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Abstrakt

Tato bakalafska prace se zabyvala optimalizaci metody pro stanoveni pesticidu
chlortoluronu pomoci HPLC s naslednou coulometrickou detekci na elektrodé
z uhlikové plsti. Jako staciondrni faze byla pouzita kolona Purospher® RP-18 (125x4
mm, 5 um) (LiChroCART). Mobilni fazi byl fosfato-acetatovy pufr o pH 4 a methanol
v poméru 40:60 a potencial vkladany na pracovni elektrodu byl 1400 mV.

Zavislost velikosti signalu na koncentraci byla sledovana v koncentratnim rozmezi od
1-10* do 7,5:10° mol-dm™. Nejprve byla tato zavislost sledovana v deionizované vodg.
Mez detekce byla metodami HPLC-UV a HPLC-ED stanovena na 4,4-10° mol-dm™

a 1,3-107 mol-dm™.

Aplikovatelnost metody na environmentdlni vzorky bylo ovéfeno na modelovych
vzorcich ti¢ni vody a pudy. Meze detekce pro ficni vodu byly stanoveny metodou
HPLC-UV na 7,8-10” mol-dm™ a metodou HPLC-ED na 1,7-10"7 mol-dm™. Pro ptidu
byla zméfena metodou HPLC-UV mez detekce na hodnotu 0,20 pg-g'. a metodou
HPLC-ED byla mez detekce zméfena na 0,14 ug-g'. Stanoveni v modelovych vzorcich
poskytlo velmi podobné vysledky jako stanoveni v deionizované vod¢€ a to znamena, ze

rozdilna matrice stanoveni pfili§ neovlivni.



Abstract

This bachelor thesis deals with the optimization of the determination method for
pesticide chlortoluron by HPLC coupled with coulometric detection on the carbon felt
electrode. As the stationary phase Purospher® RP-18 column (125 x 4 mm, 5 pum)
(LiChroCART) was used. The mobile phase was phosphate-acetate buffer pH 4 and
methanol 40:60 and the potential applied to the working electrode was 1400 mV.

The dependence of the signal on the concentration was monitored in the concentration
range from 1-10% to 7,5-10° mol-dm™>. Firstly, this dependence was observed in
deionized water. Detection limits obtained by HPLC-UV and HPLC-ED were
determined to be 4,42-10” mol-dm™ and 1,26-10"" mol-dm™, respectively.

Applicability of the method on the environmental samples was verified on model
samples of river water and soil. The limits of detection of river water were determined
by HPLC-UV method at 7,76-10° mol-dm> and by HPLC-ED method at 1,71-107
mol-dm™. For the soil, the limit of detection was measured by HPLC-UV at 0,198 pg-g
!, and by method HPLC-ED it was determined as 0,135 pg-g!l. Assays in model
samples giving very similar results as in the pure solvents and this means that the matrix

influence on the determination is low.



Seznam pouZzitych zkratek

A — absorbance

¢ —koncentrace

CF — uhlikova plst’

CPE — uhlikova pastova elektroda
DAD — detektor s diodovym polem
DPV — diferen¢ni pulsni voltametrie

E —potencial

ECD — detektor elektronového zachytu
ED — elektrochemicky detektor

GC — plynova chromatografie

h — vyska piku

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie
1 —proud

ITD — detektor iontového zachytu

LC — kapalinova chromatografie

LOD — mez detekce

LOQ — mez stanovitelnosti

mCPE — miniaturizovand uhlikové pastova elektroda
MF — mobilni faze

MS — hmotnostni spektrometrie

NPD — dusiko-fosforovy detektor

PPD — postkolonova fotolyza a derivatizace



RP-18 — reverzni faze s chemicky vazanym oktadecylsilanem
s — smérodatné odchylka

st — relativni smérodatna odchylka
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1 Uvod

1.1 Cil prace
Cilem této bakalarské prace je nalézt vhodné experimentalni podminky pro stanoveni
pesticidu chlortoluronu s pouzitim detektoru zuhlikové plsti ve spojeni s HPLC

a vyhodnotit funk¢nost této metody.

Tento postup zahrnuje nalezeni optimalniho slozeni mobilni faze, potencialu a ovétreni
opakovatelnosti méfeni, kvuli zjisténi zda nedochazi k pasivaci elektrody, a nésledné

vytvoreni kalibracni zavislosti a nalezeni meze detekce.

Na zavér bude provedena extrakce snaslednym stanovenim chlortolutonu
v modelovych vzorcich fiéni vody a pudy, kvili ovéfeni funkénosti metody a zjisténi,

jestli miize byt metoda pouzita k analyze v redlnych vzorcich a riznych matricich.
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2 Teoretickd ¢ast

2.1 Pesticidy

Pesticidem nazyvame chemickou latku ¢i smés, kterd je vyrobena s cilem odstranit,
predchazet, odpuzovat ¢i snizovat populaci Skidct a plevelt [1] [2]. Jsou nejvice
vyuzivany v zemédéelstvi k ochrané zemédélskych plodin a pramyslovych ploch.

Pesticidy se mohou riizné klasifikovat.

Prvni moznosti je klasifikace pesticidii podle cilového sktidce. Patii sem fungicidy,
herbicidy, insekticidy a baktericidy. Fungicidy zabijeji ¢i inhibuji rtist hub a jejich spor.
Herbicidy se pouzivaji k usmrceni nezddoucich rostlin. Mohou ptisobit selektivné (nici
pouze nckteré druhy nebo skupiny rostlin) nebo neselektivné a ty ni¢i veskerou
rostlinou populaci. Insekticidy se pouzivaji proti hmyzu ve vSech stupnich jejich ristu.
Posledni skupinou jsou baktericidy, které se pouzivaji k zabijeni bakterii. To mohou byt
dezinfek¢ni prostfedky, antiseptika a antibiotika [3].

Druhym délenim je klasifikace pesticidi na kontaktni (nesystémové) a systémové.
Systémové pesticidy jsou absorbovany rostlinami a prendSeny do neoSetfenych oblasti,
napiiklad do listd, stonki nebo kofen. Mohou u¢inné proniknout do rostlinnych tkéani
a pohybovat se cévnim systémem. Kontaktni pesticidy zlstavaji na povrchu a nemohou
tedy pronikat do cévniho systému. Dosdhnout pozadovaného ucinku mohou pouze
tehdy, pfijdou-li do fyzického kontaktu s cilovym Skliidcem. Pesticid pronikd do téla
Sktidce pies pokoZzku a zplisobi mu otravu [4] [5].

Tteti déleni klasifikuje pesticidy podle chemické povahy G€innych latek. Pesticidy se
deli do ¢ty hlavnich skupin na organofosfaty, karbamaty, pyrethroidy a organochlorové
slouceniny [3].

Vzhledem k neustdlému nariistdni populace na Zemi bylo zavedeni pesticidli velice
ptinosné, pomohly zlepSit kvalitu a délku Zivota, ale stale predstavuji velké nebezpeci
pro zivotni prostfedi [6]. Pouzivani pesticidii ma za nasledek ohrozovani zdravi lidi.
Vzhledem k velkému mnoZstvi pesticidli, které maji rizné struktury a obsahuji rozdilné
funkéni skupiny, nelze konkrétné fici, jakéd je jejich pfesna toxicita. Velké mnoZstvi
pesticidil je neurotoxickych [7], hepatotoxickych ¢i nefrotoxickych [8].

Degradace pesticidii probihd zejména mikrobialni cestou. Pii degradaci dochazi

k transformaci molekul, které mohou byt také toxické [9]. NejlepSim feSenim je snaZit
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se vyvijet takové pesticidy, které budou Setrné€jSi pro Zivotni prostiedi a v pfirod€ se
yvi p Y, )81 p p p

budou Iépe a rychleji odbouravat.

2.2 Chlortoluron

2.2.1 Fyzikalné chemické vlastnosti

Cl
O

/L ,f"CHS

CHa N r~|4
i

Hs
Strukturni vzorec:

Sumarni vzorec: C10H13CIN2O

IUPAC nazev: 3-(3-Chloro-p-tolyl)-1,1-dimethylmocovina
C.A.S. nazev: chlortoluron

C.A.S. registracni Cislo: 15545-48-9

Relativni molekulovd hmotnost: 212, 677 [10]

Teplota tani: 147-148 °C

Rozpustnost ve vodé: 70 mg-dm™ (20 °C) [11]

Chlortoluton je herbicid pattfici do skupiny substituovanych mocovin. Jedna se
o herbicid netoxicky pro vcely, ale stiedné toxicky pro vodni organismy, zizaly, ptaky
a savce [12]. Je to bily krystalicky prasSek bez zapachu. Ve vodé je rozpustny omezenc,

dobfe rozpustny je v organickych rozpoustédlech, naptiklad v methanolu [10].

2.2.2 Vyuziti a degradace v pfirodé
Utinek herbicidi ze skupiny substituovanych mocovin je zalozen na schopnosti

inhibice fotosyntézy [13]. Obecné se pouzivaji se k zamezeni ristu plevell kukufice,
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ryze, s6jovych bobii, bramborovych plodin a baviny [14]. Chlortoluron se nejcastéji
pouziva na plevelnaté rostliny, zejména na chundelku metlici, psarku polni a plevele

v ozimych obilninach [15] [16] a méku [17].

Kontaminace chlortoluronem mtize hrozit, vzhledem k pomérn¢ nizké rozpustnosti ve
vod¢ predevsSim v pudé, kde je nejvétsim predpokladanym procesem odstranéni

mikrobialni biodegradaci [18].

Byla studovana degradace chlortoluronu pomoci mikroorganismu a nejlepsich vysledki
bylo dosaZeno pii pouziti houby Sedoporky osmahlé, kterd spotfebovala 98 % latky za

dva tydny [19].

Degradace chlortoluronu mize probihat i diky detoxikacnim mechanismim obilovin,
a to N-demethylaci a nebo oxida¢ni reakci methylovaného kruhu. Pti N-demethylaci
vznikaji N-monodimethylchlortoluron a N-didemethylchlortoluron. Tyto produkty jiz
nejsou fytotoxické. Pii oxidaci methylovaného kruhu vznika hydroxymethylovy

metabolit, ktery jiz také neni fytotoxicky [16].

Degradace chlortoluronu mtze probihat i UV fotochemickou degradaci, kdy dochazi

k uvolnéni chloridovych iontl a ke tvorbé hydroxyderivata [20] [21].

2.3 Metody stanoveni fenylmocovinovych pesticidd
ZvySovani lidské populace na Zemi ma za nasledek zvySovani pouzivani pesticidi. To
vedlo vzhledem k toxicité pesticidli k rozvoji zejména analytickych metod. Ty umi

stanovit 1 zbytkové koncentrace v riznych vzorcich.

Pti pouziti kolorimetrie ¢i spektrofotometrickych metod je nejvétSim problémem, Ze
tyto metody nejsou pfiili§ citlive. Jako lepsi alternativa se voli spiSe rozdélovaci

chromatografické metody, elektroanalytické metody ¢i jejich kombinace.

Nejcastéji jsou pouzivany plynova (GC) a kapalinova (LC) chromatografie. Plynova
chromatografie je nejvice univerzalni a citlivou metodou pro stanoveni rezidui pesticidii
[22]. Problémem této metody je, ze vétSina fenylmocovinovych herbicida je tepelné
nestabilni a Castecné se rozkladaji na isokyanaty a aminy z divodu piitomnosti NH

skupiny v molekule. Pokusy o zvySeni stability blokaci NH skupiny silaci, acylaci nebo
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alkylaci se bohuzel piili§ neosvéd¢ily. Castéji se vyuZivaji metody hydrolyzy
s naslednou derivatizaci pti specifickych podminkach [23]. Velmi Casto se pouziva
analyza s detektorem elektronového zachytu (ECD) ¢i dusiko-fosforovym detektorem
(NPD) [24]. Zdaleka nejlepsi detekci pfi pouziti plynové chromatografie je detekce
pomoci hmotnostni spektrometrie (MS). Tato metoda poskytuje informace
o molekularni struktuie slouCeniny, je velmi citliva a poskytuje vysokou

selektivitu [22].

cvwr

tepelné nestabilit¢. HPLC mé obecné nizsi citlivost pfi stopové analyze. Pouziva se
zejména UV detekce [22]. Pii stanoveni fenylmocovinovych herbicidi se detekéni
vlnova délka obecné pohybuje pod hodnotou 300 nm. Pouzita vinova délka je velmi
univerzalni. Pfi analyze v pid¢ se pak mohou, v disledku velkého obsahu kyseliny
huminové a dalSich pidnich hnojiv, vyskytovat problémy s velkou absorbanci pozadi ¢i
falesn¢ pozitivni vysledky. Tyto problémy Ize eliminovat pouzitim vinové délky

240 - 250 nm [25].

Mezi elektroanalytické metody, které se nejCastéji pouzivaji pifi stanoveni
fenylmocCovinovych herbicidl, patii amperometrické ¢i voltametrické metody. Tyto
metody se pouzivaji vzdy v kombinaci s né¢jakou separa¢ni metodou, nejcastéji HPLC

[26] [27].

2.4 Metody stanoveni chloroluronu

Chlortoluron se stanovuje v pevné nebo kapalné matrici. Analyza v pevné matrici se
provadi bud’ pfimo v zemédé&lskych plodinach anebo v pidé, ve které jsou tyto plodiny
obsaZeny. Analyza v kapalné matrici se provadi v pitné vodé, povrchové ficni vodé ¢i

vodé¢, ktera protéka v okoli kontaminovaného pole.

Stanoveni chlortoluronu v ptidé metodou LC s UV detekei se ukézalo jako dnes jiz
zastaralé vzhledem k malé citlivosti metody [28]. Vyrazné lepsi je stanoveni pesticida

metodou RP-HPLC s UV detekcti, ktere jiz poskytuje lepsi vysledky [29].

Analyza chlortoluronu a jeho metabolitli v obilninach metodou GC-NPD se ukézala
jako vhodna metoda stanoveni vzhledem k dostatecné reprodukovatelnosti a citlivosti

[30]. Jiné stanoveni probihalo ve vzorcich ryze a kukufice, kde se stanovovalo
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15 herbicida vcetné chlortoluronu pomoci HPLC s fluorescencni detekci. Tato metoda

je jeste citlivejsi nez predchozi stanoveni [14].

Nejspise nejdilezitéjsi praci vzhledem k souvislostem a porovnavani vysledkl, je
diplomova prace, kterd se zabyva stanovenim chlortoluronu pomoci metod diferen¢ni
pulsni voltamerie (DPV) a HPLC s elektrochemickou a spektrofotometrickou detekci
(HPLC-ED, HPLC-UV). Jako pracovni elektroda byla pouzita uhlikovd pastova
elektroda (CPE) a miniaturizovand pastova elektroda (mCPE). Chlortoluron byl

analyzovan ve dvou matricich a t€émi jsou vzorky piidy a vody [31].

Velmi dobrou metodou analyzy pesticidii pitné a povrchové vody je pouziti HPLC
s naslednou detekci pomoci detektoru diodového pole (DAD). Touto metodou lze
stanovovat i stopové koncentrace [32]. Meze detekce vSech zminénych metod jsou

uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1: Meze detekce metod vyuzitych ke stanoveni chlortoluronu

Metoda stanoveni Mez Jednotky Matrice Literatura
detekce
HPLC, fluor. det. 0,003 ng - g’! ryze, kukufice [14]
LC-UV 0,1 pg - g’ ptda [28]
RP HPLC-UV 0,012 ng - gl ptda [29]
GC-NPD, GC-ITD 0,1 pg - g obilniny [30]
HPLC-ED 3,3-10% mol - dm™ voda [31]
HPLC-UV 1,1 -10% mol - dm’ voda [31]
CPE 3,7-107 mol - dm™ voda [31]
mCPE 8,7-10% mol - dm™ voda [31]
3

]

HPLC-DAD/PPD 47-10 mol - dm voda [32
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2.5 Uhlikova plst

Uhlikova plst’ (CF) je material, ktery je slozeny z rizné propletenych mikrouhlikovych
vlaken o riznych primérech okolo 10 um [33] [34]. Uhlikova plst’ se bézn¢ vyuziva
jako elektroda ve vanadiovych redoxnich bateriich pro skladovani velkého mnozstvi
energie nebo v palivovych ¢lancich [35] [33]. V analytické chemii se CF elektroda da

pouzit v coulometrii, potenciometrii ¢i v anodické stripping voltametrii [36].

Velkou vyhodou CF je nizkd pofizovaci cena, uhlikovou plst’ Ize pomérné snadno
upravovat do pozadovanych tvart a mé velky specificky povrch [37]. Dalsi vyhodou je
také vysoka chemickd a mechanicka stabilita [38]. Diky vysoké vodivosti a velké
ucinné plose je velmi elektrolyticky u¢innd. Vzhledem k velké poréznosti ma CF malou
difuzni bariéru toku roztoku a lze ji tedy pouzit jako pracovni elektrodu pii prutokovych

méienich [34].

CF mé vzhledem ke své porozité jednu nevyhodu a to je nizkd smacivost, ktera
zpusobuje zachytavani bublinek vzduchu uvnitt plsti [37]. Jednou z variant, jak se tomu
pfi praci vyhnout, je ponofit na pfed mefenim uhlikovou plst’ do rozpoustédla, které ma

vys$si smacivost a je misitelné s vodou, jako naptiklad methanol ¢i aceton [33] [38].

Co se tyCe analytickych aplikaci, byla uhlikova plst’ vyuzita v bakalafské praci pfi
stanoveni syntetickych antioxidantli [39] a pfi stanoveni kyseliny indol-3-octové
a kyseliny indol-3-maéseln¢ [40]. Uhlikova plst’ byla také pouzita pti stanoveni peroxidu
vodiku pfi prutokové amperometrii, kdy byl 2,6-dichlorfenolindol spole¢né s kienovou
peroxidazou adsorbovan na povrch plsti. Toto usporadani vykazovalo velmi dobrou
bioelektrickou aktivitu pro naslednou redukci peroxidu vodiku. Ukazalo se, ze tato

metoda je vysoce selektivni, citliva a nepfili§ finanéné nakladna [34].
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3 Experimentalni cast

3.1 Pouzita aparatura a pristroje

Pro HPLC méfeni byla pouzita vysokotlakd pumpa HPP 5001 (Laboratorni pfistroje,
Praha). Separace byla provaddéna na kolon¢ Purospher RP-18 5 pm LiChroCART®
125-4 mm s ptedkolonou Purospher RP-18 5 um LiChroCART 4-4 mm (Merck,
Némecko). Pro davkovani analytu na kolonu byl pouzit ddvkovaci ventil o objemu 20 pl
(Sample injector D, Ecom, CR). K detekci byly pouzity dva detektory. Prvni byl
UV/Vis detektor Sapphire (Ecom, CR) a druhym byl elektrochemicky detektor ADLC 2
(Laboratorni pfistroje, Praha) v tfielektrodovém zapojeni. Pracovni elektrodou byla
elektroda z uhlikové plsti, jako referentni elektroda byla pouzita argentchloridova

elektroda (3 M KCIl) a pomocna byla platinova elektroda.

3.2 Konstrukce pracovni elektrody

Pracovni elektroda se sklédala z ferule, ¢epicky a ptivodni kapilary. Do Eepicky byl
vyvrtan otvor, kterym odtékala mobilni faze. Jako népln byla pouzita uhlikova plst
(Karbotechnik, Ceska republika), ktera byla vtladena do &epi¢ky a zasroubovanim ferule
stlatena. Timto bylo zajisténo po ponofeni elektrody do mobilni faze pfimé spojeni
s povrchem uhlikové plsti. Vodivé spojeni bylo zajiSténo platinovym dratkem, ktery byl
pfichycen na cepiCce. V prepadové nadobce s mobilni fazi byla kromé pracovni
elektrody také referentni argentchloridova elektroda a pomocna platinova elektroda.

Schéma elektrody je zobrazeno na obr. 1,
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Obrazek 1: Schéma uhlikové plstové elektrody 1: vstup, 2: Sroub s feruli, 3. Cepicka, 4: uhlikova
plst, 5: vystup, 6: platinovy dratek, 7: referencni elektroda, 8: pomocna elektroda, 9: mobilni
faze, prevzato a upraveno z [41].

3.3 Dalsi pouzité vybaveni
pH metr: digitdlni méfici pfistroj Conductivity and pH meter 3510 (Jenway, UK)

s kombinovanou sklenénou elektrodou

Magneticka michacka: Magnetic Stirrer (VELP Scientifica, Europe)
Ttepacka: Vortex Genie 2 (Scientific Industries, Inc., USA)
Ultrazvukova ¢isticka: PS 02000A (Powersonic, USA)

Analytické vahy: Sartorius 2004 MP (Sartalex, CR)

Nylonové stiikackové filtry: 0,45 pum, primér 13 mm (Fisher Scientific)

3.4 Ptiprava roztokd

3.4.1 Pfiprava zdsobniho roztoku chlortoluronu
Byl ptipraven zisobni roztok chlortoluronu o koncentraci 1-10 mol-dm™ rozpusténim

0,0053 g chlortoluronu (analyticky standard o Cistoté 99,7 %, Sigma-Aldrich, Némecko)
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v 25 ml methanolu. K méfeni se pouzivaly roztoky o nizsi koncentraci, ziskané fedénim

vyrobeného zasobniho roztoku.

3.4.2 Priprava fosfato—acetatového pufru

Fosfato-acetatovy pufr byl pfipraven smisenim kyseliny fosforecné (85% p.a., p=1,70 g
cm?, Lach- Ner, Ceska republika) a octové kyseliny (99% p.a., p=1,05 g cm?,
Lach-Ner, Ceska republika) na pozadovanou koncentraci 0,05 mol-dm doplnénim na

vysledny objem deionizovanou vodou.

Alkalicka slozka pufru o koncentraci 0,2 mol-dm™ byla pfipravena odméfenim
pottebného mnozstvi NaOH (8 M, Fluka Analytica, Némecko) a doplnénim

destilovanou vodou na vysledny objem.

Pufr byl pfipraven dotitrovanim kyselé slozky alkalickou slozkou na pozadované pH.

3.4.3 Priprava mobilni faze

Mobilni faze byla pfipravena smisenim fosfato—acetatového pufru s methanolem
(Chromasolv™ Gradient for HPLC, gradient grade, = 99,9 %, Honeywell) v poméru
40/60 (V/V).

3.5 Optimalizace metody

Pro optimalizaci separac¢nich podminek byla pouZita spektrofotometricka UV detekce
pfi vinové délce 243 nm a elektrochemickd detekce. Separace probihala v prostiedi
mobilni faze: methanol v poméru 60:40 %. Pro identifikaci piku byl pouzit roztok

chlortoluronu o koncentraci 1-10*mol-dm™.

Pii hledani optimalnich podminek byly prométovany riizné hodnoty pH, konkrétné 3, 4,
5, 6, 7, vzavislosti na vklddaném potencialu pracovni elektrody v rozsahu

500 - 1800 mV.

Opakovatelnost méfeni byla sledovdna pti optimalnich podminkach separace. Méteni

bylo provedeno celkem 20krat.
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3.6 Kalibracni zavislost
Pomoci elektrochemické detekce byla proméfovana kalibracni zavislost pii optimalnich
podminkach separace. Pro meéfeni byl pouzit zésobni roztok chlortoluronu

o koncentracich 1-10*-7,5-10" mol-dm™ vyrobeny fedénim zasobniho roztoku.

3.7 Zpracovani modelovych vzork({
3.7.1 Voda

Vzorek povrchové vody byl nabran v Rakovském potoku v Rokycanech
(N 49°44.10803', E 13°35.24863', 20.1 2019). Byly pfipraveny roztoky chlortoluronu
o koncentraci 1-10"* mol-dm=-1-10 mol-dm™. Roztoky byly piipravovany pouZitim
zésobniho roztoku chlortoluronu o koncentraci 1-10° mol-dm™ smisenim s povrchovou
vodou na vysledny objem 10 ml. Jako blank byla pouZita pouze voda z Rakovského

potoka. Takto pfipravené vzorky byly davkovany na chromatografickou kolonu pies

injeként filtr (0,45 um, praimér 13 mm, Fisher Scientific).

3.7.2 Pida

Vzorek pldy byl nabran na zahradé v Rokycanech (N 49°44.02165', E 13°35.10840',
20.1 2019). Pida byla vysuSena, piesata pies sito o velikosti ok 0,12 mm a nésledné
byla zhomogenizovana v tfeci misce s tlouc¢kem. Na takto pfipravenou plidu bylo
nasledné davkovano vzdy 0,5 ml roztoku chlortoluronu v methanolu, ktery byl
pfipraven fedénim zasobniho roztoku tak, aby se koncentrace v 1 g plidy pohybovala
v rozmezi 100-0,2 ng-g’!. Z takto pfipravenych vzorkd, které byly ponechany v temnu
pii pokojoveé teploté, se pfes noc methanol vypatil. Poté byl chlortoluron extrahovan
z pudy pomoci 1 ml methanolu. Pfi extrakei byla pro dokonalé smiseni pouZita tfepacka
a nasledné ultrazvukova cisticka. Slepy vzorek byl pfipraven nadavkovanim pouze
0,5 ml methanolu na pidu. Takto ptfipravené vzorky byly nadavkované na

chromatografickou kolonu pies injekéni filtr [31].
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3.8 Statistické zpracovani

Kazda hodnota byla proméfovana tiikrat a nasledné byl pouzit median téchto hodnot.

Po zméfeni celého koncentracniho rozsahu byly vytvoreny kalibra¢ni piimky, které
obsahovaly vzdy jeden tad, a pomoci metody linearni regrese byly sledovany hodnoty

smérnic, usekl, korelac¢nich koeficientti a LOD a LOQ.

Opakovatelnost se proméiovala celkem dvacetkrat a nasledné se z hodnot vypocitala

smérodatna odchylka a relativni smérodatna odchylka.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Optimalizace podminek pro separaci a naslednou detekci

Pro stanoveni chlortoluronu HPLC s UV a ED detekci bylo dilezité nejprve nalézt
vhodné experimentalni podminky. Pfi optimalizaci byl pouzit roztok chlortoluronu
o koncentraci 1:10% mol-dm™. Jako mobilni fize byl pouzit methanol a fosfito-
acetatovy pufr v poméru 60:40 (V/V). Byly proméfovany hodnoty pH 3, 4, 5, 6 a 7. Pro
UV detekci byla zvolena vinova délka 243 nm, jelikoz je pii ni UV zafeni
chlortoluronem velmi siln¢ absorbovano [31]. Pro ED stanoveni byly proméieny
potencialy v rozsahu 500 mV az 1800 mV pii kazdé hodnoté pH. Sledovanymi
parametry byly retencni Cas, kde byla sledovana dostatecna retence analytu, a vyska
piku a odezva pozadi, kde byly hledany takové experimentalni podminky, kdy bude

odezva detektoru co nejvyssi, pfiCemz odezva pozadi jesté nebude piili§ vysoka.

Chromatogramy ziskané s pomoci UV a ED detekce pii optimalnich podminkach jsou

zobrazeny na obr. 2 a 3.

Retencni Cas se pfi proméfovani riznych pH vyrazné¢ neméni. Z hydrodynamickych
voltamogramti (obr. 4-8) se da pifi zvySyjicich hodnotdch pH vysledovat, ZzZe
elektrochemicky potenciadl se snizuje. Zatimco pii hodnot¢ pH 3 se prvni odezva
detektoru objevuje pii potencidlu 900 mV, tak pti hodnot¢ pH 7 se prvni odezva
objevuje jiz pti potencialu 700 mV. VysSka piku se pti proméfovani riznych hodnot pH

vyrazn¢ nemeni.

Po vyhodnoceni hydrodynamickych voltamogramii bylo jako optimalni prostredi
zvoleno pH 4. Potencial, ktery byl vklddan na pracovni elektrodu, byl 1400 mV. Je to

hodnota potencialu, pii které jeste nebyl nartist pozadi ptili§ vyrazny.

Veskera dalSi méfeni probihala pfi téchto podminkach.
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Obrazek 2: Chromatogram chlortoluronu o koncentraci 1-10°* mol-dm™ pri optimdlnich
podminkach mereni v prostredi MF methanol a pufr 60:40 (V/V), pH 4, méreno metodou
HPLC-UV pri A = 243 nm.
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Obrdzek 3: Chromatogram chlortoluronu o koncentraci 1-107° mol-dm™ pri optimalnich
podminkach méreni v prostredi MF methanol a pufr 60:40 (V/V), pH 4, méreno
metodouHPLC - ED, elektroda CF.
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Obrazek 4: Hydrodynamicky voltamogram roztoku chlortoluronu o koncentraci 1-107 mol-dm’
v prostredi methanolu a pufru 60:40 (V/V). Méreno metodou HPLC-ED na CF, pH 3 (m). Proud
pozadi (D).
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Obrazek 5: Hydrodynamicky voltamogram roztoku chlortoluronu o koncentraci 1-107 mol-dm’
v prostredi methanolu a pufru 60:40 (V/V). Méreno metodou HPLC-ED na CF, pH 4 (m). Proud
pozadi (D).
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Obrazek 6: Hydrodynamicky voltamogram roztoku chlortoluronu o koncentraci 1-107 mol-dm™
v prostredi methanolu a pufru 60:40 (V/V). Méreno metodou HPLC-ED na CF, pH 5 (m). Proud
pozadi (D).
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Obrdzek 7: Hydrodynamicky voltamogram roztoku chlortoluronu o koncentraci 1-107* mol-dm™
v prostiedi methanolu a pufiu 60:40 (V/V). Méreno metodou HPLC-ED na CF, pH 6 (m). Proud
pozadi (0).
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Obrazek 8: Hydrodynamicky voltamogram roztoku chlortoluronu o koncentraci 1-107 mol-dm™
v prostredi methanolu a pufru 60:40 (V/V). Méreno metodou HPLC-ED na CF, pH 7 (m). Proud
pozadi (D).
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4.2 Opakovatelnost méreni
Pro ovéteni, zda nedochdzi k pasivaci elektrody a jak Casto je zapotiebi Cistit povrch
elektrody pfi stanoveni chlortoluronu, bylo provedeno dvacet métfeni bez obnovy

elektrodového povrchu CF. K méteni byl pouzit roztok chlortoluronu o koncentraci

1-10"*mol-dm™.

Pti pouziti UV detekce byla vyska piku 1180 mAU s relativni smérodatnou odchylkou
0,81 % (obr. 9). Pfi pouziti elektrochemické detekce byla vyska piku stanovena na
60,7 pA s relativni smérodatnou odchylkou 0,50 % (obr. 10). Statistické vyhodnoceni
opakovatelnosti méfeni je uvedeno v tabulce 2. Z vyhodnocenych dat vyplyva, ze
nedochazi k zandSeni elektrodového povrchu a obnova povrchu neni nutnd, pro méteni
byla tedy pouzivana pouze jedna elektrodova néapln.

Tabulka 2: Statistické vyhodnoceni opakovatelnosti méreni chlortoluronu o koncentraci 1-10™

mol-dm™ v prostieni MF methanolu a pufiu 60:40 (V/V) o pH 4 metodou HPLC-UV pri
A = 243 nm a HPLC- ED pri potencialu z uhlikové plsti pri 1400mV.

UV detektor [mAU] ED detektor [pnA]
Vyska piku 1180 60,7
s 9,53 0,30
sr[%o] 0,81 0,50
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Obrazek 9: Chromatogram dvaceti po sobé nasledujicich méreni chlortoluronu o koncentraci
1-10* mol-dm?, metodou HPLC-UV, A = 243 nm, v prostredi methanol a pufr 60:40 (V/V),
pH 4.
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Obrdazek 10: Chromatogram dvaceti po sobé nasledujicich méreni chlortoluronu o koncentraci
1-10* mol-dm™ bez obnovy elektrodového povrchu metodou HPLC-ED pri potencidalu pracovni
elektrody z uhlikové plsti pri 1400 mV, v prostiedi MF methanol a pufr 60:40 (V/V), pH 4.
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4.3 Kalibrace — stanoveni chlortoluronu v deionizované vodé
Po ur€eni parametri metody pii stanoveni chlortoluronu metodou HPLC s UV a ED

detekci byly proméfeny koncentra¢ni zavislosti v rozmezi 1-10*az 7,5:10° mol-dm">.

Grafy zavislosti jsou uvedeny na obr. 11 a obr. 12. Z namétenych dat je vidét, Zze pro
UV detekci je kalibracni zévislost linearni. To vyplyva i ztab. 3, kde je patrné, ze
smérnice se v jednotlivych koncentracnich fadech pfili§ nelisi. Hodnota korela¢niho
koeficientu je vysoka a mirné se sniZzuje pouze v koncentraénim rozmezi od 1-107
mol-dm™ do 9,5:107 mol-dm?>, ale stile je tato hodnota vysokd. Meze detekce

a stanovitelnosti jsou uvedeny v tab. 3.

U ED detekce si lze vSimnout, Zze kifivka ma zejména pii vysSich koncentracich
nelinedrni tvar a linearity dosahuje az pfi nizSich koncentracich. V prvnim fadku
tabulky 4 je uvedena koncentradni zavislost v celé méfené oblasti. Radek druhy
obsahuje prvni méfeny koncentraéni fad. Kiivka neni linearni pii koncentracich
piesahujicich 1107 mol-dm™ 3. V rozsahu koncentraci 1-103-2,5-107 mol-dm™? ji lze za
linearni povazovat. To je patrné i z tab. 4 a grafli obr. 13 a obr. 14. Korela¢ni koeficient
je v linearni oblasti opét velmi vysoky. Meze detekce a stanovitelnosti jsou uvedeny

v tab.4.

Tabulka 3: Parametry kalibracnich primek stanoveni chlortoluronu metodou HPLC-UV pri
A = 243 nm v prostredi methanolu a pufiru 60:40 (V/V), pH 4

Koncentra¢ni Smérnice Usek Korelacni LOD LOQ

rozsah [KAU-mol"'dm?] [mAU] koeficient [mol:dm™] [mol-dm™]
[mol-dm™]

1-10%-7,5-10" 12,0 2,37 0,999 - -

1-10%-1-10° 11,8 10,4 0,999 - -

1-10°-1-10° 12,3 2,91 0,998 - -

1-106-1-107 12,2 0,745 0,994 - -

1-107-7,5-107 15,7 0,006 0,970 4,42-107 1,47-108
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Tabulka 4: Parametry kalibracnich primek stanoveni chlortoluronu metodou HPLC-ED
v prostredi methanolu a pufru 60:40 (V/V), pH 4, pri potencidalu elektrody z uhlikové plsti
E=1400 mV

Koncentra¢ni Smérnice Usek Korelacni LOD LOQ
rozsah [A-mol'dm™] [pA]  koeficient [mol-dm™] [mol-dm™]
[mol-dm™]
1-10%-2,5-107 0,70 4,72 0,936 - -
1,0-10%-1-10° 0,52 16,8 0,918 - -
1-10° -2,5-107 1,61 0,563 0,990 - -
1,0-10°-1-10° 1,52 1,22 0,988 - -
1,0-10° -2,5-107 1,74 0,172 0,998 1,26-107 4,20-107
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Obrazek 11: Zavislost vysky piku na koncentraci chlortoluronu v rozmezi 1-107%-7,5-107°
mol-dm ~, méreno metodou HPLC-UV pri . = 243 nm v prostiedi methanolu a pufiu 60:40

(V/V), pH 4.
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Obrazek 12: Zavislost vysky piku na koncentraci chlortoluronu v rozmezi 1-107 —7,5-10°°
mol-dm™, méreno metodou HPLC-UV pri . = 243 nm v prostiedi methanolu a pufiu
60:40 (V/V), pH 4.
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Obrazek 13: Zavislost vysky piku na koncentraci chlortoluronu v rozmezi 1-10° -2,5-107
mol-dm?, méreno metodou HPLC-ED v prostiedi methanolu a pufiu 60:40 (V/V), pH 4, pri
potenciadlu pracovni elektrody z uhlikové plsti E = 1400 mV.
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Obrazek 14: Zavislost vysky piku na koncentraci chlortoluronu v rozmezi 1-10°-2,5-10 'méreno
metodou HPLC-ED v prostredi methanolu a pufru 60:40 (V/V), pH 4, pri potencidlu pracovni
elektrody z uhlikové plsti E = 1400 mV.
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Obrazek 15: Chromatogram kalibrace, koncentrace chlortoluronu 1-1 0’ (1), 7,51 0 (2), 5-1 0
(3), 2,5-10° (4), 1-10° (5), blank (6), méreni v prostiedi MF methanol a pufi- 60:40 (V/V), pH 4,
meéreno metodou HPLC-ED, elektroda CF.
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4.4 Stanoveni chlortoluronu v modelovych vzorcich
4.4.1 Voda

Pro ovéteni aplikovatelnosti vyvinuté metody na stanoveni v redlnych matricich byla
zmétena koncentracni  zéavislost ve vzorcich povrchové vody spikovanych
chlortoluronem na koncentraci 1-10* az 7,5-10° mol-dm™. Roztok byl pfipraven
dopln&nim potiebného objemu zasobniho roztoku o koncentraci 1-10° mol-dm™ vodou

z Rakovského potoka.

Z namétenych dat vyplyva, ze pro UV detekci je zavislost linedrni. To vyplyva
1 ztab. 5, kde je patrné, Ze hodnoty smérnic ani korelac¢nich koeficientli se navzajem
pfili§ neli$i a hodnoty usekil jsou po porovnani s kritickou hodnotou odlisné. Grafy
zavislosti jsou uvedeny na obr. 15 a obr. 16. Mez detekce a stanovitelnosti je uvedena

v tab. 5.

U ED detekce si lze v§imnout, Ze kiivka ma pfi vysSich koncentracich nelinedrni prib¢h
a v rozmezi koncentraci od 1:10% do 1-10° mol-dm™ viibec nema smysl ji prokladat
linearni funkci. Linearity dosahuje az pifi niz$ich koncentracich 1-107-2,5-107
mol-dm™ . To je patrné z tab. 6. Grafy zavislosti jsou uvedeny na obr. 17 a obr. 18. Mez

detekce a stanovitelnosti je uvedena v tab. 6.

Lze si povSimnout, Ze hodnoty uvedené v tab. 5 a tab. 6 se pfili§ nelis§i od hodnot
naméfenych u kalibrace v deionizované vodé (tab. 3 a tab 4). Rovnéz linearita u UV
detekce a nelinearni pribéh zejména ve vyssich koncentracich u ED detekce ma stejnou
tendenci jako u kalibrace. Z tohoto vysledku lze usoudit, Ze matrice vyznamné

neovliviiuje méfeni.
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Tabulka 5: Parametry kalibracnich primek stanoveni chlortoluronu metodou HPLC-UV v Ficni

vodé pri 1=243 nm v prostiedi methanolu a pufru 60:40 (V/V). pH 4.

Koncentra¢ni Smérnice Usek Korelacni LOD LOQ
rozsah [KAU-mol"'dm?] [mAU] koeficient [mol-dm™] [mol-dm™]
[mol-dm™]
1-10*-75-10" 11,4 0,380 0,999 - -
1-10%-1-10° 11,5 -5,32 0,999 - -
1-10°-1-10° 12,3 -0,047 0,995 - -
1-10°-1-107 13,1 -0,303 0,982 - -
1-107-7,5-107 11,2 0,100 0,985 7,76-10°  2,59-10®

Tabulka 6: Parametry kalibracnich primek stanoveni chlortoluronu metodou HPLC-ED v ricni
vodé v prostredi methanolu a pufru 60:40 (V/V), pH 4, E=1400 mV

Koncentra¢ni Smérnice Usek  Korelaéni LOD LOQ
rozsah [A‘mol'dm?] [pA] koeficient [mol:dm™] [mol-dm?]
[mol-dm™]
1-10%-2,5-107 0,72 1,11 0,937 - -
1,0:10%-1-10° 0,025 10,7 0,773 - -
1-10°-2,5-107 1,12 0,716 0,937 - -
1,0:10°-1-10° 0,994 1,63 0,897 - -
1,0-10%-2,5-107 1,75 -0,036 0,998 1,71-107 5,71-107
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Obrazek 16: Zavislost vysky piku na koncentraci chlortoluronu v Ficni vodé v koncentracnim
rozmezi 1-10°°~7,5-10° mol-dm™ metodou HPLC-UV pri 2=243 nm. v prostiedi methanolu
a pufiru 60:40 (V/V), pH 4.
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Obrdazek 17: Zavislost vysky piku na koncentraci chlortoluronu v vicni vodeé v koncentracnim
rozmezi 1-107-7,5-107° méreno metodou HPLC-UV pri ). = 243 nm v prostiedi methanolu
a pufiru 60:40 (V/V), pH 4.
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Obrazek 18: Zavislost vysky piku na koncentraci chlortoluronu v Ficni vodé v koncentracnim
rozmezi 1-10-°7,5-107 mol-dm™ metodou HPLC-ED pomoci CF, méfeno pri potencidlu
pracovni elektrody 1400 mV, pH 4.

2,0

1,8 4 [ ]
1,6

1,4 4

0,8 +
0,6

0,41

27T T T
62 03 04 05 06 07 08 09 10 11

¢ -10°° [mol-dm™]

Obrazek 19 Zavislost vysky piku na koncentraci  chlortoluronu v Ficni  vode
v koncentracnim rozmezi 1-10°-2,5-107 mol-dm™ metodou HPLC-ED pomoci CF, méreno pri
potencialu pracovni elektrody 1400 mV, pH 4.

38



4.4.2 Plda

Druhé matrice, v niz bylo stanoveni ovéfovano, byl modelovy vzorek ptidy. Opét bylo
pracovano metodou HPLC s UV a ED detekci. Zptsob ptipravy vzorkll je uveden
v kapitole 3.7.2. Vzorky byly pfipravovany o koncentracich 0,2- 100 pg-g.

Vytéznost extrakce byla vypoctena porovnanim koncentraci ziskanych dosazenim do
kalibraéni pfimky v Cistych rozpoustédlech a teoreticky ocekavanych koncentraci.

Vytéznost je velmi vysokd a pohybuje se v rozmezi 96-99 %.

UV detekce je opét linearni v celém koncentratnim rozmezi, to vyplyva i ztab. 7
a grafl zavislosti na obr. 19 a obr. 20, kde si lze vSimnout, Ze smérnice a korelacni

koeficienty se ¢iseln¢ ptili§ neodlisuji.

U ED detekce lze opét pozorovat stejné¢ tendence jako v piechozich piipadech.
Nameétend kiivka je u vySSich koncentraci nelinedrniho pribéhu, zejména
v koncentraénim rozmezi 75-10 pg-g'. U nizSich koncentraci lze tuto tendenci

pozorovat stale mén¢ a kiivka se postupné stava linearni, viz tab. 8 a obr. 21 a obr. 22.

Tabulka 7: Parametry kalibracnich primek stanoveni chlortoluronu metodou HPLC-UV v puidé
A=243 nm v prostiedi MF methanolu a pufru 60:40 (V/V), pH 4

Koncentraéni Smérnice Usek Korelaéni LOD LOQ

rozsah [mAU-ug'-g] [mAU] koeficient [ngg'] [ng-g']

[ngg'l
75-0.1 14314 2211 0,999 ; ;
10-02 14,252 22,065 0,999 0,198 0,660

Tabulka 8: Parametry kalibracnich primek stanoveni chlortoluronu metodou HPLC-ED v ricni
vodé pomoci CF pri potencidlu pracovni elektroda E = 1400 mV v prostredi MF methanolu
a pufru 60:40 (V/V), pH 4.

Koncentraéni Smérnice Usek Korelacni LOD LOQ
rozsah [uA-ug'-g] [uA]  koeficient  [pg-g’] [ug-g']
[ug-g']

75-0,2 5,89 69,6 0,852 - -
10-0,2 0,668 0,579 0,961 - -
0,7-0,2 0,999 0,239 0,993 0,135 0,450
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Obrazek 20: Zavislost vysky piku na koncentraci chlortoluronu v piidé v koncentracnim rozmezi
75-0,2 ug-g' metodou HPLC-UV pri A=243 nm, pH 4.
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Obrazek 21: Zavislost vysky piku na koncentraci chlortoluronu v piidé v koncentracnim rozmezi
10-0,2 ug-g”' metodou HPLC-UV pri =243 nm, pH 4
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Obrazek 22: Zavislost vysky piku na koncentraci chlortoluronu v piidé v rozmezi 10-0,2 ug-g”
metodou HPLC-ED pomoci CF méreno pri potencialu pracovni elektrody 1400 mV, pH 4.
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Obrazek 23: Zavislost vysky piku na koncentraci chlortoluronu v piidé v rozmezi 2,5-0,2 ug-g’
metodou HPLC-ED pomoci CF méreno pri potencidlu pracovni elektrody 1400 mV, pH 4.
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5 Zaveér
V bakalaiské praci bylo studovano stanoveni pesticidu chlortoluronu metodami

HPLC-UV a HPLC-ED s vyuzitim elektrody z uhlikové plsti.

Po nalezeni optimalnich podminkach stanoveni, které byly A=243 nm, potencial
pracovni elektrody E=1400 mV, pH=4 a slozeni mobilni faze methanol
a fosfato-acetatovy pufru v poméru 60:40 (V/V), byla nalezena kalibra¢ni piimka

promé&ienim riznych koncentraci chlortoluronu v deionizované vode.

Po nalezeni optimalnich podminek a nasledné kalibraci byl chlortoluron stanovovan

v modelovych vzorcich vody a ptidy. Meze detekce jsou uvedeny v tabulce 9.

Tabulka 9: Meze detekce stanoveni chlortoluronu dosazené metodami HPLC-UV a HPLC-ED
pomoci CF a CPE [31].

Metoda LOD eionizovans voda LODicnivoda LODpida Elektroda
[mol-dm™] [mol-dm™] [ng-g!
HPLC-UV 1,32-10 2,21-10% 0,198 CF
HPLC-ED 1,35-107 2,04-107 0,135 CF
HPLC-UV 1,1-10 6,1-10” 0,010 CPE
HPLC-ED 3,3-10° 5,7-1078 0,086 CPE

V tab. 9 lze vidét hodnoty mezi detekce stanoveni chlortoluronu stejnymi metodami, ale
s pouzitim riiznych typl uhlikovych elektrod. Tato bakalafskd prace se zabyvala
uhlikovou plstovou elektrodou a diplomova prace [31] se zabyvala stanovenim pomoci
uhlikové pastové elektrody. Z uvedenych hodnost je patrné, Ze oba typy uhlikovych
elektrod prokazuji srovnatelné vysledky, nicméné lepSich vysledka pti méteni metodou
HPLC-ED se dosahlo pouZzitim uhlikové pastové elektrody. Tato metoda je pfiblizné
ctytikrat citlivéjsi neZ pti pouziti uhlikové plstové elektrody. Obé metody jsou nicméné
méné citlivé nez srovnavaci stanoveni pomoci HPLC-UV. Co se ty€e mezi detekci ve
vod¢ a pudé, z uvedenych hodnot vyplyva, Ze odlisna matrice zde nehraje pftilis velkou
roli. Navic extrakce chlortoluronu z pidy je efektivni, proto se toto stanoveni hodi

1 pro redlné vzorky.
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