci 40 pgg® (1) a 7 pgg’ (2)
a roztoky vzorkl chlortoluronu po extrakci z pidy o odpovidajici koncentraci (1°, 2°).

Me¢teno metodou DPV na mCPE v prostiedi BR pufru o pH 3 a methanolu (25 %, V/V).

Kalibragni piimka v koncentraénim rozsahu od 2 do 10 pg-g™ je znazornéna na Obr. 31.
Parametry ziskanych koncentracnich zavislosti jsou uvedeny v Tab. 15. Vzhledem k tomu,
ze se hodnota korela¢niho koeficientu pohybuje od 0,9874 do 0,9986 a smeérnice
logaritmické zavislosti se blizi jedné, je naméfend kalibracni zéavislost linearni v celém
koncentranim rozsahu. Dosazena mez detekce, jejiz hodnota byla stanovenana 1,3 pg-g™,
je srovnatelna s mezi detekce pii pouZiti konvenéni CPE (0,93 ugg™). Na Obr. 32 je
znazornéna logaritmickd forma kalibraéni pfimky v celém koncentratnim rozsahu

a parametry této piimky jsou uvedeny v Tab. 16. Naméfené voltametrické kfivky jsou pro

v

Tab. 15 Parametry kalibracnich zavislosti pro stanoveni chlortoluronu v pudé. Méfeno

metodou DPV na mCPE v prostiedi BR pufru o pH 3 a methanolu (25 %, V/V).

Koncentraéni Smérnice Usek Korelaéni Mez detekce
rozsah [ug-g™] [nA-ugtg] [nA] koeficient [ngg?]
2-100 0,2215 -0,34 0,9986 -
10 - 100 0,2267 -0,72 0,9985 —
2-10 0,1767 0,06 0,9874 1,3
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Tab. 16 Parametry logaritmické formy kalibracni pfimky pro stanoveni chlortoluronu

v puadé v celém koncentracnim rozmezi. Méfeno metodou DPV na mCPE v prostiedi

BR pufru o pH 3 a methanolu (25 %, V/V).

Koncentra¢ni ] ,
1 Smérnice Usek
rozsah [pg-g~]

Korela¢ni

koeficient

2-100 1,023 0,73

0,9966

1, nA

1,4 | .

1,1

0,5 N

0’2 1 1 1 1

10
¢, ng-g*

12

Obr. 31 Zavislost proudu piku na koncentraci chlortoluronu v pidé v koncentra¢nim

rozmezi 2 az 10 p.g-g'l. Méteno metodou DPV na mCPE v prostiedi BR pufru (pH = 3)

a methanolu (25 %, V/V).
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Obr. 32 Logaritmicka zavislost proudu piku na koncentraci chlortoluronu v padé
v koncentraénim rozmezi 2 az 10 pg-g”. Mé&feno metodou DPV na mCPE v prostfedi BR

pufru (pH = 3) a methanolu (25 %, V/V).
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850 950 1050 1150 1250
E, mV

Obr. 33 Voltamogramy chlortoluronu v padé o koncentraci 10 (1), 7 (2), 4 (3)
a2 (4) pg-g’. Méfeno metodou DPV na mCPE v prostiedi BR pufru o pH 3 a methanolu
(25 %, V/V). Kiivka 5 odpovida slepému pokusu, tedy vzorku z pudy bez ptidavku

chlortoluronu.
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4.3 Stanoveni chlortoluronu pomoci HPLC se spektrofotometrickou

a elektrochemickou detekci

Vzhledem k tomu, Ze se chlortoluron v redlnych vzorcich Casto vyskytuje spolecné s
fadou dalSich latek, které by mohly rusit jeho stanoveni, byla zkouména moznost vyuziti

HPLC jako techniky pro separaci chlortoluronu z téchto matric.

4.3.1 Optimalizace separacnich a detek¢nich podminek

Pii optimalizaci podminek pro stanoveni chlortoluronu metodou HPLC sUV
a elektrochemickou detekci (pomoci CPE) byl pouzit roztok chlortoluronu o koncentraci
1-10* mol-dm™ v prostiedi methanolu (60 %, V/V). Pro méfeni byla pouzita mobilni faze
obsahujici methanol a BR pufr o daném pH (3, 4, 5 a 7) v poméru 60:40 (V/V). Toto
slozeni mobilni faze bylo zvoleno na zakladé dfive zjisténych udaja*?. Pro UV detekci byla
zvolena vlnova délka detektoru 243 nm, pii které je UV zafeni chlortoluronem silné
absorbovano (kapitola 3.4). V piipadé elektrochemické detekce byly prométeny potencialy
vkladané na pracovni elektrodu v rozsahu 600 az 1400 mV.

Optimalni detek¢éni potencial pracovni elektrody a pH BR pufru byly zvoleny
z namé&fenych hydrodynamickych voltamogrami (Obr. 34), vyjadiujicich zavislost vysky
piku analytu na potencidlu vklddaném na pracovni elektrodu. Jako optimalni byl zvolen
potencial, pii kterém byl ziskan dostateCné¢ vysoky signdl analytu a pii kterém jeste
nedochézelo k vyraznému nardstu proudu pozadi. Témto podminkdm nejlépe vyhovuje
signal namétfeny pii potencidlu pracovni elektrody 1300 mV v prostedi BR pufru o pH 4.

Dalsi méfeni byla provedena pii t€chto nalezenych podminkéch.
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Obr. 34 Hydrodynamické voltamogramy roztoku chlortoluronu o koncentraci
1-10™* mol-dm™ v prostiedi methanolu (60 %, V/V). Mé&eno metodou HPLC-ED na CPE
v mobilni fazi obsahujici methanol a BR pufr o pH 3 (), 4 (A), 5 (©) a 7 (0) v poméru
60:40 (V/V). Dale jsou zobrazeny proudy pozadi v prostiedi BR pufru o pH 3 (m), 4 (A), 5
(o) a7 (#).

4.3.2 Opakovatelnost méreni

Abychom zjistili, zda nedochazi opakovanym méfenim k pasivaci elektrody, bylo
provedeno dvacet po sobé nasledujicich méfeni bez obnovy povrchu CPE. K méfeni byl
pouzit roztok chlortoluronu o koncentraci 1:10* mol-dm™® v prostiedi methanolu
(60 %, VIV).

Pii pouziti elektrochemického detektoru byla vySka piku stanovena na 292,9 nA
srelativni smérodatnou odchylkou 3,3 %. Pii pouziti UV detekce byla vyska piku
stanovena na 131,0 mAU s relativni smérodatnou odchylkou 3,4 %.

Statistické vyhodnoceni opakovatelnosti méfeni pro oba pouzité typy detektoru je
uvedeno v Tab. 17. Z uvedeného vyplyva, ze béhem meéteni nedochazi k zanaseni povrchu
elektrody a neni tedy nutna jeho obnova pted kazdym métenim. Chromatogramy dvaceti
po sobé nasledujicich méteni chlortoluronu jsou zobrazeny na Obr. 35 pro HPLC-ED a na
Obr. 36 pro HPLC-UV.
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Tab. 17 Statistické vyhodnoceni opakovatelnosti méfeni chlortoluronu o koncentraci
1-10* mol-dm™® v methanolu (60 %, V/V) metodou HPLC sUV (A = 243 nm)
a elektrochemickou detekci (CPE, E = 1300 mV). Pii méfeni byla pouzita mobilni faze
obsahujici methanol s BR pufrem (pH = 4) v poméru 60:40 (V/V).

UV detektor Elektrochemicky detektor
[mAU] [nA]
Vyska piku 131,0 292,9
S 4,4 9,6
sy [%] 3,4 3,3
Li2 +2,1 +45

UULUUUUUULUULUUUIIUIL

t, min

Obr. 35 Chromatogramy dvaceti po sobé nasledujicich méteni chlortoluronu bez obnovy
elektrodového povrchu. Méfeno metodou HPLC-ED na CPE (E = 1300 mV) v roztoku
chlortoluronu o koncentraci 1:10* mol-dm™ v prostiedi methanolu (60 %, V/V). SloZeni
mobilni faze: methanol a BR pufr (pH = 4) v poméru 60:40 (V/V).
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Obr. 36 Chromatogramy dvaceti po sob&é nasledujicich méfeni chlortoluronu metodou
HPLC-UV (A = 243 nm). K méfeni byl pouzit roztok chlortoluronu o koncentraci
1-10™* mol-dm™ v prostiedi methanolu (60 %, V/V). Slozeni mobilni fdze: methanol a BR
pufr (pH = 4) v poméru 60:40 (V/V).

4.3.3 Koncentracni zavislosti
Stanoveni chlortoluronu v deionizované vodé

Pfi nalezenych optimalnich podminkéch stanoveni chlortoluronu metodou HPLC s UV
a elektrochemickou detekci bylo provedeno méfeni koncentracnich zavislosti v roztoku
chlortoluronu o koncentraci 1-107 az 1-10™* mol-dm™v prostiedi methanolu (60 %, V/V).

Z namétenych dat vyplyva, Ze jsou ziskané kalibracni zavislosti linearni pro oba pouZité
typy detektorti. Mez detekce byla stanovena na 3,3:10° mol-dm™ pro elektrochemicky
detektor a 1,1-10® mol-dm™ pro UV detektor. Parametry ziskanych kalibra¢nich piimek
v jednotlivych koncentraénich rozmezich a kalibra¢nich pfimek v logaritmické formé jsou
uvedeny v Tab. 18 a Tab. 19 (elektrochemicky detektor) a v Tab. 20 a Tab. 21
(Uv detektor). Kalibracni pfimka nejnizsiho koncentracniho fadu
(2-107 az 1-10°® mol-dm'g) a kalibracni pfimka v celém koncentratnim rozmezi
Vv logaritmické formé jsou pro elektrochemicky detektor znazornény na Obr. 37 a Obr. 38.
Chromatogramy naméfené pomoci HPLC-ED jsou pro koncentraci 1-10° mol-dm™
zobrazeny na Obr. 39 a pro koncentraéni rozmezi 2-107 az 1-10° mol-dm™ na Obr. 40. Na

Obr. 41 je uvedena kalibragni ptimka v koncentraénim rozmezi 1107 az 1:10® mol-dm™
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ziskand pomoci HPLC s UV detekci. Logaritmicka forma kalibra¢ni pfimky v celém
koncentra¢nim rozmezi je pro tento typ detektoru zobrazena na Obr. 42. Na Obr. 43 a Obr.
44 jsou zobrazeny chromatogramy roztoku chlortoluronu o koncentraci 1:10° mol-dm™

a 110" az 1-10® mol-dm™ pro HPLC-UV.

Tab. 18 Parametry kalibra¢nich pfimek stanoveni chlortoluronu metodou HPLC-ED na
CPE (E = 1300 mV) v prostiedi methanolu (60 %, V/V). Slozeni mobilni faze: BR pufr
(pH = 4) a methanol (60 %, V/V).

Koncentra¢ni Smeérnice Usek Korelaéni  Mez detekce
rozsah [mol-dm™] [mA-mol™-dm?] [NA]  koeficient  [mol-dm™]
2:107 - 1-10" 3,53 -0,42 0,9991 -
1-10°-1-10 3,51 1,39 0,9977 -
1-10°-1-10° 3,00 0,76 0,9915 -
2:107-1-10° 3,11 -0,01 0,9961 3,3:10°

Tab. 19 Parametry logaritmické formy kalibra¢ni ptimky v celém koncentra¢nim rozmezi
stanoveni chlortoluronu metodou HPLC-ED na CPE (E = 1300 mV) v prostfedi methanolu
(60 %, V/V). SloZeni mobilni faze: BR pufr (pH = 4) a methanol (60 %, V/V).

Koncentracni ] , Korelacni
3 Smérnice Usek o
rozsah [mol-dm™] koeficient
2:107-1-10" 1,03 0,49 0,9994

Tab. 20 Parametry kalibracnich pfimek stanoveni chlortoluronu metodou HPLC-UV
(A = 243 nm) v prostfedi methanolu (60 %, V/V). SloZeni mobilni faze: BR pufr (pH = 4)
a methanol (60 %, V/V).

Koncentraéni Smeérnice Usek  Korelaéni Mez detekce
rozsah [mol-dm™] [MAU'mol™-dm?] [MAU]  koeficient [mol-dm?]
1107 - 1-10™ 1,40 -0,16 0,9991 -
1-10°-1-10" 1,39 0,48 0,9977 -
1-10°-1-10° 1,19 0,30 0,9893 -
1107 - 1-10° 1,10 0,03 0,9982 1,1-10°®
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Tab. 21 Parametry logaritmické formy kalibra¢ni ptimky v celém koncentracnim rozmezi
stanoveni chlortoluronu metodou HPLC-UV (A = 243 nm) vV prostfedi methanolu
(60 %, V/V). Slozeni mobilni faze: BR pufr (pH = 4) a methanol (60 %, V/V).

Koncentracni ) , Korela¢ni
3 Smérnice Usek o
rozsah [mol-dm™] koeficient
1107 - 110 1,02 0,10 0,9993
<
o
- 3
*
2 -
>
1 -
0 1 1 1
0 0,3 0,6 0,9 1,2

¢,1-10° mol-dm-3

Obr. 37 Zavislost proudu piku na koncentraci chlortoluronu v koncentratnim rozmezi
2:107 a2 1-10° mol-dm™ v prostfedi methanolu (60 %, V/V). M&eno metodou HPLC-ED
na CPE (E = 1300 mV). SloZeni mobilni faze: BR pufr (pH = 4) a methanol (60 %, V/V).
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Obr. 38 Logaritmicka zavislost proudu piku na koncentraci chlortoluronu v koncentraénim
rozmezi 2-107 az 1:10™ mol-dm™ v prostiedi methanolu (60 %, V/V). Mé&feno metodou
HPLC-ED na CPE (E = 1300 mV). Slozeni mobilni faze: BR pufr (pH = 4) a methanol
(60 %, VIV).
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Obr. 39 Chromatogram roztoku chlortoluronu o koncentraci 1-10® mol-dm™ v prostiedi
methanolu (60 %, V/V). Slozeni mobilni faze: BR pufr (pH = 4) a methanol (60 %, V/V).
Méiteno metodou HPLC-ED na CPE (E = 1300 mV).
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Obr. 40 Chromatogramy roztoku chlortoluronu o koncentraci 1:10° (1), 8107 (2),
6107 (3), 4107 (4) a 2:107 (5) mol-dm™ v prostfedi methanolu (60 %, V/V). SloZeni
mobilni faze: BR pufr (pH = 4) a methanol (60 %, V/V). Méfeno metodou HPLC-ED na
CPE (E = 1300 mV).

1,2

h, mAU

09

0,6

0,3

0 1 1 1
0 0,3 0,6 0,9 1,2
¢,1-10° mol-dm-3

Obr. 41 Zavislost vysky piku na koncentraci chlortoluronu v koncentraénim rozmezi
1-107 a2 1-10°® mol-dm™ v prostfedi methanolu (60 %, V/V). Mé&eno metodou HPLC-UV
(A =243 nm). SloZeni mobilni faze: BR pufr (pH = 4) a methanol (60 %, V/V).
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Obr. 42 Logaritmicka zavislost vysky piku na koncentraci chlortoluronu v koncentra¢nim
rozmezi 1-107 az 1:10™ mol-dm™ v prostiedi methanolu (60 %, V/V). Mé&feno metodou

HPLC-UV (A =243 nm). Slozeni mobilni faze: BR pufr (pH = 4) a methanol (60 %, V/V).
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Obr. 43 Chromatogram roztoku chlortoluronu o koncentraci 1:10° mol-dm™ v prostredi
methanolu (60 %, V/V). SloZeni mobilni faze: BR pufr (pH = 4) a methanol (60 %, V/V).
Méieno metodou HPLC-UV (A =243 nm).
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Obr. 44 Chromatogramy roztoku chlortoluronu o koncentraci 1:10° (1), 8107 (2),
6107 (3), 4107 (4), 2:107 (5) a 1-107 (6) mol-dm™ v prostfedi methanolu (60 %, V/V).
Slozeni mobilni faze: BR pufr (pH = 4) a methanol (60 %, V/V). Méfeno metodou
HPLC-UV (A =243 nm).

Stanoveni chlortoluronu v modelovém vzorku ii¢ni vody

Pro sledovani koncentrace chlortoluronu vii¢ni vodé metodou HPLC sUV
a elektrochemickou detekci byl pouzit roztok chlortoluronu o koncentraci 1107 az
1-10* mol-dm™, vznikly doplnénim potfebného mnoZstvi zasobniho roztoku chlortoluronu
v methanolu o koncentraci 1-10° mol-dm™ prefiltrovanou fi¢ni vodou na 10 ml.

Z parametrti kalibra¢nich piimek uvedenych v Tab. 22 (elektrochemicky detektor)
av Tab. 24 (UV detektor) je patrné, ze jsou naméfené koncentracni zavislosti linearni.
U HPLC s UV detekci je linearita potvrzena i smérnici logaritmické formy kalibra¢ni
ptimky, jejiz hodnota je blizka 1 (Tab. 25). Parametry logaritmické formy kalibra¢ni
ptimky pro HPLC-ED jsou uvedeny v Tab. 23. Mez detekce byla stanovena na
5,7-10® mol-dm™ pro HPLC s elektrochemickou detekci a 6,110° mol-dm™ pro HPLC
s UV detekci. Na chromatogramu roztoku chlortoluronu o koncentraci 1-10® mol-dm™
ziskaném pomoci HPLC-ED (Obr. 47) je mozné vidét oddéleni piku chlortoluronu od piku
koncentraénim rozmezi v logaritmické formé& jsou pro elektrochemicky detektor

znazornény na Obr. 45 a Obr. 46 a pro UV detektor na Obr. 49 a Obr. 50. Ziskané
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chromatogramy jsou pro HPLC-ED (2:107 az 1:10° mol-dm™) znazornény na Obr. 48
apro HPLC-UV (1-10°a 1-107 az 1-10® mol-dm™) na Obr. 51 a Obr. 52.

Tab. 22 Parametry kalibra¢nich piimek stanoveni chlortoluronu v fi¢ni vodé metodou
HPLC-ED na CPE (E = 1300 mV). Slozeni mobilni faze: BR pufr (pH = 4) a methanol
(60 %, VIV).

Koncentraéni Smérnice Usek  Korelaéni Mez detekce
rozsah [mol-dm™] [mA-mol™dm?] [NA]  koeficient [mol-dm™]
2:107-1-10" 3,35 -0,28 0,9972 -
1-10°-1-10 3,28 4,42 0,9934 -
1-10°-1-10" 2,93 -0,11 0,9964 -
2:107-1-10° 3,02 -0,28 0,9986 5,710

Tab. 23 Parametry logaritmické formy kalibra¢ni piimky v celém koncentraénim rozmezi
stanoveni chlortoluronu v fiéni vodé¢ metodou HPLC-ED na CPE (E = 1300 mV). Slozeni
mobilni faze: BR pufr (pH = 4) a methanol (60 %, V/V).

Koncentracéni , Korela¢ni
3 Smérnice Usek o
rozsah [mol-dm™] koeficient
2:107-1-10" 1,08 0,40 0,9992

Tab. 24 Parametry kalibrac¢nich pfimek stanoveni chlortoluronu Vv fi¢ni vodé metodou

HPLC-UV (A =243 nm). SloZeni mobilni faze: BR pufr (pH = 4) a methanol (60 %, V/V).

. Mez
Koncentracni Smeérnice Usek Korelaéni
3 1. 3 . detekce
rozsah [mol-dm™] [MAU-mol*+dm”] [mMAU]  koeficient 3
[mol-dm™]
1-107 - 1-10* 1,45 -0,11 0,9994 -
1-10°-1-10* 1,45 0,02 0,9984 -
1-10°-1-10° 1,23 0,64 0,9970 -
1-107-1-10® 1,51 -0,05 0,9917  6,1-10°
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Tab. 25 Parametry logaritmické formy kalibrac¢ni ptimky v celém koncentracnim rozmezi
stanoveni chlortoluronu v fi¢ni vodé metodou HPLC-UV (A = 243 nm). Slozeni mobilni

faze: BR pufr (pH = 4) a methanol (60 %, V/V).

Koncentracni o , Korela¢ni
3 Smérnice Usek o
rozsah [mol-dm™] koeficient

1-107 - 1-10* 1,01 0,15 0,9996

1, nA

2,5

05 f

0 1 1 1
0 0,3 0,6 0,9 1,2
¢,1-10° mol-dm-3

Obr. 45 Zavislost proudu piku na koncentraci chlortoluronu v #i¢ni vodé v koncentra¢nim
rozmezi 2:107 a7 1-10° mol-dm™. M&feno metodou HPLC-ED na CPE (E = 1300 mV).
SloZeni mobilni faze: BR pufr (pH = 4) a methanol (60 %, V/V).
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Obr. 46 Logaritmicka zavislost proudu piku na koncentraci chlortoluronu v fi¢ni vodé

v koncentraénim rozmezi 2-107 az 1-10™* mol-dm™. M&feno metodou HPLC-ED na CPE

(E = 1300 mV). Slozeni mobilni faze: BR pufr (pH = 4) a methanol (60 %, V/V).
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Obr. 47 Chromatogram roztoku chlortoluronu v ¥¢ni vods o koncentraci 1:10° mol-dm™.
SloZeni mobilni faze: BR pufr (pH = 4) a methanol (60 %, V/V). Mé&eno metodou

HPLC-ED na CPE (E = 1300 mV).
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Obr. 48 Chromatogramy roztoku chlortoluronu v féni vodé o koncentraci 1-10° (1),
8107 (2), 6107 (3), 4107 (4) a 2-107 (5) mol-dm™. Slozeni mobilni faze: BR pufr
(pH = 4) a methanol (60 %, V/V). Mé&feno metodou HPLC-ED na CPE (E = 1300 mV).
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Obr. 49 Zavislost vysky piku na koncentraci chlortoluronu v fi¢ni vodé v koncentracnim
rozmezi 1:107 az 1-10° mol-dm™. M&feno metodou HPLC-UV (A = 243 nm). SloZeni
mobilni faze: BR pufr (pH = 4) a methanol (60 %, V/V).
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Obr. 50 Logaritmicka zavislost vysky piku na koncentraci chlortoluronu v fi¢ni vodé
v koncentraénim rozmezi 1-107 az 1:10* mol-dm™. Mgfeno metodou HPLC-UV

(A =243 nm). Slozeni mobilni faze: BR pufr (pH = 4) a methanol (60 %, V/V).
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Obr. 51 Chromatogram roztoku chlortoluronu v ¥¢ni vods o koncentraci 1:10° mol-dm™.
Slozeni mobilni faze: BR pufr (pH =4) a methanol (60 %, V/V). Méteno metodou
HPLC-UV (A =243 nm).
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Obr. 52 Chromatogramy roztoku chlortoluronu v fi¢ni vod& o koncentraci 1-10° (1),
8-107 (2), 6:107 (3), 4107 (4), 2:107 (5) a 1-107 (6) mol-dm™. SloZeni mobilni faze:
BR pufr (pH = 4) a methanol (60 %, V/V). Méteno metodou HPLC-UV (A =243 nm).

Stanoveni chlortoluronu v modelovém vzorku pidy

K naméfeni koncentracnich zavislosti chlortoluronu v modelovém vzorku puady
metodou HPLC s UV a elektrochemickou detekci byly pouzity vzorky pripravené
nadavkovanim potfebného mnoZstvi zasobniho roztoku chlortoluronu v methanolu
(1-10"® mol-dm™) na pfedem vysusenou, presatou a zhomogenizovanou pidu tak, aby byla
jeho koncentrace v piidé od 0,1 do 100 pg-g™. Poté byl chlortoluron extrahovan z piidy
methanolem. Po prefiltrovani byl tento extrakt nafedén deionizovanou vodou tak, aby byl
ziskan roztok s obsahem methanolu 60 %, V/V.

Parametry kalibracnich pfimek v jednotlivych koncentra¢nich rozmezich a kalibra¢nich
ptimek v logaritmické formé jsou uvedeny v Tab. 26 a Tab. 27 pro HPLC-ED a v Tab. 28
a Tab. 29 pro HPLC-UV. Dosazené meze detekce, jejichz hodnoty byly stanoveny na
0,086 pgg™ (elektrochemicky detektor) a 0,010 pug'g™ (UV detektor), jsou v porovnani
s mezi detekce dosazenou metodou DPV na CPE (0,93 pug-g™) témsf o #ad nizsi v pripads
HPLC-ED a témét o dva tady nizsi v pripadé HPLC-UV. Kalibra¢ni piimka nejnizsiho
koncentra¢niho fadu a kalibracni pfimka v celém koncentraénim rozmezi v logaritmické
formé jsou pro elektrochemicky detektor znazornény na Obr. 53 a Obr. 54 a pro UV

detektor na Obr. 56 a Obr. 57. Ziskané chromatogramy v koncentraénim rozmezi
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0,1 az 1 pg-g™ jsou pro HPLC-ED znazornény na Obr. 55 a pro HPLC-UV na Obr. 58.
V porovnani se stanovenim chlortoluronu v matrici fi¢ni vody nebyl na uvedenych
chromatogramech pozorovan pik matrice, coz je pravdépodobné zpiisobeno odstranénim
necistot béhem extrakce chlortoluronu zpidy. Ve slepém vzorku byl na pozici
chlortoluronu pozorovan maly pik, ktery naznacuje moznou pfitomnost tohoto analytu

v odebraném vzorku pudy.

Tab. 26 Parametry kalibra¢nich pifimek stanoveni chlortoluronu v pidé metodou
HPLC-ED na CPE (E = 1300 mV) v prostfedi methanolu (60 %, V/V). Slozeni mobilni
faze: BR pufr (pH = 4) a methanol (60 %, V/V).

Koncentra&ni Smérnice Usek Korelaéni ~ Mez detekce
rozsah [ng-g™] [NA-ugg] [NA] koeficient [ng'g™]
0,1-100 4,69 5,46 0,9962 -
10-100 4,36 28,7 0,9953 -
1-10 6,51 -4,00 9748 -
01-1 5,48 0,23 0,9908 0,086

Tab. 27 Parametry logaritmické formy kalibra¢ni ptimky v celém koncentra¢nim rozmezi
stanoveni chlortoluronu v pidé metodou HPLC-ED na CPE (E = 1300 mV) v prostiedi
methanolu (60 %, V/V). SloZeni mobilni faze: BR pufr (pH = 4) a methanol (60 %, V/V).

Koncentracni _ , Korela¢ni
1 Smérnice Usek o
rozsah [ug-g™] koeficient
0,1-100 0,942 0,78 0,9978
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Tab. 28 Parametry kalibracnich piimek stanoveni chlortoluronu v pidé metodou
HPLC-UV (A = 243 nm) v prostiedi methanolu (60 %, V/V). SloZeni mobilni faze:
BR pufr (pH = 4) a methanol (60 %, V/V).

Koncentra¢ni Smérnice Usek Korelacni ~ Mez detekce
rozsah [pg-g™] [MAU-ug™g] [MAU] koeficient [ng'g™]
0,1-100 2,07 0,49 0,9982 -
10 - 100 2,01 4,54 0,9966 -
1-10 2,12 -0,57 0,9922 -
0,1-1 2,24 -0,11 0,9936 0,010

Tab. 29 Parametry logaritmické formy kalibra¢ni ptimky v celém koncentra¢nim rozmezi
stanoveni chlortoluronu v ptidé metodou HPLC-UV (A = 243 nm) v prostfedi methanolu

(60 %, V/V). Slozeni mobilni faze: BR pufr (pH = 4) a methanol (60 %, V/V).

Koncentra¢ni . . Korela¢ni
1 Smérnice Usek o
rozsah [ug-g™] koeficient
0,1-100 1,04 0,27 0,9992
<
o
- 6 | .
4 -
*
2 -
0 1 1 1
0 0,3 0,6 0,9 1,2
¢, ng-g*

Obr. 53 Zavislost proudu piku na koncentraci chlortoluronu v pudé v koncentracnim
rozmezi 0,1 az 1 pug-g™. Méfeno metodou HPLC-ED na CPE (E = 1300 mV) v prostfedi
methanolu (60 %, V/V). SloZeni mobilni faze: BR pufr (pH = 4) a methanol (60 %, V/V).
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Obr. 54 Logaritmicka zavislost proudu piku na koncentraci chlortoluronu v pudé
v koncentraénim rozmezi 0,1 az 100 ug-g'l. M¢feno metodou HPLC-ED na CPE
(E = 1300 mV) v prostiedi methanolu (60 %, V/V). Slozeni mobilni faze: BR pufr (pH = 4)
a methanol (60 %, V/V).
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Obr. 55 Chromatogramy chlortoluronu o koncentraci 1,0 (1), 0,7 (2), 0,4 (3),0,2 (4) a 0,1
(5) pggt v piads. Méfeno metodou HPLC-ED na CPE (E = 1300 mV) v prostiedi
methanolu (60 %, V/V). Slozeni mobilni faze: BR pufr (pH = 4) a methanol (60 %, V/V).
Kiivka 6 odpovida vzorku ptidy bez ptidavku chlortoluronu.
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Obr. 56 Zavislost vySky piku na koncentraci chlortoluronu v pudé v koncentraénim

rozmezi 0,1 az 1 pg-g™. Mé&feno metodou HPLC-UV (A = 243 nm) v prostiedi methanolu
(60 %, V/V). Slozeni mobilni faze: BR pufr (pH = 4) a methanol (60 %, V/V).
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Obr. 57 Logaritmicka zavislost vysky piku na koncentraci chlortoluronu v putdé
V koncentra¢nim rozmezi 0,1 az 100 ug~g'1. Méteno metodou HPLC-UV (A = 243 nm)
Vv prostfedi methanolu (60 %, V/V). SloZeni mobilni faze: BR pufr (pH = 4) a methanol
(60 %, VIV).
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Obr. 58 Chromatogramy chlortoluronu o koncentraci 1,0 (1), 0,7 (2), 0,4 (3), 0,2 (4)
a 0,1 (5) pgg™ v pade. Méfeno metodou HPLC-UV (L = 243 nm) v prostiedi methanolu
(60 %, V/V). Slozeni mobilni faze: BR pufr (pH = 4) a methanol (60 %, V/V). Kfivka 6

odpovida vzorku ptdy bez ptidavku chlortoluronu.
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5 Zavér

V predlozené¢ diplomové praci byly prostudovany moznosti stanoveni herbicidu
chlortoluronu metodami DPV, HPLC-ED a HPLC-UV s vyuzitim uhlikové pastové
elektrody. Dale byla ovéfena moznost vyuziti miniaturizované uhlikové pastové elektrody
a pouzitelnost vyvinutych metod pro stanoveni chlortoluronu v modelovych vzorcich ficni
vody a ptdy.

Pti nalezenych optimalnich podminkach stanoveni chlortoluronu metodou DPV na CPE
(pH BR pufru = 3, podil methanolu 10 %, V/V) byly naméfeny koncentracni zavislosti
Vv deionizované vodg.

Dale byly proméfeny koncentracni zéavislosti pomoci HPLC v mobilni fazi obsahujici
BR pufr (pH = 4) a methanol (60 %, V/V), s potencialem pracovni elektrody 1300 mV
a detek¢ni vinovou délkou 243 nm.

Po optimalizaci uvedenych metod byl chlortoluron stanoven v modelovych vzorcich

fi¢ni vody a pudy. Meze detekce dosazené pouzitymi metodami jsou uvedeny v Tab. 30.

Tab. 30 Meze detekce chlortoluronu dosazené metodami DPV, HPLC-ED a HPLC-UV.

Metod Lp - deionizovana voda Lp — fi¢ni voda Lp — pida
etoda
[mol-dm] [mol-dm] [ngg']
DPV (CPE) 3,710 8,3-107" 0,93
DPV (MCPE) 8,7-10°° 1,0-107 1,3
HPLC-ED 3,3-10® 5,7-10® 0,086
HPLC-UV 1,1-10° 6,110 0,010

Nejvyssi citlivosti bylo dosazeno pomoci metody HPLC se spektrofotometrickou
detekci. Ve srovnani s tim nepiinasi pouziti elektrochemické detekce v HPLC podstatné
vyhody. Jako vhodné a dostatecné citlivé se ukazalo byt i voltametrické stanoveni.
Vyhodou voltametrickych metod je rychlost, nenarocnost na upravu vzorku a moznost
meéfeni v terénnich podminkach. V tomto ohledu vynikd miniaturizovana CPE nad
konven¢ni CPE, a to nejen svymi mensimi fyzickymi rozméry, ale i niz§imi detekénimi
limity dosahovanymi pfi méfeni na této elektrod¢.

Uvedené metody lze také pouzit pro stanoveni chlortoluronu v redlnych vzorcich,
jelikoz stanoveni v modelovych vzorcich fi¢ni vody a plidy nebylo matrici vyznamné

ovlivnéno.

73



6 Literatura

! U.S. Environmental Protection Agency: About pesticides. Dostupné z URL:

<http://www.epa.gov/pesticides/about/index.htm#what_pesticide> [cit. 24.7.2012]

2 Pesticides in the Modern World - Trends in Pesticides Analysis. Stoytcheva, M. (Ed.).
Rijeka, InTech 2011.

% Rao, P. S. C.: Mansell, R. S.; Baldwin, L.B.; Laurent, M. F.: Pesticides and their behavior
in soil and water. Soil Science Fact Sheet 40 (1983).

* Mou, R.-X.; Chen, M.-X.; Zhi, J.-L.: Simultaneous determination of 15 phenylurea
herbicides in rice and corn using HPLC with fluorescence detection combined with UV
decomposition and post-column derivatization. Journal of Chromatography B 875,
437-443 (2008).

> Jursik, M.; Soukup, J.; Holec, J.: Mechanizmy u¢inku herbicidii a projevy jejich ptisobeni
na rostliny — Uvod do problematiky mechanizmu ptisobeni herbicidt. Listy cukrovarnické
a Feparské 126, 14-16 (2010).

® Cremlyn, R.: Pesticidy. Praha, SNTL — Nakladatelstvi technické literatury 1985.

" Liu, J.: Phenylurea herbicides. In: Hayes' Handbook of Pesticide Toxicology. R. Krieger
(Ed.). New York: Academic Press, 2010, p. 1725-1731.

8 Jursik, M.; Soukup, J.; Venclova, V.; Holec, J.; Andr, J.: Mechanizmy u¢inku herbicid
a projevy jejich piisobeni na rostliny - Inhibitory fotosyntézy. Listy cukrovarnické
a reparské 126, 48-54 (2010).

° Benitez, F. J.; Garcia, C.; Acero, J. L.; Real, F. J.: Removal of phenylurea herbicides

from waters by using chemical oxidation treatments. World Academy of Science,
Engineering and Technology 58, 673-680 (2009).

10 Sigma-Aldrich:  Bezpecnostni  list  chlorotoluronu.  Dostupné  z URL:
<http://www.sigmaaldrich.com/ > [cit. 24.7.2012]

1 U.S. National Library of Medicine: ChemiIDplus Lite.  Dostupné z URL:
<http://chem.sis.nim.nih.gov/chemidplus/> [cit. 24.7.2012]

12 Kocarek, M.; Kodesova, R.; Kozak, J.; Drabek, O.; Vacek, O.: Chlortoluron behavior in
five different soil types. Plant, Soil and Environment 51, 304-309 (2005).

74



13 pérez, S.; Matienzo, M. T.; Tadeo, J. L.: GC-ITD analysis of chlortoluron and its
metabolites in cereals. Chromatographia 36, 195-200 (1993).

 Klem, K.: Podzimni ochrana proti plevelim — zékladni kiamen technologie p&stovani

ozimych obilovin. Obilnarské listy 5 (2003).

15 Cihlat, P.; Vasak, J.; Psenicka, P.: Agrotechnika 2 t/ha méku a poznatky. In:
Prosperujici olejniny: sbornik referdtii z konference katedry rostlinné vyroby CZU v Praze

2006. Ceska zemé&délska spoleénost. Praha: Ceska zemédélska univerzita, 2006, p. 79-82.

1% Sorensen, S. R.; Bending, G. D.; Jacobsen, C. S.; Walker, A.; Aamand, J.: Microbial
degradation of isoproturon and related phenylurea herbicides in and below agricultural
fields. FEMS Microbiology Ecology 45, 1-11 (2003).

" Hamaker, J. W.: Decomposition: Quantitative aspect. In: Organic chemicals in the soil
environment. Vol. 1. Goring, A. I., Hamaker, J. W. (eds.). New York: C. Marcel Dekker,
1972, p. 253-340.

18 Gao, M.; Dai, S.; Ma, Y.: The impact of nitrogen fertilizers on degradation and leaching
of chlorotoluron in soil. International Journal of Environmental Analytical Chemistry 87,
67-76 (2007).

% Khadrani, A.; Seigle-Murandi, F.; Steiman, R.; Vroumsia, T.: Degradation of three
phenylurea herbicides (Chlortoluron, Isoproturon and Diuron) by micromycetes isolated
from soil. Chemosphere 38, 3041-3050 (1999).

20 Berger, B. M.: Parameters influencing biotransformation rates of phenylurea herbicides

by soil microorganisms. Pesticide Biochemistry and Physiology 60, 71-82 (1998).

! Gao, M.; Dai, S.; Ma, Y.; Zhang, P.: Impact of atrazine and nitrogen fertilizers on
the sorption of chlorotoluron in soil and model sorbents. Journal of Environmental
Sciences-China 19, 327-331 (2007).

22 Ryan, P. J.; Gross, D.; Owen, W. J.; Laanio, T. L.: The metabolism of chlortoluron,
diuron, and CGA 43 057 in tolerant and susceptible plants. Pesticide Biochemistry and
Physiology 16, 213-221 (1981).

8 World Health Organization: Chlorotoluron in Drinking-water. In: Guidelines for
drinking-water quality. 2nd ed. Geneva: World Health Organization, 1996.

75



% Klementova, S.; Zemanova, M.: UV photochemical degradation of a phenyl-urea

herbicide chlorotoluron. Research Journal of Chemistry and Environment 12, 5-11 (2008).

2% U.S. National Library of Medicine: Toxnet, Toxicology Data Network. Dostupné z URL:
<http://toxnet.nIm.nih.gov/index.html/> [cit. 24.7.2012]

2% Health & Consumer Protection: Review report for the active substance chlorotoluron.
Dostupné z URL.:
<http://ec.europa.eu/food/plant/protection/evaluation/existactive/list_chlortoluron.pdf>
[cit. 24.7.2012]

2" De Kok, A.; Vos, Y. J.; Van Garderen, C.; De Jong, T.; Van Opstal, M.; Frei, R. W.;
Geerdink, R. B., Brinkman, U. A. Th.: Chromatographic determination of phenylurea
herbicides and their corresponding aniline degradation products in environmental samples.
I. Journal of Chromatography 288 71-89 (1984).

28 Caverly, D. J.; Denney, R. C.: Determination of substituted ureas and some related

herbicide residues in soils by gas chromatography. Analyst 103, 368-374 (1978).

2% Brinkman, U. A. Th.; De Kok, A.; Geerdink, R. B.: Determination of phenylurea
herbicides via direct derivatisation with heptafluorobutyric anhydride. Journal of
Chromatography A 283, 113-126 (1984).

%0 Chiavari, G.; Bergamini, C.: Determination of phenylurea herbicide by high-
performance liquid chromatography with electrochemical detection. Journal of
Chromatography 346, 369-375 (1985).

3t Hutta, M.; Chalanyova, M.; Halko, R.; Gora, R.; Dokupilova, S.; Rybar, I.: Reversed
phase liquid chromatography trace analysis of pesticides in soil by on-column sample
pumping large volume injection and UV detection. Journal of Separation Science 32,
2034-2042 (2009).

%2 Gallitzendorfer, R.; Timm, T.; Koch, D.; Kiisters, M.; Gerhartz, M.: Simultaneous
determination of 12 sulfonylurea herbicides in drinking water after SPE by LC-DAD.
Chromatographia 73, 813-816 (2011).

33 Lawrence, J. F.; Ménard, C.; Hennion, M.-C.; Pichon, V.; Le Goffic, F.; Durand, N.: Use
of immunoaffinity chromatography as a simplified cleanup technique for the liquid

76



chromatographic determination of phenylurea herbicides in plant material. Journal of
Chromatography A 732, 277-281 (1996).

% Gross, D.; Laanio, T.; Dupuis, G.; Esser, H. O.: The metabolic behavior of chlorotoluron
in wheat and soil. Pesticide Biochemistry and Physiology 10, 49-59 (1979).

% Lopez-Feria, S.; Cardenas, S.; Valcarcel, M.: One step carbon nanotubes-based
solid-phase extraction for the gas chromatographic-mass spectrometric multiclass pesticide
control in virgin olive oils. Journal of Chromatography A 1216, 7346-7350 (2009).

% Adams, R. N.: Carbon paste electrodes. Analytical Chemistry 30, 1576 (1958).

37 Svancara, L; Vytias, K.: Ptiprava a vlastnosti uhlikovych pastovych elektrod. Chemické

Listy 88, 138-146 (1994).

% Zima, J.: Vyuziti uhlikovych pastovych elektrod v analyze 16&iv a toxickych latek.
Klinicka a toxikologickd analyza. Praha, VSCHT 2008.

% Svancara, I.; Vytias, K.; Kalcher, K.; Walcarius, A.; Wang, J.: Carbon paste electrodes
in facts, numbers, and notes: A review on the occasion of the 50-years jubilee of carbon

paste in electrochemistry and electroanalysis. Electroanalysis 21, 7-28 (2009).

0 Cookeas, E. G.; Efstathiou, C. E.: Preconcentration of organic compounds at a diphenyl
ether graphite paste electrode and determination of vanillin by adsorptive-extractive
stripping voltammetry. Analyst 117, 1329-1334 (1992).

* Olson, C.; Adams, R. N.: Carbon paste electrodes application to anodic voltammetry.
Analytica Chimica Acta 22, 582-589 (1960).

42 Svancara, I.; Schachl, K. Testing of unmodified carbon paste electrodes. Chemické Listy

93, 490-499 (1999).

3 Kalcher, K.; Kauffmann, J. M.; Wang, J.; Svancara, I.; Vytfas, K.; Neuhold, C.;
Yang, Z.: Electroanalysis 7, 5 (1995).

* Kuwana, T.; French, W. G.: Electrooxidation or reduction of organic compounds into

aqueous solutions using carbon paste electrode. Analytical Chemistry 36, 241-242 (1964).

*> Chambers, C. A. H.; Lee, J. K.: Studies of the extraction of organic molecules into
the carbon-paste electrode. Journal of Electroanalytical Chemistry 14, 309-314 (1967).

77



* Lindquist, J.: Carbon paste electrode with a wide anodic potential range. Analytical
Chemistry 45, 1006-1008 (1973).

47 Svancara, L; Vyttas, K.; Renger, F.; Smyth, M. R.: Application of carbon paste
electrodes in highly methanolic solutions. Electrochimica Acta 37, 1355-1361 (1992).

* Zima, J.; Svancara, L; Barek, J.; Vyttas, K.: Recent advances in electroanalysis of
organic compounds at carbon paste electrodes. Critical Reviews in Analytical Chemistry
39, 204-227 (2009).

9 Sykora, V.; Zatka, V.: Piirucni tabulky pro chemiky. SNTL, Praha 1967.

78



