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Abstract

A new procedure for the determination of daminozide in plant material was proposed. The plant
sample is dried in a vacuum oven at 50°C and 9 mbar pressure to constant weight. 96 % ethanol
is used to isolate the analyte from the organic matrix under ultrasonication for 2 minutes. This
is followed by filtration of the resulting suspension and isolation of the daminozide from the
filtrate using Amberlite® IRC120 H catex in an H* cycle. The analyte is displaced from the ion-
exchange with a weakly alkaline NaCl solution at a concentration of 1 mol L-t. The
voltammetric analysis of daminozide is performed by anodic oxidation in 0.1 mol L
chloroacetate buffer of pH 3.2 using a boron-doped diamond electrode.
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Uvod

V Ceské republice lze pouZivat k odetfeni rostlin pouze ty piipravky, které jsou obsazeny v
Registru povolenych piipravkd na ochranu rostlin?, ktery vede Ustiedni kontrolni a zku$ebni
tstav zemédélsky (UKZUZ). Tato databaze zahrnuje jednak piipravky registrované v Ceské
republice a soubézné také dovazené pripravky podle zakona €. 326/2004 Sb. o rostlinolékatské
péci®. Databaze je pravidelné aktualizovana. Pouziti daminozidu (Obr. 1, kyselina 4- (2,2-
dimethylhydrazinyl)-4-oxobutanova) je povoleno ve form¢ dvou piipravkd, a to Alar 85 SG a
B-Nine SG. V zahradnické praxi se daminozid ¢asto pouziva, protoZe zpusobuje retardaci ristu.
Rostliny jsou silné, zdravé, odolné proti usychani a stresu vlivem transportu. Od roku 1963 se
daminozid také pouziva v né€kterych zemich pro zlepSeni sklizné ovocnych stromu (zejm.
jabloni) nebo zeleniny (napf. rajcat).
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Obr. 1. Strukturni vzorec daminozidu.

Daminozid je ve vodé pomérné dobfe rozpustny, a proto je v rostlindch velmi mobilni a snadno
se dostava do vSech jejich casti. Aplikace tohoto rastového regulatoru v piipadé jabloni
podporuje rist kvéti, predchazi predcasnému opadavani plodi a zlepSuje velikost, rozvoj barvy
a skladovaci vlastnosti jablek®®. Bylo potvrzeno, Ze rezidua daminozidu mohou byt v jablkach
detekovana az rok po jeho aplikaci®. Organizace EPA rozhodla jiz v roce 1989, Ze pouzivani
ptipravkli obsahujicich daminozid u rostlin, které slouzi ke konzumaci, je zakdzano
s odivodnénim, Ze dlouhodoba expozice predstavuje nepfijatelné riziko pro vefejné zdravi’. V
cervnu 1989, pfedtim nez predbézné rozhodnuti EPA o zdkazu veSkerého pouziti piipravku Alar



v potravinach vstoupilo v platnost, vSak spole¢nost Uniroyal (jediny vyrobce) souhlasila s
dobrovolnym zastavenim veSkerého domaciho prodeje tohoto piipravku pro potravinaiské
ucely.

Vzhledem Kk vyse uvedenym skute¢nostem, je ticba mit k dispozici citlivou a operativni metodu
stanoveni daminozidu, a to i ve slozité rostlinné matrici.

Experimentalni ¢ast

Ke stanoveni daminozidu byl vyuzivan elektrochemicky analyzator EP 10/VA (HSC servis,
Bratislava). M¢tici ¢lanek se skladal s pracovni elektrody z borem dopovaného diamantu
(BDDE, Windsor Scientific Ltd., Velka Britanie), referentni argentchloridové elektrody a
pomocné platinové elektrody (ob& Monokrystaly, Turnov, Ceska republika). Stanoveni
probihalo pomoci elektrochemické oxidace s vyuzitim diferenéni pulzni voltametrie (DPV).
Pracovni elektroda byla pfed kazdym méfenim oSetfena vloZenim potenciali +2200 mV,
—200 mV a +2200 mV vzdy po dobu 10 sekund. Pfi vlastni analyze byla polarizovana v rozsahu
potencialt +1000 a7 +2000 mV pfi rychlosti polarizace 40 mV s 1. Tyto podminky byly
pievzaty z prace®.

Realné vzorky rostlinného materialu byly pfipraveny z listi pelargonie. Ty byly predem
vysuseny v susarné Heraeus vacutherm VT 6025 (vyrobce Kendro Laboratory Products LP,
USA) pii teploté 50 °C za sniZzeného tlaku (9 mbar, membranova vyvéva ILMVAC FB65453;
ILMVAC GmbH, Némecko). Suseni probihalo do konstantni hmotnosti, kterd byla opakované
ovéfovana na laboratornich vahach Ohaus pioneer PA2021C (OHAUS CORPORATION USA)
do shody na 0,1 g ve tiech po sobé jdoucich méfenich v rozmezi 1 h. Izolace daminozidu z
rostlinnych vzorkti o hmotnosti cca 0,1 g susenych listi pelargonie byla provadéna pomoci
Gistého ethanolu (96 %. Lach-Ner, Ceska republika) za piisobeni ultrazvuku po dobu 2 min.
Vznikla suspenze byla po usazeni filtrovana ptes skelnou vatu. Z alikvotni ¢asti vyluhu byl
daminozid ziskan pomoci 1 g katexu Amberlite® IRC120 H v H* cyklu ve statickém uspotadani.
Zachyt probihal pfi laboratorni teploté¢ 1 h za michani rychlosti 250 ot/min. Poté byl ionex
oddélen, promyt vodou a nasledné extrahovan 5 ml 1 mol L™! NaCl s ptisadou 0,01 mol L™
NaOH pfi teploté 70 °C za michani po dobu 20 min. Ziskany vyluh byl podroben voltametrické
analyze.

Vodna suspenze rostlinné matrice o objemu cca 10 mL byla podrobena vsadkove nanofiltraci
na membrané Nadir NP010, Microdyn-Nadir, MANN+HUMMEL Water & Fluid Solutions, G.
Aktivni vrstva této membrény je vyrobend z polyethersulfonu a jeji rozdélovaci schopnost
(MWCO) je dle vyrobce v rozmezi 1000 az 1200 g/mol. Experiment byl provadén za G¢elem
eliminace vlivu pfirodnich latek na stanoveni daminozidu. Pouzitd aparatura byla tvofena
valcovou nadobou, do které bylo odméteno 10 mL suspenze. Na dno byla vlozena kruhova
membrana o plo$e 20 cm? a k vrchni &4sti byl pres redukéni ventil piiveden tlakovy vzduch. Na
tlakovém ventilu byly nastaveny 2 bary. V dasledku zanaseni membrany a nizké hodnoty
tlakového rozdilu (zejména s ohledem na pouZzitou nanofiltratni membranu) trvala separace
piiblizné 30 min. Vzorek permeatu byl nasledn¢ analyzovan.

Vysledky a diskuse

Prvotni experimenty ukazaly, ze pfimé analyza daminozidu ve vodném ¢i ethanolickém vyluhu
listi pelargénie za podminek publikovanych v praci® neni mozna, protoze je ovliviiovana
pritomnosti rusivych slozek pochazejicich z rostlinné matrice. Jejich vlivem dochéazi ke zméné
polohy a tvaru oxida¢niho piku analytu, a to tim vice, ¢im déle organickd matrice
V analyzovaném roztoku pusobi. Nakonec se zaznam stane pro daminozid nevyhodnotitelny.



K piipravé modelovych smési byl pouzit vzorek B-Nine, ktery obsahuje daminozid ve formé
rozpustné ve vode.

Pokud se stanoveni daminozidu provadi v prostiedi slab& kyselém, naptiklad v 0,04mol L
Brittonové-Robinsonové pufru o pH 3,5, posune se pik této latky k méné pozitivnim
potencialim s maximem okolo 1390 mV a je dobie vyhodnotitelny. Pfitomnost organické
matrice opét posune signal Kk pozitivnéjsim hodnotam potencidlu, a navic se tento stane
nestabilni. Za Gc¢elem eliminace rusivého vlivu latek obsaZzenych v rostlinném extraktu na
stanoveni daminozidu byly testovany mozZnosti jejich odstranéni ze vzorku s vyuZzitim
nanofiltrace. Ani v tomto ptipad¢ nebylo dosazeno uspokojivych vysledki.

Vyse diskutovany problém se podafilo vyiesit aZ zavedenim dalSiho kroku do zpracovéani
rostlinného materialu, a to izolace daminozidu z ethanolického roztoku obsahujiciho rozpusténé
a nerozpusténé zbytky rostlinné hmoty pomoci silné kyselého katexu v H* cyklu a nasledného
vytésnéni analytu roztokem 1 mol L~* NaCl s prisadou 0.01 mol L~ NaOH. Na uvedeném
obrazku 2 jsou znazornény kiivky ziskané pii voltametrické analyze 1 ml roztoku vyluhu
z ionexu pomoci pridavku standardu daminozidu. Pfi opakovaném stanoveni obsahu pesticidu
v modelovych vzorcich rostlinného materialu, obohacenych ptidavkem standardu daminozidu
na zndmou koncentraci, vyse uvedenym postupem se vytéznost navrzené metody pohybovala
v rozmezi od 99 % az 107,2 % coz dava realny predpoklad jejiho vyuziti v praxi.
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Obr. 2. DP voltamogramy daminozidu po izolaci z organické matrice (elektrolyt — 0,1 mol L
chloroctanovy pufr o pH 3,11, Epec = +800 mV, Ekon = +2200 mV, v = 40 mV s%, amplituda
pulzu = +50 mV, $itka pulzu 80 ms); 0 — kiivka zakladniho elektrolytu, 1 — kiivka vzorku, 2 —
ktivka vzorku s pifidavkem standardu.

Zavér

V rdmci této préce byl vypracovan postup izolace daminozidu z rostlinné matrice za tcelem
nasledného voltametrického stanoveni. Z ethanolickeého extraktu vysuSené a rozemleté zelené
matrice je daminozid izolovan pomoci silné kyselého katexu v H" cyklu ve statickém
uspotradani. Po izolaci ionexu je analyt vytésnén pomoci koncentrovaného roztoku chloridu
sodného. Timto zpusobem dojde nejen k nakoncentrovani analyzované latky, ale také



k eliminaci podstatné ¢asti rozpustnych rusivych latek pochazejicich z rostlinné matrice.
Ziskany roztok lze pouzit k voltametrickému stanoveni daminozidu.
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