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ANOTACE

Predmétem této diplomové prace bylo studium voltametrického chovani fungicidu metalaxylu
a vyvo] metody pro jeho stanoveni s vyuzitim borem dopované diamantové elektrody a nového
tisténého senzoru s touto pracovni elektrodou. Voltametrické chovani analytu bylo studovano
s vyuzitim cyklické voltametrie. Pro stanoveni byly testovany diferencni pulzni a square wave
voltametrie. Byly optimalizovany parametry obou metod a na zakladé ziskanych vysledka byla
vybrana diferen¢ni pulzni voltametrie. Vyvinuta metoda byla aplikovana pii analyze
modelovych roztokil metalaxylu a pfirodnich vod. Vzhledem k nizkym koncentracim pesticid
v povrchovych vodach byl navrzen postup zakoncentrovani vzorku. Na zavér byl ti§tény senzor
na bazi borem dopovaného diamantu aplikovan v prutocné cele pfi stanoveni metalaxylu s

vyuzitim injek¢ni pratokové analyzy s elektrochemickou detekci.
KLICOVA SLOVA

Metalaxyl, voltametrie, borem dopovana diamantova elektroda, tistény senzor, pratokova

injekeni analyza.

ANNOTATION

The subject of this thesis was the study of the voltammetric behavior of the fungicide metalaxyl
and the development of a method for its determination using a boron-doped diamond electrode
and a new screen-printed sensor with this working electrode. The voltammetric behavior of the
analyte was studied using cyclic voltammetry. Differential pulse and square wave voltammetry
were tested for determination. The parameters of both methods were optimized and differential
pulse voltammetry was chosen based on the obtained results. The developed method was
applied in the analysis of metalaxyl model solutions and natural waters. Due to the low
concentrations of pesticides in surface waters, a sample concentration procedure was proposed.
Finally, the screen-printed sensor based on the boron-doped diamond was applied in a flow cell

in the determination of metalaxyl using flow injection analysis with electrochemical detection.
KEYWORDS

Metalaxyl, voltammetry, boron-doped diamond electrode, screen-printed sensor, flow injection

analysis.
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Seznam symboll a zkratek

A
AdSV
ASV
BDD
BDDE

CE
CNT
CSv
Ccv
CVD
DCV
DME
DNA
DPV
E
Ein
Lfin
Ei
Fswitch
ELISA
EPA

NS

FTIR

GC
GCE

Amplituda [V]

Adsorptivni rozpoustéci voltametrie (Adsorptive stripping voltammetry)
Anodicka rozpoustéci voltametrie (Anodic stripping voltammetry)
Borem dopovany diamant

Borem dopovana diamantova elektroda

Koncentrace v roztoku [mol/1]

Koncentrace u povrchu elektrody [mol/l]

Pomocna elektroda (Counter electrode)

Uhlikové nanotrubicky (Carbon nanotubes)

Katodickd rozpoustéci voltametrie (Cathodic stripping voltammetry)
Cyklicka voltametrie (Cyclic voltammetry)

Chemicka depozice par (Chemical vapor deposition)

Stejnosmeérna voltametrie (Direct current voltammetry)

Kapajici rtutova elektroda (Dropping mercury electrode)
Deoxyribonukleova kyselina (Deoxyribonucleic acid)

Diferen¢ni pulzni voltametrie (Differencial pulse voltammetry)
Potencial detekce [V]

Pulvinovy potencial [V]

Konec¢ny potencial [V]

Pocatecni potencial [V]

Potencial obratu [V]

Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay

Agentura pro ochranu zivotniho prostiedi (Environmental Protection
Agency)

Frekvence [Hz]

Faradayova konstanta [C/mol]

Rychlost mobilni faze [L/min]

Infracervena spektrometrie s Fourierovou transformaci (Fourier transform
infrared spectroscopy)

Plynova chromatografie (Gas chromatography)

Elektroda ze skelného uhliku (Glassy carbon electrode)
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HDME
HFCVD

HPLC

Iy
I
l4
L4 lim
Iy
Ik

LA-
MWCVD
LDR
LOD
LOQ

MFCVD

MFE

ML

MWCNT

Pt

RNA

SAM
SMDE

Visici rtut'ova kapkova elektroda (Hanging mercury drop electrode)
Chemicka depozice par zhavenymi vlakny (Hot filament chemical vapor
deposition)

Vysokoucinnd kapalinova chromatografie (High-performance liquid
chromatography)

Proud [A]

Zpétny proud [A]

Kapacitni proud [A]

Diftizni proud [A]

Limitni difazni proud [A]

Doptedny proud [A]

Kineticky proud [A]

Vyska pulzu [A]

Linearni anténni systém mikrovinné chemické depozice par (Linear
antenna microwave chemical vapor deposition)

Vyuzitelna koncentra¢ni rozsah

Limit detekce

Mez detekce

Pratokova rychlost [kg]

Chemicka depozice par mikrovinnym ohfevem (Microwave chemical
vapor depositon)

Rtutova filmova elektroda (Mercury filmed electrode)

Metalaxyl

Vicesténné uhlikové nanotrubi¢ky (Multi-walled carbon nanotrubes)
Pocet vymeénénych elektront

Detektor selektivni pro dusik (Nitorgen-phospohorus detector)

Platina

Referencni elektroda (Reference electrode)

Ribonukleova kyselina (Ribonucleic acid)

Samouspotadané monovrstvy (Self-assemled monolayer)

Staticka rtutova kapkova elektroda (Static mercury drop electrode)

11



SP/BDDE Tistény senzor s chemicky deponovanou borem dopovanou diamantovou
elektrodou
SPE Tistény senzor (Screen-printed electrode)

SWCNT  Jednosténné uhlikové nanotrubicky (Single walled carbon nanotubes)

SWV Square-wave voltametrie

t Cas [s]

v Rychlost polarizace [V/s]

v12 Druha odmocnina z rychlosti polarizace [(V/s)"?]
V Objem [L]

Vinj Objem davkovaného vzorku [L]
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Uvod

Pesticidy jsou ptipravky a prostredky ur€ené k ochrané rostlin, k tlumeni chorob rostlin nebo
hubeni rostlinnych a zivo€isnych §kidci. Nadmeérné vyuzivani pesticidd muze vést k naruseni
fungujiciho ekosystému, znecisténi vod az k thynu zvére. Pesticidy maji velky vliv na
hormonalni systém Clovéka a jeho reprodukci. Jednim z celosvetove pouzivanych pesticidu je

metalaxyl.

Metalaxyl patii mezi amidové fungicidy a mechanismus jeho ucinku spociva v regulaci chorob
rostlin zpusobenych houbami fadu Peronosporales, které zpusobuji vadnuti, plisné€ a hnilobu
rostlin. Stejn€ jako u ostatnich pesticida se aplikaci metalaxylu na poskozené rostliny dostavaji
rizna mnozstvi této latky do zivotniho prostiedi. A protoze muze mit negativni dopady napf.
na vodni organismy, ale i na zdravi ¢loveka, je tfeba monitorovat hladiny metalaxylu zejména

ve vodé, pfipadné rezidua v potravinach (ryby, ovoce, zelenina).

Pro stanoveni fungicidi se pouziva fada instrumentalnich analytickych metod, mezi nimiz jsou
nejCastejsi vysokoucinna kapalinova chromatografie nebo plynova chromatogratie v kombinaci
s ruznymi detek¢nimi systémy. Tyto metody se vyznacuji vysokou citlivosti a selektivitou, ale
jejich nevyhodou je obvykle slozita pfiprava vzorka a velka instrumentalni a asova naro¢nost.
Jako mnohem rychlejsi, levngjsi a jednodus$$i metoda se nabizi voltametrie. Dalsi velkou
vyhodou je moznost snadné miniaturizace, a tedy pouzitelnost v prenosnych analyzatorech a
prutokovych systémech. Voltametrie byla vyvinuta z polarografie, za jejiz objev ziskal Jaroslav
Heyrovsky v roce 1959 Nobelovu cenu. Jedna se o stanoveni elektroaktivnich latek na zakladé
meéteni proudové odezvy v zavislosti na vkladaném potencialu. V zavislosti na analyzovanych
latkach a pozadovanych elektrochemickych vlastnostech je mozné pouzit rizné druhy
pracovnich elektrod zruznych materiald. Velmi popularni je v souCasné dob€ vyuziti
voltametrie v kombinaci s elektrodou zborem dopovaného diamantu, kterd vykazuje
vyjimecné elektrochemické vlastnosti a umoziuje analyzu oxidovatelnych i redukovatelnych
latek v Sirokém rozsahu potencialt. Jak jiz bylo zmin€no, jednim z hlavnich trend soucasné
analytické chemie je miniaturizace analytickych metod s moznosti vyuziti v pfenosnych
terénnich analyzatorech nebo tzv. point-of-care testovacich systémech urcenych k analyze v
misté péce”. Za timto Ucelem lze s vyhodou vyuzit tiStené elektrochemické senzory, které 1ze

snadno a levn€ vyrabét ve velkych mnozstvich a jsou tak vhodné pro jednorazové vyuziti.
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Cilem této diplomové prace je studium voltametrického chovani fungicidu metalaxylu a vyvoj
jednoduché a citlivé metody jeho stanoveni s vyuzitim borem dopované diamantové elektrody

a tisténého senzoru s touto pracovni elektrodou.
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1. Teoreticka cast

1.1. Voltametrie

Polarografie, resp. voltametrie je elektroanalytickd technika zalozend na méfeni proudu
protékajiciho elektrodou ponofenou do roztoku obsahujiciho elektroaktivni slouceniny

v zavislosti na vkladaném potencialu [1].

Vyznamny krok pro vynalezeni polarografie predstavovala kapajici rtutova elektroda (DME),
kterd byla pfi elektrochemickych méfenich pouzivana [2]. Jiz v roce 1873 popsal ve svych
experimentech Gabriel Lippmann vzestup rtuti ve vertikalni trubici, kterd byla v kontaktu
s vodnym roztokem. Lippmanntv elektrometr byl vhodny k méfeni malych potencialovych
rozdilt. Nasledovaly pokusy, ve kterych se rtut’ uvolfiovala z konce kapilarni trubice. Profesor
Kucera pouzil DME pro ziskani elektrokapilarnich kiivek a zavedl techniku vazeni kapek rtuti
spadlych z elektrody. Ke studiu jevi spojenych s DME pftizval prof Kucera Jaroslava

Heyrovského, ktery zacal pracovat v jeho laboratofi v roce 1918 [3].

Polarografie se zrodila v roce 1922, ve kterém Heyrovsky zaznamenal prvni vztah mezi
proudem protékajicim kapajicimi rtutovymi elektrodami a aplikovanym potencialem. To byl
klicovy experiment pro polarografii [4]. V roce 1924 Heyrovsky a jeho spolupracovnik Shikata
sestrojili prvni pfistroj — polarograf, ktery automaticky zaznamenaval kiivku odpovidajici
zavislosti proudu na potencialu (i-E kiivka) na kusovy fotograficky papir [2, 3]. Jedna se
pravdépodobné o prvni popsany analyticky pfistroj s automatickym zadznamem [3]. Za objev
polarografie byla Heyrovskému v roce 1959 ud¢€lena Nobelova cena za chemii. Na Obrazku 1

je uvedena fotografie z piedavaciho ceremonialu ve Svédsku [2, 5].

1.1.1. Princip voltametrie

Z Polarografie se béhem let vyvinula voltametrie. Rozdil mezi obéma metodami je dan pouzitou
pracovni elektrodou. Zatimco polarografie pouziva jako pracovni elektrodu kapajici rtutovou
elektrodu, voltametrie pracuje se stacionarnimi elektrodami z riiznych materialtl, napf. visici

rtutova kapkova elektroda (HMDE), kovové nebo uhlikové elektrody [6].
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Obrazek 1 Jaroslav Heyrovsky pfijima Nobelovu cenu za chemii [5].

Voltametrické méfeni probiha v tiielektrodovém systému slozeném z pracovni elektrody,
referen¢ni elektrody (nejCastéji argentchloridova, Ag/AgCl, KCI) a pomocné elektrody (Pt
drat). Proud protéka mezi pracovni a pomocnou elektrodou a potencial je mefen mezi pracovni
a referencni elektrodou za bezproudého stavu [7]. Schéma tfielektrodového usporadani
elektrochemického ¢lanku je uvedeno na Obrazku 2. Zdrojem napéti je potenciostat umoziujici
meéfeni protékajiciho proudu mezi pracovni a pomocnou elektrodou, a také fidici potencial
aplikovany na pracovni elektrodu. Ptipadného odstranéni rozpusténého kysliku z roztoku lze

docilit probublavanim roztoku inertnim plynem nejcastéji dusikem nebo argonem [8].

Potenciostat

J}w,A_E,ljﬂ

ol

Oxidation

Obrazek 2 Schéma trielektrodového elektrochemického ¢lanku slozeného z pomocné elektrody (C),

pracovni elektrody (W) a referenéni elektrody (R) [9].
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1.1.2. Voltametrické metody

1.1.2.1 Stejnosmérna voltametrie

P1i DC (direct current) voltametrii (DCV) je na pracovni elektrodu aplikovan potencial linearné
rostouci nebo klesajici v zavislosti na Case. Pro vytvofeni voltamogramu je proud
zaznamenavan jako funkce stejnosmérného potencialu [10]. Vysledna proudova odezva je

tvorena dil¢imi slozkami proudu:

o Difuzni proud (lq) — vznika pfi vyméné elektronti mezi pracovni elektrodou a analytem.
Ptenos depolarizatoru (latka, ktera podléhé redoxni reakci) k povrchu elektrody je fizen
difuzi, tedy vyrovnavanim koncentracnich rozdilti u povrchu elektrody a v roztoku.
Difuze je nejpomalejsim d&jem v systému, a proto urcuje velikost limitniho difuzniho
proudu (/q1im). Ten je zaznamenan, pokud difuze Castic dosahne maximalni rychlosti,
kdy proud jiz déle neroste. Vzhledem k tomu, ze tato rychlost je imé&ma koncentraci
latky v roztoku, je i Jqim umérny koncentraci [11]. Proud méfeny v urCitém okamziku

rastu rtutové kapky u DME lze vyjadiit pomoci Ilkovickovy rovnice (1):
Igjim = 0,732 n+ F - DY2.m?/3 . t1/6(c — %), M

kde 7 je poCet vyménénych elektront, /- piedstavuje Faradayovu konstantu, D difuzni
koeficient depolarizatoru, m pratokovou rychlost, ¢ je doba kapky, c¢ je koncentrace

v roztoku a ¢’ koncentrace u povrchu elektrody [12].

o Kapacitni proud (I.) — jinak oznacovany jako nabijeci proud, je nutny k nabiti elektrické
dvojvrstvy vznikajici pfi polarizaci elektrody na fazovém rozhrani elektroda/roztok.
Tento proud lze zaznamenat i v zakladnim elektrolytu bez pfitomnosti depolarizatoru
[11]. Velikost /. zavisi na pouzité pracovni elektrod€, potencialu, slozeni roztoku apod.
Vyznamny je zejména pii nizkych koncentracich analyzovanych latek, kdy omezuje
moznosti klasickych voltametrickych metod. Lze jej vSak eliminovat napt. pouZzitim tzv.

pulznich technik [12].

o Kinetické proudy (Ix) — vznikaji v disledku chemické reakce prediazené nebo nasledné
k reakci elektrochemické, tzn. ze jejich velikost je zavisla na rychlosti vzniku

depolarizatoru nebo ubytku produktu elektrodové reakce chemickou reakei [12].

o Katalytické proudy — vznikaji v pfitomnosti latek, které zpisobuji posun potencialu

redoxni reakce analytu k méné pozitivnim (oxidace), resp. negativnim (redukce)
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hodnotam. Prikladem muize byt katalytické vyluCovani vodiku pfi pozitivngjSich

potencialech, kdy vznika katalytické vina vodiku [12].
o Adsorpcni proudy — vznikaji jako disledek adsorpce analytu na povrchu elektrody [11].

Typicka polarograficka, resp. voltametrickd kiivka je esovitého tvaru (Obrazek 3). Na
zaCatku ktivky je velmi maly nabijeci proud. S rostoucim napétim se elektroaktivni latka
v roztoku zacina redukovat, resp. oxidovat a vznika diftzni proud, ktery v urcitém bod¢
dosadhne mezni hodnoty /4im, a ten je pfimo Umérny koncentraci analytu v roztoku [13].
Pualvlinovy potencial (£12) je potencial, pfi kterém proud dosahne poloviny své mezni
hodnoty. Ten nezavisi na koncentraci analytu, ale je charakteristicky pro konkrétni latky
[14]. Vyuziva se k identifikaci slozek v roztoku [13, 15]. Vysledny tvar polarogramu, resp.
voltamogramu je urCen standardnimi potencidly elektroaktivni latky, efekty transportu
hmoty, kinetickym pfenosem elektronti a sekundarnimi chemickymi reakcemi [15]. DC
umoznuje stanovit elektroaktivni (oxidované nebo redukované) slouc¢eniny do koncentraci

v fadu 107> mol/l a rozlisit 1ze latky, které se 1i§i hodnou 12 minimalng o 200 mV [16].

\“
° g = W.‘%'.ﬁ'n WIM" o

gl
= 10f
e
A~
£ I
5k
o = T ‘N
[ Rezidualni proud Pulvinovy potencial
0 -0.3 -0.9 =1

EvsSCE/V

Obrazek 3 DC polarogram. Pievzat ze zdroje [13] a upraven.
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1.1.2.2 Cyklicka voltametrie
Cyklicka voltametrie (CV) je elektrochemicka technika pouzivand ke zkoumani oxida¢nich a

reduk¢nich déju. Cyklicky profil téchto dé&u se nazyva cyklicky voltamogram, ktery je
zobrazen na Obrazku 4. Na ose x je aplikovan potencidl a osa y predstavuje odezvu neboli
prosly vysledny proud [17]. CV je vhodna pfi monitorovani elektrochemického chovani latek.
Poskytuje pohled na strukturu, potencial a charakteristické aktivity dané latky [18]. S pouzitim
CV je mozné identifikovat mechanismus elektrochemické reakce, napf. usuzovat na
reverzibilitu, resp. ireverzibilitu sledované elektrodové reakce [19]. Lze ji pouzit pro studium
elektrochemického chovéani §iroké Skaly organickych a anorganickych sloucenin, ale pro

analytické ucely, tedy stanoveni koncentrace latek, se v praxi pfili§ nevyuziva [20]. Vyhoda

této metody spociva v jednoduchosti, rychlosti a nizkych nakladech [18].

I'a
LY

L 4

.3 — —
1 02 04

Obrazek 4 Cyklicky voltamogram. Pfevzat ze zdroje [21] a upraven.

1.1.2.3 Diferenéni pulzni voltametrie
Metoda diferen¢ni pulzni voltametrie (DPV) vyuziva aplikaci konstantnich potencidlovych

pulzd na linearn€ se meénici potencial [22]. Proud se méfi vzdy pied aplikaci pulzu a na jeho
konci. Z téchto hodnot se vypocita rozdil, ktery se vynasi v zavislosti na potencialu [23]. Na
obrazku 5 je zobrazen tvar napétového pulzu pii DPV [22]. Vysledny voltamogram ma tvar
piku s vrcholovym potencialem £, ktery odpovida piiblizn€ hodnot€ £12 [14]. Hlavni vyhoda
DPV spociva v eliminaci kapacitniho proudu, a tedy vysoké citlivosti [23]. B&zné dosahované

19



meze detekce jsou u této metody v fadech 1077 az 10°® mol/l [14]. Pro rozliSeni analytd
s podobnymi oxida¢nimi potencialy je nutny rozdil alespont S0 mV [23, 24]. Pulzni metody maji

nejCastejSi uplatnéni pii kvantitativni analyze [22].

50-100 ms
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Obrazek 5 Zavislost vkladan¢ho napéti na Case (t). Prevzat ze zdroje [22] a upraven.

1.1.2.4 Square-wave voltametrie

Square-wave voltametrie (SWV) patfi mezi nejrychlej§i a nejcitlivejsi techniky pulzni
voltametrie. Podstatou potencialové rampy (Obrazek 6) je stiidavé napéti modulované jako
pravouhlé segmenty. Elektrické proudy jsou meéfeny na konci pozitivniho segmentu jako
doptedny proud (/r) a na zacatku opacné orientovaného segmentu jako zpétny proud (/) [22,
25]. Rozdil mezi naméfenymi proudy (/a = Ir — Iv) se vynasi v zavislosti na potencialu [25].
Technika se vyznacuje vynikajici citlivosti a odolnosti viuci kapacitnim proudiim [22]. Metodu
lze pouzit pro analyzu reverzibilnich a ireverzibilnich reakci 1 pro katalytické reakce [26].
Detekéni limity SWV (az 10® mol/l) jsou srovnatelné slimity chromatografickych a

spektroskopickych technik [22, 25].

1.1.2.5 Rozpoustéci techniky

Spolenym krokem charakteristickym pro tyto metody je nahromadén analytu na povrchu
elektrody. Analyt miZze byt fizenou elektrolyzou (redukci nebo oxidaci) akumulovan na
pracovni elektrodé¢ a nasledné rozpustén zpét do roztoku. Sleduje se proudova odezva
odpovidajici pravé rozpousténi nahromadéného analytu a jedna se o anodickou (ASV) nebo

katodickou (CSV) rozpoustéci voltametrii. Alternativou je adsorptivni (AdSV) rozpoustéci
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voltametrie, pii niz dochazi k nahromadéni latky na povrchu elektrody adsorpci. Diky
zakoncentrovani lze stanovit velmi nizké koncentrace latek v fadech 10 1°-10712 mol/1 [27].

LU - l' ] ' - - e
[ A w
-

Obrazek 6 Prab¢h potencialové rampy u SWV [22].

1.1.3. Pracovni elektrody ve voltametrii

Nejdualezit€jsi ¢ast elektrochemického clanku tvofi pracovni elektroda. Vhodny vybér
materialu, ze kterého je pracovni elektroda tvofena je rozhodujici pro Uspéch experimentu.
Material elektrody nesmi ménit slozeni analytu, mél by =zajistit dostateCn€ rychly a
reprodukovatelny prenos elektront, aniz by dochazelo k zanaseni elektrody, a Siroky vyuzitelny
potencialovy rozsah. U materialu je dulezita jeho geometrie, toxicita a snadna obnovitelnost
povrchu po méfeni. Mezi nejCastéji pouzivané materialy pracovnich elektrod ve voltametrii

patii platina, uhlik, zlato a rtut’ [8].

1.1.3.1 Rtutové elektrody

Mezi nejcasteji vyuzivané rtutové pracovni elektrody se fadi klasicka rtut'ova kapajici elektroda
(DME) zobrazena na Obrazku 7, staticka rtutova kapkova elektroda (SMDE), visici rtutova
kapkova elektroda (HMDE) a rtutova filmova elektroda (MFE). Prvni dvé elektrody jsou
vhodné zejména pro matrice, u kterych je zvySené riziko pasivace a posledni dvé elektrody

spiSe pro docileni nejvyssi mozné citlivosti s vyuzitim predbézné akumulace analytu [28].

Rtut’ vynika mezi kovovymi elektrodami predevsim kvili jejimu rozhrani s roztokem, které je

atomicky hladké s dobfe definovanou plochou. Navic vykazuje vysoky potencial pro vyvoj
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vodiku, ma tedy velky vyuzitelny potencialovy rozsah v oblasti negativniho potencialu [3].
Dalsi vyhodou je snadna a velmi dobte opakovatelna obnova povrchu. Mezi nejvice vyuzivané
patii staticka a visici rtutova kapkova elektroda [28]. Povrch DME se neustale obnovuje i
behem meéfeni a tim jsou zcela eliminovany problémy s pasivaci nebo kontaminaci povrchu
necistotami [3]. Nevyhodou samotné rtuti je jeji toxicita. HMDE m4 oproti ostatnim rtufovym
elektrodam nizsi spotiebu rtuti. Dalsi nevyhodou je omezeny potencidlovy rozsah v oblasti

kladnych potencialt kvali oxidaci rtuti [28].
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ﬁ
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Obrazek 7 Kapajici rtutova elektroda (DME). Pievzat ze zdroje [3] a upraven.

1.1.3.2 Kovoveé elektrody

Elektrody z riznych kovovych material maji obvykle mensi piepéti vodiku ve srovnani se
rtutovymi elektrodami. Navic pro pevné elektrody obecné plati vyssi riziko pasivace povrchu
s nutnosti jeho elektrochemické nebo mechanické regenerace a Cisténi. To vede k horsi
opakovatelnosti méteni. Elektrody z platiny jsou elektrochemicky inertni a snadno se vyrabé¢ji
v mnoha tvarech. Jejich velkou nevyhodou je omezené potencialové okno v katodické oblasti
v souvislosti s vylu¢ovanim vodiku. Dalsi nevyhodou je vysoka cena platiny [8]. Platinové i
zlaté elektrody maji také omezenou pouzitelnost v oblasti kladného potencialu kvali oxidaci
povrchu. Tato nevyhoda muze byt ale vyuzita pfi piipravé zlatych modifikovanych elektrod
obsahujicich naptf. tzv. self-assembled (samousporadané) monovrstvy (SAM). Vyhodou

zlatych elektrod mohou byt takeé jejich elektrokatalytické ucinky [8].
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1.1.3.3 Uhlikové elektrody

Nejbéznéji pouzivané uhlikové elektrody jsou ve formé skelného uhliku nebo uhlikové pasty.
Jejich velkou vyhodou je mozZnost métfeni pfi znacné zapornych potencialech, 1 kdyz ve
srovnani se rtutovymi elektrodami je vyuzitelné okno v tomto sméru uzsi. Vyhodou je moznost
prace v oblasti anodickych potenciald, kde rtutové elektrody pouzit nelze. Uhlikové elektrody
se proto piednostné vyuzivaji pii sledovani oxidac¢nich procest [8]. Skelny uhlik (GC)
kombinuje sklovité a keramické vlastnosti grafitu. Mezi jeho vlastnosti patii vysokd teplotni
odolnost, extrémni odolnost proti chemickému poruseni a nepropustnost kapalin i plyna [29].
Skelny uhlik je pomémeé drahy material s obtizné obnovitelnym povrchem [8]. Vyréabi se
fizenou pyrolyzou organického polymeru a pfedstavuje nejrozsSifen€jsi uhlikovy material

pouzivany v elektrochemii [29].

Uhlikova pasta se vyrabi obvykle zjemné granulovaného uhliku smichaného s olejovym
substratem (Nujol). Pasta je zabalena v duting inertniho télesa elektrody. Jeji velkou nevyhodou
je nachylnost k mechanickému poskozeni, na druhou stranu lze jeji povrch obnovovat
vytlaCenim a otfenim pouzité pasty, coz predstavuje analogii k odkapnuti kapky rtuti a vede
k omezeni rizika pasivace elektrody [8]. Dalsi vyhodou je moznost modifikace pasty pridavky

riznych modifikatort pfimo do pasty, tedy do materialu elektrody.

V soucCasnosti je jednim ztrendd ve vyvoji novych elektrod a senzort pouziti rdznych
uhlikovych nanomateriall. Povrch elektrod se modifikuje napt. uhlikovymi nanotrubickami
(carbon nanotubes, CNT), které se dé€li na jednosténné uhlikové nanotrubicky (single wall
carbon nanotube, SWCNT) a vicesténné uhlikové nanotrubi¢ky (multi wall carbon nanotubes,
MWCNT). SWCNT obsahuji jeden grafenovy list svinuty v tub€, zatimco MWCNT obsahuje
nekolik soustfedénych trubek se spolecnou osou. Nanotrubice se vyrabi metodou obloukového
vyboje pii kterém se produkuji fullereny C60 a C70 nebo chemickou depozici par na Casticich
kovu nejcastéji Fe nebo Ni [30]. Vyhodou modifikace elektrod uhlikovymi nanomateridly je

zejména vyznamné zvétseni povrchu, coz vede ke zvyseni citlivost téchto senzort [30].

1.1.3.4 Nové trendy v pracovnich elektrodach

Voltametrické techniky obvykle vykazuji vysokou citlivost, ale jejich hlavnim problémem je
selektivita, protoze existuje velké mnozstvi elektroaktivnich latek s velmi podobnymi
hodnotami oxida¢nich, resp. reduk¢nich potenciala [31, 32]. Jednou z moznosti, jak zlepsit

selektivitu i citlivost elektrochemickych metod je modifikace povrchu pracovni elektrody. Jako
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modifikatory lze pouzit nanocCastice kovu a jejich oxidu [33], které mohou mit napf.
elektrokatalytické ucinky. Dale se vyuzivaji rizné organické latky a polymery [34] nebo vySe

zminéné uhlikové nanomaterialy [30].

Samostatnou kapitolu predstavuje modifikace elektrod riznymi biomolekulami a vyvoj
biosenzord. V biosenzorech se kombinuji biologické slozky s elektrochemickou detekci.
Biologickou slozkou mize byt napt. DNA a dalsi nukleové kyseliny, enzymy, protilatky apod.,
které né€jakym zpusobem interaguji s analytem nebo jej selektivné vazi. Elektrochemicky
Clanek pak zajistuje méfeni signalu, ktery vychazi pravé z interakce analytu s biologickou
slozkou na povrchu elektrody [35, 36]. Piikladem velmi €asto vyuzivaného biosenzoru v praxi

je osobni biosenzor glukozy pouzivany pacienty trpicimi cukrovkou [32, 37].

1.1.4. Borem dopovana diamantova elektroda
Diamant vykazuje diky uplné hybridizaci C-sp® a tetraedrické vazb&é mnoho jedine&nych
vlastnosti jako je chemicka inertnost, tepelna vodivost, biokompabilita, stabilita v agresivnich
prostfedich a nizky koeficient tfeni [38, 39]. Vyznaluje se nejvyssi atomovou hustotou a
extrémni tvrdosti [38, 40]. Kazdy atom v ¢tyfsténné diamantové miizce je kovalentné vazan ke
svym sousedim a vytvaii extrémné robustni strukturu [38, 39]. Diamant je t€zko dostupny
material, jehoz pfiprava je narocna a vyzaduje vysokou teplotu a tlak. Jedna se o izolant, nevede
elektricky proud, a proto ho nelze Cisty pouzit jako elektrodovy material [40]. Vodivym se
diamant stava az po dopovani vybranymi prvky, napt. borem [41], dusikem [42] nebo fosforem
[43]. Dopovanim borem vznika p-polovodi¢, zatimco pokud se pouzije jako dopant dusik nebo
fosfor, vznika n-polovodi¢. Sira muze byt zavedena do diamantu jako dopant pouze
v pfitomnosti boru a jedna se o n-polovodi¢. Misenim dopanti dusik/bor nebo sira/bor lze

vyrobit tzv. kodopanty [44].

Historie diamantovych elektrod sah4a do osmdesatych let minulého stoleti [45]. Japonsti védci
navrhli iontové implantované diamantové elektrody [31] a Rusové naopak polovodicové
diamantové elektrody urcené pro fotoelektrochemii [46]. Fujishima a jeho spolupracovnici
studovali fotoelektrochemii diamantu na pocatku devadesatych let. V roce 1993 Ramesham a

Swain vyuzili dopovany diamant pro analytické aplikace [47].

V souCasné dobeé se borem dopované diamantové materidly vyrab&ji nejast€ji pomoci
chemické depozice par (CVD), kdy je dopovany diamantovy film nanesen na vodivy substrat.

Potfebna plazma pro depozici (CVD) se aktivuje bud’ zhavenymi vlakny (HFCVD) nebo
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mikrovinnym ohfevem (MFCVD). Pro potahovani vétSich substrati je vhodné&jsi pouziti
zhavenych vlaken. Plynna faze se sklada v obou pripadech z vodiku jako nosného plynu,
metanu nebo smési aceton/metan jako zdroje uhliku a dalSich plynu, které poskytuji dopanty
boru [44]. Jako zdroje boru se pouzivaji napt. diboran, trimethylboran, triethylboran, oxid
bority rozpustény ve smeésiaceton/ethanol/metanol, trichlorid bority, kyselina borita,

trimethylamin bority a dal$i v plynné fazi zavedené do CVD [48].

Pred nanaSenim diamantu musi byt podklad upraven. Provadi se aktivace povrchu
nanocasticemi diamantu, lesténi substratu diamantovym praskem nebo ponofeni substratu do
suspenze nanocastic diamantu doprovazené ultrazvukem. Teplota substratu se béhem depozice
pohybuje okolo 750 az 825 °C. Tloustka diamantové vrstvy je obvykle 1 az 10 um. Diamantové
vrstvy mohou mit nanokrystalickou nebo mikrokrystalickou strukturu s drsnym povrchem.
Substraty pro depozici dopovaného diamantového filmu jsou z riznych materialt, napf. z
kifemiku, samopasivujiciho se kovu (titan, wolfram, molybden, niob), uhlikového materialu
(grafit, skelny uhlik) nebo z uhlikovych vlaken [44]. Vybér substratu je velmi dalezity pro
syntézu tenkych filmt BDDE. Na kfemikovy substrat se velmi dobfe daji nanaset rovnomérné
tenké vrstvy, ale kiehkost kiemiku omezuje jeho pouziti v ne€kterych aplikacich. Pro

velkoplo$né depozice jsou vhodné kovové substraty [48].

Dosud byly popsany ctyfi typy diamantovych elektrod, mezi které patii (i) dopovany
diamantovy tenky film bez mezivrstvy mezi substratem a diamantovym filmem, (i1) dopovany
diamantovy tenky film s mezivrstvou mezi substraitem a filmem (obvykle z karbidu kovu
tvoriciho substrat), (iii) elektroda z dopovanych diamantovych cCastic, ve které jsou Castice
implantovany do vodivého substratu s pasivovanym povrchem a (iv) elektroda z dopovanych
diamantovych castic, které jsou imobilizované v izolacni vrstvé. Ruzné typy aktualné

pouzivanych diamantovych elektrod jsou zobrazeny na Obrazku 8 [38, 44].

dopovany diamantovy film pasivatni vsriva

dopovane diamantove castice

mezivrstva

izolaéni film

(iv)

Obrazek 8 Typy diamantovych elektrod. Pfevzat ze zdroje [38] a upraven.
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Borem dopovana diamantova elektroda (BDDE) se vyznaCuje S§irokym vyuzitelnym
potencialovym oknem, nizkym proudem pozadi a mechanickou odolnosti. Koncentrace boru
v diamantu se vyjadiuje riznymi zpasoby. Casto vyuZivany je obsah boru v plynné fazi pii
depozici BDD filmu, ktery se pohybuje obvykle mezi 500 az 15 000 ppm, coz vede ke kone¢né
koncentraci atom boru ve filmu 10'%-10%! cm 3 [44]. Koncentrace 10%° cm 3 odpovid4 jednomu
atomu boru na tisic atoma uhliku. Tato koncentrace predstavuje ptibliznou hranici, kde dochazi
ke zméné vodivosti BDD filmu. Pfi nizSich koncentracich vykazuji polovodi¢ovy a pii vysSich

kovovy charakter [49].

K terminaci povrchu BDDE je mozné pouzit fyzikalni upravy (mechanické Cisténi, laserova
aktivace, leptani plamenem), chemické Cisténi a elektrochemické predbe&zné upravy (anodicka
a katodicka polarizace). Fyzikalni upravy nejsou vhodné, pokud ma povrch BDDE specifickou
geometrii (ostré konce nebo porézni strukturu). Pfi chemickém Cisténi se elektroda ponoti do
smésného roztoku vysoce oxidacnich (kyselych nebo zasaditych) €inidel, mezi které patii smés
kyseliny sirové a dusi¢né, lu¢avka kralovska nebo Fentoniv roztok [50]. Elektrochemicka
uprava BDDE je povazovana za u¢innou metodu, jedna se o katodickou nebo anodickou
predupravu [50, 51]. Povrchové zakonfeni BDDE piispiva k fyzikdlnim a chemickym
vlastnostem elektrody a ma velky vyznam pro elektrochemickou analyzu. Pro predupravu
BDDE se pouzivaji vysoké proudy (+200 mA/cm?) nebo vysoké potencialy (> £2 V) [51].
Kyslikem terminovaného povrchu (O-terminované) BDDE lze, vedle elektrochemické oxidace
pii znacné pozitivnich potencialech, dosdhnout pomoci oxidace v plynné fazi kysliku, vafenim
v silné kyselin€, oxida¢nim Cinidlem nebo dlouhodobym vystaveni vzduchu [45]. Povrchy O-
BDDE jsou hydrofilni, maji nizs§i vodivost, zatimco povrchy terminované vodikem (H-
terminovan€) jsou piesny opak. Hydrogenace povrchu (H-terminované) BDDE je mozné docilit
pomoci vodikovych radikalt, které vznikaji pfi redukci protont v kyselém prostiedi. Redukce
probiha pfi zapornych potencialech a muze vést ke zlepSeni detekce analytu [52]. SlouCeniny
s kladnym nabojem jsou snadné&ji oxidovany na O-BDDE nez na H-BDDE kviili elektrostatické
piitazlivosti [45].

BDDE ma diky svym vlastnostem S§iroké uplatnéni v kombinaci s elektroanalytickymi
technikami. Cilovym analytem mohou byt anorganické i organické latky. V literatufe byla
popsana cela fada aplikaci BDDE [38, 53]. Byla pouzita napf. pifi stanoveni karbarylu
v pfirodnich vodach [54], pfi stanoveni fenolickych antioxidantd v potravinach [55] nebo pfi

stanoveni paracetamolu a kodeinu ve vzorcich 1é¢iv a lidskych télnich tekutinach [56]. Vedle
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elektroanalyzy byly popsany také moznosti vyuziti BDDE pfi ¢isténi odpadnich vod, kde se

vyuziva elektrochemicka oxidace pro degradaci organickych znecistujicich latek [57].

1.1.5. Tisténé senzory

Chemicky senzor je zafizeni, které poskytuje analytické informace o analyzovaném vzorku.
Senzory se skladaji ze dvou hlavnich €asti. Jedna slouzi k rozpoznavéni interakce s analytem a
druha k transdukci (pfevodu interakce na Citelny signal) [32]. Elektrochemické senzory
piipravené technikou sitotisku (SPE, screen-printed electrode) ptedstavuji alternativu ke
klasickému tfi-elektrodovému uspotadani elektrochemického ¢lanku v polarografické nadobce.
Vyhodou je jednoducha a levna vyroba velkého mnozstvi senzor umoziujici jednorazové
vyuziti, nebo moznost analyzy malych objemu vzorkt. Pouzitelnost SPE je dana zejména

materidlem pracovni elektrody [36].

Schéma SPE je uvedeno na Obrazku 9 [32]. Sklad4 se z chemicky inertniho nevodivého
substratu jako je plast, keramika, hlinik nebo sklo [36]. Na jeho povrchu se nachazi cely
elektrochemicky ¢lanek, tj. pracovni elektroda (WE), referen¢ni (RE) a pomocna elektroda
(CE). Vedle elektrodového systému jsou sitotiskovou technikou naneseny i kontakty a izola¢ni

vrstva [36, 58].

Pomocna elektroda (CE)

Izolaéni vrstva

Pracovni uhlikova .)
elektroda (WE)

Referentni stithrna .
elektroda (RE)

Podklad =~

Elektricke
pripojeni

SPE SPE design

Obrazek 9 Znazoméni designu sitotiskové elektrody (SPE). Prevzat ze zdroje [32] a upraven.
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K vyrobé SPE se pouziva technika sitotisku. Puvod této techniky saha az do roku 960 n. 1. na
tizemi Ciny [59]. Princip sitotisku spo&iva v protladovani inkoustu pres sito a ukladani na
podklad (substrat) [60]. Zakladnimi kroky pfi vyrobe SPE jsou vybér a pfiprava inkoustu, vybér
podkladu, tisk, nasledné suseni a vytvrzovani. SuSeni a vytvrzovani se provadi obvykle
v jednom kroku v nizkoteplotnim az vysokoteplotnim procesu [60-62]. Vzniklé elektrody maji
obvykle tloustku 10 az 20 um [32]. Inkousty vhodné pro sitotisk by mély mit vetsi viskozitu a
musi byt toxotropni povahy (viskozita inkoustu klesa s rostouci smykovou rychlosti) [59]. WE
SPE mohou byt tvofené riznymi kovovymi inkousty jako je stiibro, platina nebo paladium [58,
62]. NejcCast€ji se ale pouzivaji ruzné uhlikové materialy (fulleren, grafen, CNT). Pro konstrukeci
RE se obvykle pouzivaji stiibrné nebo Ag/AgCl inkousty. CE se obvykle pfipravuji ze stejnych
inkoustt jako WE [62]. U komer¢né dostupnych senzoru je sloZeni inkoustu obchodnim
tajemstvim vyrobce [58]. Materialy sitoviny jsou nylon, polyester, hedvabi, nerezova ocel a
chromovany drat. V nékterych pfipadech je vhodné, aby sitovina byla odolna proti teplu.

Ohraty inkoust 1épe prochézi péry a nedochazi k jejich ucpani [59].

Vybeér substratu zavisi nejen na aplikaci, ale také o ném rozhoduje povaha inkoustu a sitoviny
[59]. Hlavni parametry substratu jsou povrchova afinita, kterd ma vliv na pfilnavost inkoustu
k substratu a tepelna stabilita s vyhodou pfi teplotnim vytvrzovani [59]. Substraty pro vyrobu
SPE se déli na neohebné (keramické) a flexibilni (papir, polyestery) [S8]. K pfilnuti k podkladu
se pridavaji lepidla jako je acetat celulozy, pryskyfice, cyklohexanon nebo ethylenglykol [62].

Nakonec je SPE potazena izolacnim inkoustem nejcasteji dielektrickym nebo polymernim [59].

Preduprava SPE se vyuziva pro zvySeni jejich citlivosti vuci analytim. Muaze byt provedena
elektrochemicky vlozenim rlznych aktivacnich potencialli, pomoci plasmy nebo jinymi
prostiedky jako je napf. namaceni v riznych roztocich [32, 59]. Z elektrochemickych metod se
nejcastéji vyuziva CV [59]. Bézné se aplikuje 10 cyklu CV v roztocich napft. fosfatového pufru
(0,05M) nebo NaOH (3M). Plazmova piedaprava Oz je ekologicky Setrny zpusob
funkcionalizace povrchu ve srovnani s chemickou modifikaci. Umoznuje zavedeni mnoha

funk¢énich skupin (hydroxyly, aminy) a je univerzalngjsi [59].

V ramci této diplomové prace byly pouzity tisténé senzory vyvinuté a otestované ve spolupraci
odbornikl ze Slovenské technické univerzity v Bratislavé a Ustavu environmentalniho a
chemického inzenyrstvi Univerzity Pardubice [36]. Jedna se o tiStény senzor s chemicky
deponovanou borem dopovanou diamantovou elektrodou (SP/BDDE), kde je BDDE vyrobena
pomoci velkoplosného linearniho anténniho systému mikrovinné chemické depozice par (LA-
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MWCVD). Technikou sitotisku byly naneseny stfibrna referentni elektroda, kontakty a izolacni
vrstva. Schéma vyroby SP/BDDE je znazornéno na Obrazku 10. Mezi velké vyhody tohoto
senzoru patii nizka cena, snadna vyroba spolu s vynikajicimi elektrochemickymi vlastnostmi
BDDE a designem na miru. Vysledky dosahované s novymi ti§ténymi senzory jsou srovnatelné
s parametry klasické BDDE. Tyto senzory mohou slouzit jako jednorazové nebo opakované
pouzivané senzory, protoze vykazuji velmi dobrou opakovatelnost méteni a reprodukovatelnost
pfipravy [36].

i Technologie sitotisku

1
Chemicki : _ Naneseni ] .
depozice i Aplilace izolacni i Eleltrochemicka | Senpor pripraven k
ELDE ' stiibra vrsty . tvorba RE pouiiti
I{ernm.i:_k_\" — | — | — | I
material : :
(WE, CE) :{RE , leomtalsty)y ‘ .
Obrazek 10 Priprava SP-BDDE pomoci sitotisku. Pfevzat ze zdroje [36] a upraven.
1.2. Metalaxyl

Metalaxyl (ML, methyl-2-(N-(2-methoxyacetyl)-2,6-(dimethylanilino)propanoat, CisH21NO4,
CAS: 57837-19-1) se tadi do skupiny systémovych fungicidi [63]. Jedna se o derivat alaninu,
etheru, metylesteru, karboxamidu a aromatického amidu [64]. ML existuje ve formé dvou
enantiomerd R a S, které se lisi svymi a¢inky [65]. Prodava se v racemické i enantiomerné Cisté
R formé pod obchodnimi nazvy napt. Mefenoxam nebo Ridomil [66]. Mefenoxam (R-
metalaxyl) se pouziva v zemedé€lstvi a jednd se o R-enantiomer, jehoZ strukturni vzorec je
uveden na Obrazku 11. Tato forma je mnohonasobng U¢inn€jsi nez S-enantiomer, ale také je
méne¢ biologicky odbouratelny a déle se drzi v pudé [65]. ML inhibuje inkorporaci uridinu do
ribozomalni RNA a RNA polymerazu 1 [63]. Mezi bézné pouzivané amidové fungicidy patfi

vedle ML napt. fenhexamid, benalaxyl nebo tolylfluanid [67].

1.2.1. Fyzikalni a chemické vlastnosti

ML se vyskytuje ve formé bélavého prasku. Jeho zékladni vlastnosti jsou uvedeny v Tabulce
1. Je mélo rozpustny ve vodé a dobfe rozpustny v organickych rozpoustédlech, napt. v ethanolu,
acetonu nebo toluenu. Pfi zahfati uvolnuje toxicke vypary oxida dusiku [64]. Vykazuje stabilitu
v Sirokém rozmezi pH, svétla a teploty [66].
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Obrazek 11 Strukturni vzorec R-enantiomeru ML [66].

Tabulka 1 Fyzikalni a chemické vlastnosti ML [64]

Molekularni hmotnost 279,33 g/mol
Bod varu 295.9°C
Bod tani 71-72 °C
Rozpustnost ve vode 8,4 mg/l (22 °C)
Rozpustnost v ethanolu 400 g/l (25 °C)
1.2.2. Vyuziti

ML se pouziva k regulaci chorob rostlin zptisobenych houbami tfadu Peronosporales a ttidy
Oomycete [63]. Houbové patogeny fadu Peronosporales zpusobuji plisné, peronosporu (1j.
plisnovou chorobu vinné révy), uvadnuti, hnilobu stonkd a plodu rostlin [66]. ML inhibuje rast
hub na dfeve, plastech a na jinych materidlech nebo v bazénech [64]. Diky své Sirokospektralni
aktivit€ se pouziva na razné plodiny (ovoce a zeleninu) po celém svété. Fungicidni pfipravek
se aplikuje ve forme granuli, smacitelného prasku, poprase anebo emulgovaného koncentratu.
Moznosti aplikace ML jsou razné, lze jej aplikovat na list nebo do pudy. Vyuzivaji se
povrchové postiiky listi (rozprasovani nebo pasovy postiik) v kombinaci s dal§imi fungicidy
ochranného typu (méd nebo folpet), dale pak k mofeni nebo osetieni osiva [63, 66]. Komer¢né
dostupné produkty obsahuji ML jako jedinou u€innou slozku nebo muze byt vyuzivan

v kombinaci s jinymi u€innymi latkami napt. captanem [63].
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1.2.3. Toxicita
ML je na rozdil od ostatnich bézné pouzivanych amidovych pesticidi mirn€ nebezpecny. Byly
realizovany rtzné toxikologické studie na zvifatech. Na mysich byla pozorovana zvySena
mortalita spojena s amyloidézou (chorobny stav, pii némz se v ruznych organech zacne
hromadit bilkovinnd slouCenina zvana amyloid, kterou neni télo schopné odbouravat). U
potkan se projevovaly reproduk¢ni abnormality spojené se snizenym pfirustkem télesné
hmotnosti. Naopak u mladat se projevila zvySena hmotnost jater a opozdéné kostnaténi
lebecnich kosti. Kosterni odchylky byly objeveny rovnéz u kralika [67]. Toxicita pro savce je
klasifikovana podle EPA tiidy I1I. Je relativn€ netoxicky pro vétsinu necilovych druht ¢lenovca

a obratlovct [63].

1.2.4. Stanoveni Metalaxylu

V literatufe byly popsany ruzné metody pro stanoveni ML. Prevladaji chromatografické
metody jako je vysokouc¢innd kapalinovd chromatografie (HPLC) ve spojeni s detektorem
s diodovym polem (DAD), UV detektorem nebo hmotnostnim spektrometrem (MS) [68-72].
Pouzita byla rovnéz plynova chromatografie (GC) s detektorem selektivnim pro dusik (NPD),
detektorem elektronového zachytu (ECD) nebo MS detektorem [72-75]. Dale bylo popsano
vyuziti imunologické metody ELISA (z anglického Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay)
[76] nebo prutokové analyzy s FTIR (infraCervena spektrometrie s Fourierovou transformaci)
spektrometrii [77]. Byly popsany metody stanoveni ML samostatné nebo ve smesi s jinymi
pesticidy [70, 76]. Piehled uvedenych metod vcetné jejich limitd detekce (LOD) a typua

analyzovanych vzorkd je uveden v Tabulce 2.

Voltametrické, resp. polarografické stanoveni ML nebylo v literatufe doposud popsano.
Vzhledem ktomu, ze ML je elektrochemicky aktivni latka, nabizi se voltametrie jako
alternativa k vy§e popsanym metodam. Hlavnimi vyhodami této techniky jsou jednoduchost,
cenova a Casova nenaroc¢nost, snadna obsluha a obvykle také jednoducha ptiprava vzorku
k analyze. Voltametrické metody soucasn€ umoziiuji miniaturizaci, a tedy vyuziti v terénnich

analyzatorech a pratokovych systémech [26].

Predmétem této diplomové prace tedy bude studium elektrochemického chovani ML a zejména

pak vyvoj jednoduché, rychlé a citlivé voltametrické metody jeho stanoveni.

31



Tabulka 2 Souhrn metod popsanych v literatufe pro stanoveni ML

Pouzita metoda LOD [mol/1] vzorek citace
ELISA 2,0x107° Vino [76]
HPLC-UV 1,8x1077 Mo#t, vino [68]
4,0x107° Voda [69]
8,2x10°8 Rajcata [70]
GC-MS 3,6x10°% Salat, slune¢nice [73]
GC-NPD 3,6x10°% Salat [74]
GC-ND 1,8x1077 Rajéata [75]
FTIR 57x10°% Pesticidni piipravek [77]
LC-MS/MS 5,0x107° Piida, brambory [71]
LC-DAD, GC-ECD 1,0x107° Voda [72]

Zkratky: HPLC-UV - vysokou¢inna kapalinova chromatografie s UV detektorem, GC-MS — plynova
chromatografie s hmotnostnim detektorem, GC-NPD — plynova chromatografie s detektorem dusiku a
fosforu, GC-ND - plynova chromatografie s detektorem dusiku, FTIR — infraervena spektroskopie
s Fourierovou transformaci, LC-MS/MS - kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii, LC-
DAD - kapalinova chromatografie s detektorem diodového pole, GC-ECD - plynova chromatografic

s detektorem elektronového zachytu
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2. Experimentalni ¢ast

2.1. Chemikalie

Standardni roztok metalaxylu (ML, Sigma-Aldrich) o koncentraci 1,0x10~* mol/l byl pfipraven
rozpusSténim odpovidajici navazky v acetonitrilu a uchovén v lednici (4 °C) bez pfistupu svétla.
Brittontiv-Robinsontv pufr (BRB, pH 2,0-11) byl pfipraven misenim alkalické a kyselé slozky
s vyuzitim pH-metru. Alkalickou slozku tvofil roztok 0,2 mol/l NaOH a kyseld slozka se
skladala z 0,04 mol/l roztoku H3POs, H3BO3 a CH3COOH. Pi1 analyze ML byly dale testovany
elektrolyty 0,05 mol/l, 0,1 mol/l, 1,0 mol/l, 2,0 mol/l, 3,0 mol/l H2SO4, 0,1 mol/l HNO;3,
0,1 mol/l HCI, 0,1 mol/l HCIO4, 0,1 mol/l CH3COOH a 0,1 mol/l H;PQ4 (vie Ing. Petr Svec —

PENTA Praha) pfipravené nafedénim zasobnich roztokt jednotlivych kyselin.

2.2. Pristrojové vybaveni

Pro voltametrickd méteni byl pouzivan potenciostat Autolab PGSTAT 12 (Obrazek 12A) od
firmy Metrohm (Nizozemsko) se softwarem Nova 2.1.5. V klasickém tiielektrodovém
usporadani elektrochemického ¢lanku byla jako pracovni elektroda (WE) pouzita elektroda z
borem dopovaného diamantu (BDDE, Obrazek 12B) spomérem B/C béhem depozice
1000 ppm (BioLogic, Seyssinet-Pariset, Francie, povrch 7,07 mm? vnitini primér 3 mm,
meérny odpor 0,075 Q cm), nasycend argentchloridova elektroda (Ag/AgCI,KCl(sat.)) slouzila
jako referentni (RE) a platinovy dratek byl pouzit jako pomocnd elektroda (CE) (obé
Monokrystaly, Turnov). Michani bylo zajisténo pomoci magnetického michadla
v polarografické nadobce. Dale byl pouzivan tistény senzor s chemicky deponovanou borem
dopovanou diamantovou elektrodou (SP/BDDE, Obrazek 12B) (Slovenska technicka
univerzita (STU) v Bratislave, Dr. Vojs a kol.) [36], ktery byl tvofen BDD jako WE (plocha
povrchu WE 7,07 mm?, vnitfni primér 3 mm, B/C v plynné fazi 312 500, mérny odpor
0,017 Qcm) i CE a Ag/AgCl RE.

K méteni pH byl pouzit pH-metr Accument AB 150 (Fisher Scientific, Pardubice). Pii ptiprave
roztokl byly pouzivany analytické vahy (Denver Instrument, New York) a ultrazvukova lazen
Bandelin SONOREX (Schalltec GmbH, Némecko). K davkovani roztokii byly pouzivany
automatické pipety Fisherbrand (Fisher Scientific, Pardubice).

33



Obrazek 12 Potenciostat Autolab PGSTAT 12 (A) a pouzité senzory (1 — BDDE, 2- SP/BDDE)

Systém pratokové injek¢ni analyzy s elektrochemickou detekci (FIA-ED) byl sestaven
z programovatelné injekcni pumpy (Protea, USA), injek¢ni plastové stiikacky o objemu 50 ml
(Stertwund, Polsko), chromatografického Sesticestného davkovaciho ventilu s davkovaci
smycCkou, hadicek a prutokové cely vytisknuté na 3D tiskarné (STU v Bratislavé, Dr. Vojs a
kol.), v niz byl umistén tistény senzor SP/BDDE. V3se bylo opét piipojeno k potenciostatu
Autolab PGSTAT 12 (Metrohm, Nizozemsko) se softwarem NOVA 2.1.5. Davkovaci smycka
byla plnéna vzorkem injek¢ni stiikackou o objemu 5,0 ml. Schéma pouzitého zatizeni pro FIA-

ED je uvedeno na Obrazku 13 spolu s detailem prutokové elektrochemické cely.

Pro zakoncentrovani vzorku byla pouzita stolni tfepacka Unimax 2010 (Heidolph, Némecko),
vakuova rota¢ni odparka (Heidolph, Némecko) a extraktor pro extrakci na tuhé fazi Visiprep
SPE Vacuum Manifold (Merck, Némecko) s kolonkami Chromabond C18ec (Macherey-Nagel,

Neémecko).
2.3. Pracovni postupy

2.3.1. Voltametrické méreni
Pted samotnym meétenim byla vzdy provedena aktivace BDDE metodou CV v prostiedi 1 mol/l
H2S04. Celkem bylo zatazeno 20 cyklickych voltamogrami od pocatecniho potencialu (Ein)
+1000 mV k potencialu obratu (Eswitch) +2200 mV, konecny potencial (Fsn) byl nastaven na
hodnotu +2200 mV a rychlost polarizace (v) 100 mV/s. Pti praci s SP/BDDE byly podminky

aktivace shodné, zatazenych cykla bylo jen 10, aby doslo ke stabilizaci odezvy senzoru.
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P1i studiu voltametrického chovani ML byla pouzita metoda CV a experimenty byly zaméteny
na vliv slozeni a pH zakladniho elektrolytu a rychlosti polarizace. Parametry CV pfi téchto
meéftenich byly nasledujici: Ein=—-500 mV, Eswiteh = +2500 mV, Efin =+2500 mV av= 100 mV/s
(pro studii vlivu pH), resp. 25-200 mV/s (pro studii vlivu rychlosti polarizace). Pro stanoveni
ML byly optimalizovany parametry DPV a SWV nasledujicim zpisobem: DPV: v =40 mV/s,
vyska pulzu (4, amplituda) = 50 mV a Sitka pulzu (7, doba trvani pulzu) = 10 ms; SWV: v =
40 mV/s (BDDE) a 50 mV/s (SP/BDDE), 4 = 30 mV a frekvence (f) = 20 Hz. Viechna méfeni
probihala za laboratorni teploty (2342 °C).
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Cerpadlo i Ruéni davkovaci ventil ! detektor

Obrazek 13 Schéma systému pouzit¢ho pro méfeni v pritoku — FIA-ED (A) a detail pritocné
elektrochemicke cely (B).
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2.3.2. Pritokova analyza s elektrochemickou detekci

Aktivace systému FIA-ED pifed samotnym méfenim probihala promytim 50 ml 1 mol/l H2SO4
rychlosti 1,5 ml/min. SP/BDDE se aktivoval pomoci deseti cykld metodou CV v rozmezi
potencialli od =500 mV do +2200 mV. Jako mobilni faze, resp. zakladni elektrolyt byl pouZzivan
roztok 0,1 mol/l H2SO4 umistény v 50 ml injekéni stiikacce. Zakladni parametry méteni byly
nasledujici: prutok elektrolytu (Fm) = 1,5 ml/min, davkovany objem vzorku (Vin)) = 50 ul a
potencial detekce (£) = 1,8 V. Vzorkovaci smy¢ka se promyvala a plnila vzorkem pomoci 5 ml
plastové injekeni stiikacky. Po ukonceni méteni se systém FIA promyl 50 ml destilované vody

a ethanolem rychlosti 4 ml/min. Injek¢ni stfikacka na vzorek byla promyta 0,1 mol/l H2SOs.

2.3.3. Analyza pfirodnich vod

Pro analyzu ML v realnych vzorcich byla odebrana voda z feky Chrudimky ve mé&st€ Slatinany.
Vzorek byl odebran do plastové lahve, ktera byla nejprve 3x vyplachnuta vzorkovanou vodou.
V dob¢ pred analyzou byl uchovan v lednici pii teploté 4 °C a bez ptistupu svétla. Nasledné byl
zfiltrovan pftes filtra¢ni papir. Vzhledem k tomu, ze tato voda neobsahovala studovany pesticid,
byl vzdy pfidan vhodny objem standardniho roztoku ML tak, aby byla zaji§t€éna potiebna

koncentrace. Takto upraveny vzorek byl analyzovan.

2.3.3.1 Pfima analyza vody

K vode¢ z feky Chrudimky byl pfidan standardni roztok ML tak, aby vysledna koncentrace byla
1,0x10°® mol/l. K analyze bylo pipetovano 9 ml takto upravené vody a byl pfidan 1,0 ml
zakladniho elektrolytu 0,1 mol/l H2SO4. Analyza byla provedena metodou standardniho
ptidavku, kdy byly ke vzorku pfidany vzdy 2-3 ptidavky standardniho roztoku ML o objemu
10 pl a koncentraci 1,0x107° mol/l. Analyza probihala za optimalizovanych podminek metodou
DPYV ve spojeni s BDDE a byla 5x zopakovana. Ziskané vysky piku byly vyhodnoceny po
odectu zékladniho elektrolytu. Z uvedenych méfeni byly vypoctené statistické parametry jako

prumérna koncentrace ML s intervaly spolehlivosti, vyté€znost a relativni smérodatna odchylka.

2.3.3.2 Analyza vody po zakoncentrovani

Vzhledem k nizkym koncentracim pesticidd v pfirodnich vodach bylo nutné zafadit vhodnou
koncentracni techniku. V rdmci prace byly testovany dvé metody. Prvni byla extrakce tuhou
fazi (SPE), kdy byly pouzity kolonky Chromabond Cl8ec (500 mg sorbentu, ref. 730014,

Lot.53.246), které jsou dle udaji vyrobce vhodné pro separaci nepolarnich latek z vodného
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prostedi. Tyto kolonky maji objem 6 ml a jsou naplnény 500 mg silikagelu s navazanou fazi
C18. Kolonka byla napojena na extraktor (Visiprep SPE Vacuum Manifold), ktery byl ptes
pojistnou nadobu spojen s membranovou vyveévou, kterd zajistovala v systému podtlak. Ten
byl kontrolovan manometrem a udrzovan na hodnoté 5 kPa. Zatizeni pro SPE je uvedeno na
Obrazku 14. Postup extrakce ML ze vzorku vody byl nasledujici. Kolonka byla aktivovana
promytim 10 ml acetonitrilu a nasledné 10 ml deionizované vody. Poté byl pres kolonku prosat
vzorek vody o objemu 100 ml. Koncentrace ML v modelovych vodach byla ptidavkem
standardniho roztoku analytu upravena na hodnotu 5,0x10°® mol/l. Celkem bylo k analyze
odebrano 500 ml vody a extrakce probihala s vyuzitim 5 extrakénich kolonek soucasné.
Ziskano bylo 100 ml eluatu, ktery byl nasledné odpatren do sucha na vakuové rotacni odparce
(Obrazek 15) pii teplote 45 °C a tlaku 25 kPa. Odparek byl poté rozpustén v 1 ml acetonitrilu

(zakoncentrovano 500x) a pouzit pro voltametrickou analyzu.
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Obrazek 14 Zarizeni Visiprep SPE Vakuum Manifold s kolonkami Chromabond C18ec s pojistnou

nadobou a vyvévou.

Druhy postup byl zalozen na adsorpci na aktivni uhli a nasledné eluci. Do Erlenmeyerovy baiky
k 500 ml vody s koncentraci ML 5,0x10°® mol/l bylo pfidano 0,5 g aktivniho uhli Filtrasorb
400 (velikost ¢astic v rozsahu 0,425-1,7 mm, Chemviron, Feluy, Belgie). Barika byla umisténa
na 2 hodiny do tfepacky (Obrazek 15A). Poté byla provedena filtrace, odd€lené aktivni uhli

bylo ptevedeno do batiky se 100 ml acetonitrilu a barika byla opét na 1 hodinu umisténa do
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trepaCky. Po eluci ML do acetonitrilu bylo aktivni uhli odfiltrovano. Nasledovalo odpateni

acetonitrilu do sucha na vakuové rotacni odparce a rozpusténi odparku v 1 ml acetonitrilu.

Pro voltametrickou analyzu bylo pouzito vzdy 0,5 ml zakoncentrovaného vzorku a ptidano
4,5 ml zakladniho elektrolytu (0,1 mol/l H2SO4). Analyza probihala metodou DPV v kombinaci
s klasickou BDDE za podminek uvedenych vySe. K vyhodnoceni byla pouzita metoda
standardniho ptfidavku, kdy byly pfidany vzdy miniméln¢ 2-3 pfidavky standardniho roztoku
ML o objemu 10 ul a koncentraci 1,0x10°2 mol/I.

Obrazek 15 Stolni tiepacka s umisténymi baitkami (A) a vakuova rota¢ni odparka (B).

Vsechny grafy byly vytvofeny pomoci softwaru MS Excel 2010 (Microsoft, USA). Parametry
kalibraénich pfimek a intervaly spolehlivosti byly vypo€itany pomoci programu OriginPro 9.0
(OriginLab Corporation, USA). Limit detekce (LOD) byl vypocitan jako 3x smérodatna
odchylka useku podé€lena smérnici kalibra¢ni pfimky a mez stanovitelnosti (LOQ) jako 10x

smérodatna odchylka useku podelena smérnici kalibracni ptimky.
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3. Vysledky a diskuse

3.1. Voltametrické chovani metalaxylu

Na uvod experimentalni prace byl zméten cyklicky voltamogram ML na BDDE. Tato elektroda
byla zvolena vzhledem k Sirokému potencialovému rozsahu v anodické oblasti [53]. Méfeni
probihalo v prostfedi H2SO4 o koncentraci 0,1 mol/l s nasledujicimi parametry: pocatecni
potencial (£in) —1000 mV, potencidl obratu (Lswitn) +2500 mV, rychlost polarizace (v)
+100 mV/s. Koncentrace ML byla 5,0x10> mol/l. Oxidaéni signal byl pozorovan pii potencialu
(Ep) +1900 mV, jak je videét na Obrazku 16A. Na katodické kfivce nebyl pozorovan zadny
reduk¢ni pik, coz svédCi o ireverzibilnim prubé&hu reakce. Tento zavér byl potvrzen také po
posunu Fswiteh t€sné za oxidaéni signal ML na hodnotu +2060 mV, aby bylo zabranéno

ptipadnym néslednym oxidanim reakcim.

Soucasn¢ s klasickou BDDE v tiielektrodovém usporadani byly pouzity tisténé senzory
s BDDE jako pracovni elektrodou (SP/BDDE), které byly zavedeny do praxe na naSem
pracovisti [36]. Oxida¢ni pik ML je vidét pfi potencidlu +1500 mV (Obrazek 16B), coz
predstavuje vyznamny posun k méné pozitivnim potencialim. Zaznamenany signal byl také
vys$$i nez v piipadé BDDE. Opét byl potvrzen ireverzibilni prubéh reakce, a to i pfi posunu
Eswiten na hodnotu +1600 mV. V praci [36] bylo prokazano, ze posun potencialu na SP/BDDE
je zpusoben pouzitou pseudo-referentni elektrodou. Pokud byla k systému pfipojena externi
Ag/AgCl/KCl(sat.), potencialy pikt pouzitych redoxnich markert byly stejné, jako v klasickém

trielektrodovém usporadani s BDDE.

3.1.1. Zavislost na pH

Voltametrické chovani jednotlivych latek je ovlivnéno slozenim zakladniho elektrolytu,
zejména hodnotou jeho pH. Ke studiu zavislosti voltametrického chovani ML na pH bylo
nejprve pouzito nékolik roztok H2SOs o raznych koncentracich (0,05 mol/l, 0,1 mol/l,
1,0 mol/l, 2,0 mol/l, 3,0 mol/l) pro zajiSténi kyselého prostiedi a BRB o pH 2,0-11. Méfeni na
BDDE probihalo rychlosti 100 mV/s v rozsahu potencialu =500 az +2500 mV. Byla pouzita
metoda CV a koncentrace ML v polarografické nadobce byla 5,0x107 mol/l. Z Obrazku 17A,
kde jsou zobrazeny cyklické voltamogramy ML, vyplyva, ze nejvyssi a nejlépe vyvinuty pik

byl zaznamenan v kyselém prostredi, konkrétné v 0,1 mol/l H2SO4.
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Obrazek 16 Cyklické voltamogramy ML zaznamenané BDDE (A) a SP/BDDE (B) v prostiedi
0,1 mol/l H,SO.. Parametry: Ein=-500 mV, Egyieh = 12500 mV (+2060 mV / BDDE, +1600 mV /
SP/BDDE), v = 100 mV/s, car. = 5,0x107° mol/l.
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Obrazek 17 Cyklické voltamogramy ML zaznamenané na BDDE v zavislosti na pH a slozeni

zakladniho elektrolytu. Parametry: zakladni elektrolyt: H>SO4 (0,05 mol/l, 0,1 mol/l, 1,0 mol/l,

2,0 mol/l, 3,0 mol/l) a BRB (pH 2-11) (A), HNOs, HCI, HCI10.4, H:PO4 a CH;COOH (vSechny
0,1 mol/l), En=—500 mV/s, Eswitch = +2500 mV, v =100 mV/s, cap. = 5,0x107° mol/l.
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V dal§im kroku byly porovnany cyklické voltamogramy zaznamenané v prostfedi riznych
kyselin. Vedle H2SO4 o koncentraci 0,05 mol/l a 0,1 mol/l jsou na Obrazku 17B uvedeny ktivky
ziskané v zakladnich elektrolytech tvofenych roztoky HNOs3, HC1O4, H3PO4 a CH3COOH vzdy
o koncentraci 0,1 mol/l. Ukazalo se, ze zména kyseliny nema pfili§ velky vliv na vysku ani tvar
oxida¢niho piku ML. Pro nésledujici méteni na BDDE i SP/BDDE byla jako zakladni elektrolyt

pouzivana H2SO4 o koncentraci 0,1 mol/l.

3.1.2. Zavislost na rychlosti polarizace

Vliv rychlosti polarizace na vysku a polohu anodického piku ML byl studovan rovné€z pomoci
CV, a to v prostiedi 0,1 mol/l H2SO4 v rozsahu potenciala —500 mV az +2500 mV. Rychlost
polarizace se pohybovala od 25 do 200 mV/s a zvySovala se po 25 mV/s. Koncentrace ML byla
1,0x107> mol/l. Zaznamenané voltamogramy jsou zobrazeny na Obrazku 18A. Z t&ch je patrné,
ze pik se posouva srostouci rychlosti ke kladn€j§im hodnotam potencidlu, coz odpovida
ireverzibilni reakci. Z vloZzeného Obrazku 18B je patrné, ze zavislost vysky piku (/p) na
rychlosti polarizace neni linearni a nejedna se tedy o adsorpci fizenou reakci. Naopak prubéh
zavislosti I, na v'2 se blizi linearnimu (Obrazek 18C), coz svédéi o diflizné fizené reakei. Tato
zavislost muze byt popsan rovnici (2) s pfisluSnym korela¢nim koeficientem (7). Difuz jako
fidici proces potvrzuje také hodnota smérnice logaritmické zavislosti (log(Zp) log(v)) uvedené
na Obréazku 18D a popsané rovnici (3), ktera se blizi teoretické hodnoté€ 0,5 pro difuzné fizenou

reakci.
I,[nA] = (4,80 + 0,26) v'/2[(mV/s)!/?] + (211 £ 16),7 = 0,9911 (2)
log(I,[nA]) = (0,4970 + 0,0038) log(v[mV/s]) + (1,6807 + 0,0075),r = 0,9998 (3)

Stejny experiment byl realizovan 1 v ptipadé¢ SP/BDDE, kdy byly nastaveny stejné parametry
méfeni jako pro BDDE. Koncentrace ML byla 5,0x10°° mol/l. Ziskany cyklicky voltamogram
je uveden na Obrazku 19A. Ze zavislosti I, na v (Obrazek 19B) je patrné, ze se nejednd o
linearni priibéh a reakce tedy neni fizena absorpci. Dale byla vynesena zavislost /, na v'?
(Obrazek 19C) popsana rovnici (4) s pfislusnym korela¢nim koeficientem (), kterd rovnéz
nevykazuje zcela linearni prabéh (r = 0,9930) a nelze tedy s jistotou urcit fidici d& sledované
reakce. Proto byla vynesena jeSt¢ logaritmickd zavislost log(/p) log(v) na Obrazku 19D
popsana rovnici (5) s hodnotou smeérnice (0,4999 + 0,0051), kterd odpovida teoretické hodnote
pro difuzné fizené reakce.

I,[nA] = (85,0 + 4,1) v/2[(mV/s)!/2] + (3641 + 260),7 = 0,9930 4)
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log(I,[nA]) = (0,4999 + 0,0051) log(v[mV/s]) + (29174 + 0,0101),r = 0,9997  (5)

5500 —
3 T
= [} 2
Sasoo 000 1
400 |
3500 - 700 B
O 1 1
2500 |

20 80 140 200
v [mV/s]

1500

500
A
_500 1 1 1 1
1500 1700 1900 2100 2300 2500
E [mV]
.‘E 700 % ? 3,0
E =
= 550 | ::1 25 | /.‘
a0
400 r 2 20 r
250 o 1,5
c D
100 1 1 1’0 1 1 1
0 40 80 120 1,0 15 20 25 30
(v [mV/s])*/2 log(v [mV/s])

Obrazek 18 Cyklické voltamogramy ML zaznamenané na BDDE v zavislosti na rychlosti polarizace
(A) a zavislosti 1, na v (B), I, na v!"* (C) a log(l,) na log(v) (D). Parametry: zakladni elektrolyt: H,SO4
(0,1 mol/l), Ein=-500 mV/s, Eswiten = 2500 mV, v = 25-200 mV/s, ey, = 1,0x10° mol/l.
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Obrazek 19 Cyklické voltamogramy ML zaznamenané na SP/BDDE v zavislosti na rychlosti
polarizace (A) a zavislosti 1, na v (B), I, na v"? (C) a log(Z,) na log(v) (D). Parametry: zakladni
elektrolyt H>SO4 (0,1 mol/l), Ein=-500 mV/s, Esith = +2500 mV, v = 25-200 mV/s, cvn, =
5,0x107 mol/l.

3.2. Vyvoj voltametrické metody stanoveni metalaxylu

Pro vyvoj metody stanoveni ML byly misto CV, kterd se vyuzivd zejména pro studium
voltametrického chovani latek, testovany DPV a SWV. Jedna se o pulzni techniky, které
umoziuji obvykle stanoveni mnohem niz§ich koncentraci analyzovanych latek. Nejprve byly
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optimalizovany parametry obou metod a na zédkladé zméfenych koncentracnich zavislosti pak
byla vybrana metoda, ktera byla dale vyuzivana pro stanoveni ML v modelovych a praktickych

vzorcich.

3.2.1. Optimalizace parametrti DPV

Pro DPV probihaly optimalizacni experimenty v prostiedi 0,1 mol/l H2SO4 a koncentrace ML
byla 2,0x107> mol/l pro BDDE i SP/BDDE. Studovan byl vliv nasledujicich parametrii: rychlost
polarizace (v), vySka pulzu (4, amplituda) a Sitka pulzu (7, doba trvani pulzu). Ziskané
voltametrické kiivky vcetné odpovidajicich zavislosti 7, na pfisluSnych parametrech jsou

uvedeny na Obrazcich 20 (BDDE) a 21 (SP/BDDE).
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Obrazek 20 DP voltamogramy ML ziskané¢ na BDDE v zavislosti na rychlosti polarizace s
odpovidajici zavislosti 7, na v (A); na vysce pulzu se zavislosti 7, na 4 (B); a na §ifce pulzu se
zavislosti 7, na 1 (C). Parametry: zakladni elektrolyt H.SO4 (0,1 mol/l), Ein = +1000 mV, Epsn =

+2200 mV, v=10-100 mV/s (A) a40 mV/s (B, C), 4 =50mV (A, C) a 10-100 mV (B), r =50 ms (A,
B) a 10-100 ms (C), e = 2,0x10 mol/1.
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Obrazek 21 DP voltamogramy ML ziskané na SP/BDDE v zavislosti na rychlosti polarizace s

odpovidajici zavislosti 7, na v (A); na vysce pulzu se zavislosti 7, na 4 (B); a na §ifce pulzu se

zavislosti 7, na f (C). Parametry: zakladni elektrolyt H.SO4 (0,1 mol/l), Ein = +500 mV, Epn =
+2000 mV, v=10-100mV/s (A) a40 mV/s (B, C), 4 =50mV (A, C) a 10-100 mV (B), r =50 ms (A,

B) a 10-80 ms (C), ene. = 2,010 mol/l.

Vsechny experimenty probihaly tak, ze byl jeden parametr ménén ve zvoleném rozsahu a dalsi

byly udrzovany konstantni. Jako prvni byla vzdy optimalizovana rychlost polarizace, ktera se

meénila v rozmezi od 10 do 100 mV/s (4 =50 mV, =50 ms). Z vlozenych Obrazkii 20A a 21A

je vidét, ze vyska piku s rostouci rychlosti rostla, ale pfi ur¢itych hodnotach se narast proudové

odezvy zpomalil. Jako optimalni byla pro oba senzory vybrana rychlost polarizace 40 mV/s,

kterd predstavovala kompromis mezi vyskou piku a jeho tvarem, resp., vyhodnotitelnosti.

Dalsimi optimalizovanymi parametry byly amplituda, kterd se ménila v rozsahu od 10 do

100 mV (v =40 mV/s, = 50 ms, Obrazek 20B a 21B), a sitka pulzu rostouci od 10 do 100 ms
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v ptipadé BDDE (Obrazek 20C) a do 80 ms pro SP/BDDE (Obrazek 21C). Vysledné parametry

DPYV zvolené pro oba senzory jsou shrnuté v Tabulce 3.

Tabulka 3 Optimalizované parametry DPV a SWV pro stanoveni ML s vyuzitim BDDE i SP/BDDE.

DPV Elektroda v [mV/s] A [mV] {* [ms]
BDDE 40 50 10
SP/BDDE 40 50 10

SWV Elektroda v [mV/s] A [mV] f[Hz]
BDDE 40 30 30
SP/BDDE 50 30 30

* 10 ms piedstavuje dobu trvani pulzu pfed vzorkovanim proudu, které trva dalSich 20 ms.

3.2.2. Optimalizace parametrii SWV

Druhou metodou, jejiz parametry byly optimalizovany pro stanoveni ML, byla SWV. V tomto
ptipad¢ se jednalo o rychlost polarizace, amplitudu a frekvenci (f). Koncentrace analytu byla
opét 2,0x107° mol/l pro BDDE i SP/BDDE a méfeni probihala v prostiedi 0,1 mol/l H2SOa.
Vysledné SW voltamogramy s vlozenymi odpovidajicimi zavislostmi jsou uvedeny na
Obrazcich 22 (BDDE) a 23 (SP/BDDE). Prvnim testovanym parametrem byla rychlost
polarizace, ktera byla mé&€néna v rozsahu 10-100 mV/s pfi konstantnich dal§ich parametrech
(A =50 mV, f= 50 Hz). Z voltamogramil na Obrazku 22A a 23A je patrné, ze dochazelo
k vyznamnému narastu proudové odezvy s rostouci rychlosti. Pro nasledujici méfeni byla
pouzita hodnota rychlosti polarizace 40 mV/s pro BDDE a 50 mV/s pro SP/BDDE. Druhym
zkouSenym parametrem byla amplituda v rozsahu 10 az 100 mV. Na Obrazcich 22B a 23B jsou
uvedeny SW voltamogramy a vlozené zavislosti /, na A. S rostouci amplitudou rostla vyska
piku pfiblizn€ do 50 mV, soucasné ale dochazelo k deformaci a rozsifovani pikt s posunem
maxima k méné pozitivnim hodnotam potencialu. Pro ob¢€ uspotadani byla vybrana amplituda
30 mV. Frekvence byla ménéna po 5 Hz a testovana v rozsahu 5 az 50 Hz. Naméfené SW
voltamogramy jsou zobrazeny na Obrazcich 22C a 23C. Bylo zjisté€no, Ze frekvence nema pfili§
velky vliv na /p, ale pfi vy§8ich hodnotach dochazi zejména u SP/BDDE k deformaci tvaru piku.
Proto byla pro dals§i méfeni vybrana pro oba senzory hodnota 30 Hz. Optimalizované parametry

jsou shrnuty v Tabulce 3.
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Obrazek 22 SW voltamogramy ML ziskané na BDDE v zavislosti na v s odpovidajici zavislosti /, na
v (A); na 4 se zavislosti I, na A (B); na f'se zavislosti 7, na f (C). Parametry: zakladni elektrolyt H>SO4
(0,1 mol/l), i =+1000 mV, Enn = 42200 mV, v = 10-100 mV/s (A) a 40 mV/s (B, C), 4 =50 mV
(A), 10-100 mV (B) a30 mV (C), /=50 Hz (A, B) a 5-50 Hz (C), cx = 2,010 mol/l.

3.2.3. Porovnani DPV a SWV

Po optimalizaci podminek obou testovanych metod néasledovala méteni zavislosti vysky piku
na koncentraci ML (10-40 mol/l) v prostiedi 0,1 mol/ H2SO4 s vyuzitim DPV 1 SWV na BDDE
1 SP/BDDE, kdy byly pouzity parametry uvedené v Tabulce 3. Na Obrazku 24 jsou uvedeny
ziskané voltamogramy pro BDDE (A) i SP/BDDE (B) i s vloZzenymi zavislostmi /, na c. Je
zieymé, ze DPV poskytovala vétsi proudové odezvy, které byly posunuty k méné pozitivnim
potencialim oproti SWV. V Tabulce 4 jsou shrnuty parametry rovnic popisujicich zméfené
zavislosti, z nichz vyplyva, ze jak pro BDDE, a tak pro SP/BDDE byly dosazeny vy§si hodnoty

smeérnice v piipadé vyuziti DPV. Tato metoda byla vybrana jako vhodné&jsi pro stanoveni ML.
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Obrazek 23 SW voltamogramy ML ziskané na SP/BDDE v zavislosti na v s odpovidajici zavislosti Z,
na v (A); na 4 se zavislosti I, na 4 (B); na f se zavislosti 7, na f (C). Parametry: zakladni elektrolyt
H,S04 (0,1 mol/l), Ein = +500 mV, Esn = +2200 mV, v=10-100mV/s (A) a40 mV/s (B, C), 4 =

50 mV (A), 10-100 mV (B) a30 mV (C), /=50 Hz (A, B) a 5-50 Hz (C), cxe = 2,010 mol/1.

Tabulka 4 Parametry zavislosti 7, na enn, ziskané s vyuzitim DPV a SWV na BDDE a SP/BDDE

Elektroda Metoda  Smérnice [nA L/umol] Usek [nA] r

BDDE DPV (51,9+2.,3) (177+62) 0,9981
SWV (41,5+1,5) (64+42) 0,9987

SP/BDDE DPV (80,3+2,2) (587+59) 0,9993
SWV (63,313,9) (224+106) 0,9962
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Obrazek 24 DP a SW voltamogramy ML zaznamenané na BDDE (A) a na SP/BDDE (B) v zavislosti
na koncentraci ML a odpovidajici zavislosti /, na c. Parametry: zakladni elektrolyt H>SO4 (0,1 mol/l),
Ein=+1000 mV (A) a +500 mV (B), Esn = +2200 mV, SWV:v=40mV/s, 4 =30 mV, /=25 Hz,

DPV:v=40mV/s,A=50mV, =10 ms, cxg. = 10-40 pmol/l.
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3.2.4. Preduaprava povrchu pracovni elektrody

Elektrochemické vlastnosti BDDE mohou byt ovlivnény procesem predupravy jejiho povrchu,
kterd se provadi zejména za ucelem zvySeni citlivosti pro studovany analyt. V této praci byly
testovany Ctyfi razné predupravy jako je anodicka preduprava za vzniku O-terminovaného
povrchu (£=+2200 mV, =300 s), katodicka pteduprava za vzniku H-terminovaného povrchu
(E=-1000 mV, # = 300 s), cyklovani (20 cyklicky voltamogramu, Fin = +1000 mV, Fswitch =
+2200 mV, Efn = 2200 mV) a mechanické lesténi pomoci aluminy. Nasledn¢ byl studovan
jejich vliv na anodicky signal ML. Nejprve byla zatfazena konkrétni Gprava povrchu a nasledné
zm&fen pik ML o koncentraci 2,0x10° mol/l. Méfeni probihalo metodou DPV s
diive optimalizovanymi parametry a bylo 11x opakovano. Ziskané voltamogramy (pro kazdou
proceduru vzdy 1., 5. a 11 sken) jsou zobrazeny na Obrazku 25. Ve vlozeném grafu jsou

uvedeny prumérné vysky piku pro jednotlivé procedury spolu se smérodatnymi odchylkami.
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Obrazek 25 DP voltamogramy ML (1., 5. a 11. sken) zaznamenané na BDDE v zavislosti na
jednotlivych postupech predipravy (A) s odpovidajici zavislosti I, na procesu predupravy (B).
Parametry: zakladni elektrolyt H,SO4 (0,1 mol/l), Ein = +1000 mV, Enn = +2200 mV, v =40 mV/s, 4 =
50 ms, =10 ms, exr = 2,0x107° mol/l.
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V ptipadé cyklovani a anodické ptedupravy byly ziskany velmi dobfe opakovatelné signaly
(RSD <2 %). Nejvyssi proudova odezva pak byla zaznamenana po cyklovani. V piipadé lesténi
a katodické predupravy byl vysledny pik srovnatelny s anodickou, ale opakovatelnost byla
horsi, protoze trvalo ne€kolik meéteni, nez doslo k ustaleni odezvy. V piipade lesténi nebylo
mozné prvni méfeni vyhodnotit vibec a vysledky jsou pocitany z2.-11. kiivky. Pro dalsi
meéteni byl zvolen postup aktivace/ptedupravy povrchu BDDE pomoci cyklovani. Povrch
elektrody pro nasledujici méfeni byl O-terminovany vzhledem ke kladné hodnoté Ffin.
V piipadé SP/BDDE byla pfevzata tato procedura, ale bylo vzdy aplikovano jen 10 cykla

potiebnych pro ustaleni odezvy senzoru.

3.3. Analyza modelovych roztoki metalaxylu

Navrzena metoda byla aplikovana pfi analyze modelovych roztokit ML. Nejprve byl zjisfovan
vyuzitelny koncentracni rozsah (LDR) metody stanoveni fungicidu pro oba typy senzort.. Byla
proméfena cela fada zavislosti v ruznych rozsazich koncentraci analytu. Pfiklad DP
voltamogrami jedné koncentra¢ni zavislosti (2,5x107%-1,5%107> mol/l) zaznamenané na BDDE
je uveden na Obrazku 26 i s vlozenou odpovidajici zavislosti /p na c. Z té je patrné, ze vyska
piku s koncentraci roste linearné. Zavislost popisuje rovnice (6), z niz byly vypocteny
parametry LOD a LOQ, které jsou uvedeny v Tabulce 5. Ze vSech prométenych zavislosti
vyplyva, ze navrzend metoda svyuzitim BDDE umoziiuje stanoveni ML v Sirokém

koncentra¢nim rozsahu.

I,[nA] = (237,9  2,9) ¢ [umol/I] + (—3,2 + 1,3),r = 0,9999 (6)

Tabulka 5 Shrnuti statistickych parametra pro stanoveni ML s vyuzitim BDDE i SP/BDDE

Elektroda Elektrolyt LOD [mol/l] LOQ [mol/1] LDR" [mol/I]
BDDE 0,1 mol/l H2SO4 1,6x10°% 5,5x10°% 2,5x1078-4,0x107
SP/BDDE 0,1 mol/l H2SO4 3,5x1077 1,2x10°° 5,0x1077-4,0x107
BRB (pH 9) 7,7x1077 2,6x107° 5,0x107-6,1x107

* Experimentalné zjisténé hodnoty vyplyvajici ze zmé&fenych koncentraénich zavislosti

Mefteni koncentranich zavislosti v modelovych roztocich analytu probehlo 1 s vyuzitim
SP/BDDE. Piiklad DP voltamogramii ML v koncentraénim rozsahu 1,0x10°-1,5x107 mol/l
zaznamenanych na SP/BDDE v prostiedi 0,1 mol/l H2SO4 pii optimalizovanych podminkéach

52



je uveden na Obrazku 27A, a to v¢etné vlozené zavislosti /p na ¢, kterou popisuje rovnice (7).
Ukazalo se, ze s pouzitim tisténého senzoru neni mozné za danych podminek analyzovat tak
nizké koncentrace, jako v piipad¢ klasické BDDE. Vypoctené hodnoty LOD a LOQ jsou opét

uvedeny v Tabulce 5 a jsou podstatné vyssi nez pro BDDE.
I,[nA] = (78,9 + 1,0) ¢ [umol/1] + (103,6 £ 9,2),r = 0,9992 (7)

Vzhledem k tomu, ze vliv pH na voltametricky signal ML byl v Givodu prace sledovan pouze
s vyuzitim BDDE a vysledky byly aplikovany i pro SP/BDDE, byla v této fazi prace prométena
zkracena studie 1 pro SP/BDDE. Bylo zjisténo, ze v Sirokém rozsahu pH se vyska ani tvar piku
ML piili§ neméni. Proto byly méfeny také koncentratni zéavislosti v prostiedi BRB o pH 9.
Ukézka ziskanych kfivek v rozsahu koncentraci ML 5,0x1077 — 6,1x107° mol/l je uvedena na
obrazku 27B. Z vlozené zévislosti je zfejmé, ze vysSka piku rostla linearné s koncentraci
(rovnice (8)), vyuzitelny koncentracni rozsah byl Sirsi, ale ke zlepSeni hodnot LOD a LOQ

v alkalickém prosttedi nedoslo.

I,[nA] = (77,4 £+ 2,2) ¢ [umol/1] + (52 £ 20),r = 0,9989 (8)
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Obrazek 26 DP voltamogramy zaznamenané na BDDE v zavislosti na koncentraci ML s odpovidajici
zavislosti 7, na c. Parametry: zakladni elektrolyt H>SO4 (0,1 mol/l), Fin = +1000 mV, Eg = +2200 mV,
v=40mV/s, A =50ms, =10 ms, corg. = 2,5x107%-1,5x107° mol/l; kiivky po odeétu elektrolytu.
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Obrazek 27 DP voltamogramy zaznamenané na SP/BDDE v zavislosti na koncentraci ML v prostiedi
0,1 mol/l H:SO4 (A) a BRB (pH 9) (B) s odpovidajicimi zavislostmi /, na ¢. Parametry: Ein =
+500 mV, Eg, = +2200 mV, v=40mV/s, A = 50 ms, = 10 ms, oy, = 1,0x1076-1,5x10 mol/l (A) a
5,0x107-6,1x10° mol/l (B); kiivky po odeétu zdkladniho elektrolytu.
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Nejlepsich vysledka bylo dosazeno s pouzitim BDDE v klasickém tfielektrodovém usporadani
elektrochemického ¢lanku. Proto se tato elektroda jevila jako vhodnéjsi alternativa pro analyzu
realnych vzorkt. Tento pfedpoklad byl nejprve ovéfen pii opakovaném stanoveni obsahu ML
v modelovych roztocich. Byly vybrany dvé rizné koncentrace analytu 1,0x107 a
1,010~ mol/l a obsah ML byl vyhodnocovan metodou standardniho piidavku, kdy k 10 ml
vzorku v polarografické nadobce byly pfidany tifi pridavky standardniho roztoku ML o
koncentraci 1,0x1073 mol/l. Stanoveni bylo vzdy 5x zopakovano a byla vypoétena primérna
stanovend koncentrace s odpovidajicim intervalem spolehlivosti, vytéznost a relativni
smérodatna odchylka opakovaného stanoveni (RSD). Na Obrazcich 28 a 29 jsou uvedeny
ptiklady DP voltamogramt ziskanych pfi analyze modelovych roztokli pro obé testované
koncentrace analytu vetné vlozeného grafického vyhodnoceni metody standardniho pfidavku.
Z vysledkt shrnutych v Tabulce 6 vyplyva, ze vyvinuta metoda poskytuje spravné a velmi

dobte opakovatelné vysledky.
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Obrazek 28 DP voltamogramy analyzy modelového roztoku ML (1,0x107 mol/l) zaznamenané na
BDDE (A) a grafické vyhodnoceni metody standardniho piidavku (B). Parametry: zakladni elektrolyt
H:S04 (0,1 mol/l), Ein = +1000 mV, Es, = 2200 mV, v =40 mV/s, A = 50 ms, = 10 ms; vzorck: V' =
10 ml, standardni pfidavek: V' =10 pl, exa. = 1,0x10*mol/l; kfivky po ode¢tu zakladniho elektrolytu.
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Obrazek 29 DP voltamogramy analyzy modelového roztoku ML (1,0x10°mol/l) zaznamenané na
BDDE (A) a grafické vyhodnoceni metody standardniho piidavku (B). Parametry: zakladni elektrolyt
H:S04 (0,1 mol/l), Ein = +1000 mV, Es, = 2200 mV, v =40 mV/s, A = 50 ms, = 10 ms; vzorck: V' =
10 ml, standardni pfidavek: V"= 10 pl, exe. = 1,0x107° mol/l; kiivky po odeétu zakladniho elektrolytu.

Tabulka 6 Vysledky opakovaného stanoveni ML v modelovych roztocich s vyuzitim DPV v kombinaci
s BDDE a SP/BDDE

Elektroda  Koncentrace [mol/l] Stanoveno [mol/1] Vytéznost [%o] RSD [%]

BDDE 1,0x1077 (0,102+0,005)x1077 93,2-107 4,99
1,0x107°° (0,994+0,034)x10°¢ 93,4-104 3,40
SP/BDDE 1,0x10°° (0,997+0,045)x107¢ 94,4-107 4,50

Metoda vyuzivajici SP/BDDE byla aplikovéana pouze pro analyzu modelového roztoku o vyssi
koncentraci ML. Piiklad analyzy je uveden na Obrazku 30 a vysledky jsou opét shrnuty
v Tabulce 6. Je zfejmé, ze tiSte€ny senzor umoziuje dosazeni spravnych a dobte opakovatelnych
vysledku, ale nelze jej pouzit pii analyze nizsich koncentraci. Proto byla v nasledujici kapitole

pii analyze vzorku ptirodnich vod pouzita pouze metoda s klasickou BDDE.
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Obrazek 30 DP voltamogramy analyzy modelového roztoku ML (1,0x10°mol/l) zaznamenané na
SP/BDDE (A) a grafické vyhodnoceni metody standardniho pridavku (B). Parametry: Fin =+500 mV,
L =+2200mV, v =40 mV/s, 4 = 50 ms, r = 10 ms, vzorek: J'= 10 ml, standardni pfidavek: }'=
10 pl, eve = 1,010 mol/1; kifivky po odeétu zakladniho elektrolytu.

3.4. Analyza vzorku pfirodnich vod

3.4.1. Pfima analyza fi¢ni vody
Jako reédlny vzorek byla analyzovana voda z feky Chrudimky, ktera byla odebrana do 3x
vyplachnuté plastové lahve a uchovavana v lednici pii 4 °C bez pfistupu svétla. Vzhledem
k tomu, Ze tato voda neobsahovala studovany analyt, byl pfidan vhodny objem standardniho
roztoku ML tak, aby jeho koncentrace byla 1,0x10°mol/l. V takto upravené vodé byl stanoven
obsah pesticidu s vyuzitim vyvinuté voltametrické metody s BDDE. Stejné jako v pfipade
modelovych roztoka byla pouzita metoda standardniho pfidavku a analyza byla 5x zopakovana.
Priklad voltamogramt spolu s grafickym vyhodnocenim je na Obrazku 31. Z vysledka
shrnutych v Tabulce 7 vyplyva, ze byla stanovena spravna koncentrace ML a vysledky byly
velmi dobfe opakovatelné (RSD < 5,0 %). Na druhou stranu se ukézalo, ze v prostiedi ficni
vody nelze analyzovat srovnateln€ nizké koncentrace, jako tomu bylo v modelovych roztocich.
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Obrazek 31 DP voltamogramy analyzy piirodni vody s pfidavkem standardniho roztoku ML
(1,0x107° mol/l) zaznamenané na BDDE (A) a grafické vyhodnoceni metody standardniho pfidavku
(B). Parametry: zakladni elektrolyt H>SO4 (0,1 mol/l), Ein = +1000 mV, Exn = 42200 mV, v=40 mV/s,
A =50ms, 1 =10 ms; vzorek: V=10 ml (9 ml modelovy roztok + 1 ml elektrolyt), standardni
pfidavek: V=10 pl, ene. = 1,010 mol/l; kfivky po odeétu zékladniho elektrolytu.

Tabulka 7 Vysledky opakované¢ho stanoveni ML v pfirodni vod¢ obohacené piidavkem standardniho
roztoku ML s vyuzitim DPV v kombinaci s BDDE

Elektroda  Koncentrace [mol/l] Stanoveno [mol/1] Vytéznost [%o] RSD [%]
BDDE 1,0x10° (1,026+0,048)x10°° 96,7-106,3 4,64

3.4.2. Analyza fi¢ni vody po zakoncentrovani

Koncentrace ML stanovitelna ve vzorku fi¢ni vody bez jakékoli upravy je pfili§ vysoka na to,

aby mohla byt metoda pouzivana v praxi pii analyze ptirodnich vod. Vyhlaska ¢. 252/2004 Sb.

[78], kterou se stanovi hygienické pozadavky na pitnou a teplou vodu a Cetnost a rozsah

kontroly pitné vody, udava jako mezni hodnotu pro obsah pesticidu v pitnych vodach 0,1 ug/l.

Situace je ale jina v piipadé pfirodnich vod zejména v souvislosti s aplikaci pesticidi na vétsi
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zemedelské plochy. V takovém piipad€ mohou byt nalezeny koncentrace v fadu jednotek az
stovek pg/l (10 pg/l ~ 3,610 mol/l) [79, 80]. Aby mohly byt tyto koncentrace stanoveny

s vyuzitim vyvinuté metody, bylo tfeba zaradit vhodnou metodu pro zakoncentrovéani vzorku.

Vramci predbéznych studii byly testovany dva postupy zakoncentrovani vzorku, jejichz
provedeni je popsano v experimentalni ¢asti. Prvni postup (I) byl zalozen na adsorpci ML
na aktivni uhli s naslednou eluci acetonitrilem. Vzorek byl odpaten do sucha pomoci vakuové
rotaCni odparky a opét rozpustén v malém objemu acetonitrilu. Takto upraveny vzorek byl poté
analyzovan voltametricky a byl stanoven obsah ML. V druhém postupu (II) byla vyuzita
extrakce tuhou fazi (SPE), kdy byly pouzity kolonky obsahujici S00 mg sorbentu, které byly
napojeny na extraktor s vyveévou zajistujici podtlak. Pfes aktivovanou kolonku byl prokapan
vzorek vody a zachyceny ML byl eluovan acetonitrilem, ktery byl nasledn€ odpaten ve vakuové

rotaCni odparce do sucha. Odparek byl rozpustén v acetonitrilu a pouzit k analyze.

Uvedené postupy zakoncentrovani byly testovany na modelovych roztocich destilované vody
o koncentraci ML 5,0x107® mol/l. Pro analyzu bylo pouzito vzdy 500 ml vody a vysledny objem
po zakoncentrovani byl 1,0 ml. K analyze bylo odebrano vzdy 0,5 ml a doplnéno zakladnim
elektrolytem na objem 5,0 ml. Na obrazku 32 jsou uvedeny DP voltamogramy zaznamenané
béhem analyzy vzorkt metodou standardniho piidavku i s grafickym vyhodnocenim. Hodnoty
vypoctenych koncentraci jsou uvedeny v Tabulce 8. Ukazalo se, Ze oba postupy jsou vhodné a
umoziuji dosazeni velmi dobré vytéznosti (cca 93 %). V dal§im kroku byla analyzovana fi¢ni
voda obohacena pridavkem roztoku ML opét na koncentraci 5,0x10° mol/l. Pro
zakoncentrovani byl pouzit postup I s aktivnim uhlim a k analyze bylo odebrano 500 ml vzorku.
Postup byl shodny s vySe popsanym pro modelové roztoky. Zaznam analyzy je uveden na
obrazku 33 a vysledky v Tabulce 8. Bylo potvrzeno, Ze navrzeny postup zakoncentrovani

vzorku mize byt ispésné aplikovan i pii analyze realnych vzorku (vyté€znost 92 %).

Tabulka 8 Vysledky stanoveni ML (5,0x10® mol/l) v modelovych vzorcich a Fi¢ni vodé po

zakoncentrovani vzorku.

Typ vzorku Postup Stanoveno [mol/1] Vytéznost [%o]
Modelovy roztok I 4,69x10° 93,7
I 4,66x1078 93,2
Ri¢ni voda I 4,59x10°8 91,8
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Obriazek 32 DP voltamogramy analyzy modelového vzorku obsahujiciho ML (5,0x10-* mol/l) po
zakoncentrovani postupem I (A) a Il (B) zaznamenané na BDDE s grafickym vyhodnocenim.
Parametry: zakladni elektrolyt H,SO4 (0,1 mol/l), Ein = +1000 mV, Enn =+2200 mV, v=40 mV/s, 4 =
50 ms, = 10 ms; vzorek: V'=15,0 ml (0,5 ml vzorek + 4,5 ml elektrolyt), standardni pridavek: V' =
10 pl, eve = 1,0x10 mol/1.
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Obrazek 33 DP voltamogramy analyzy fiéni vody obsahujici ML (5,0x10® mol/l) po zakoncentrovani

postupem I zaznamenané na BDDE s grafickym vyhodnocenim. Parametry: zakladni elektrolyt H.SO4

(0,1 mol/l), Ein = +1000 mV, Exn =+2200 mV, v =40 mV/s, 4 =50 ms, £ = 10 ms; vzorek: }'=5,0ml
(0,5 ml vzorek + 4,5 ml elektrolyt), standardni pfidavek: V= 10 pl, ene, = 1,0x107° mol/l.

Zaveérem této kapitoly je mozné fict, ze oba testované postupy zakoncentrovani vzorku funguji
s velice dobrou vytéznosti. Bylo rovnéz potvrzeno, Ze je lze aplikovat i1 v ptipade ptirodnich
vod. Dalsi snizeni detekovatelnych koncentraci je mozné napf. pfi zpracovani vetsich objemu
vzorkl. V ramci této diplomové prace jiz nebylo mozné z Casovych divodi optimalizovat
podminky koncentra¢nich technik ani provést dostate¢né mnozstvi analyz, aby bylo mozné
dopocitat potfebné statistické parametry. Tyto experimenty budou predmétem dalSich studii.
Jiz nyni v8ak lze fici, Ze s vyuZitim navrzenych postuptl 1ze stanovit koncentrace ML, které se

realné¢ mohou vyskytovat v ptirodnich vodach v oblastech, kde se ve vét§i mife tento pesticid

aplikuje.

3.5. FIA s elektrochemickou detekci pro stanoveni metalaxylu

V soucasné dobé je jednim z trendl v elektroanalytické chemii zapojeni elektrochemickych

detektort (ED) do prutokovych systému. Muze se jednat o propojeni se separa¢nimi technikami
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nebo s prutokovou injek¢ni analyzou (FIA, flow injection analysis). Tady se jevi jako velmi
vyhodné vyuziti tiSténych senzorGi s miniaturizovanym elektrochemickym ¢lankem, které
mohou byt velmi dobfe implementovany do pratoc¢né cely. Proto byla i v ramci této diplomové
prace testovana moznost stanoveni ML s vyuzitim FIA-ED. Uspotadani pouzitého prato¢ného

systému je podrobné popsano v experimentalni Casti.

Jako u kazd¢ analytické metody bylo potieba nejprve optimalizovat parametry. V ptipadé FIA-
ED se jednalo o potencial oxidace analytu (£), pratok mobilni faze (Fm) a objem davkovaného
vzorku (Vinj). Stejn€ jako pti klasické voltametrii byla jako elektrolyt, resp. mobilni faze,
pouzita H2SO4 o koncentraci 0,1 mol/l. Prvnim optimalizovanym parametrem byl potencial
detekce, ktery se vzhledem k potencidlu oxidace ML na SP/BDDE me¢nil v rozmezi od 1,3 do
2,1 V anavysoval se po 0,1 V. Ostatni parametry byly udrzovany na konstantni hodnoté (Fm =
1 ml/min, Vinj = 50 pl). Méfeni pii daném potencialu bylo vzdy tfikrat opakovano. Koncentrace
ML byla 2,0x107° mol/l. Ziskany zaznam z FIA-ED je uveden na Obrazku 34A. Vlozeny
Obrazek 34B znazoriuje zavislost vysky piku na potencialu detekce véetné chybovych usecek.
Z n¢ho je patrné, ze s rostouci hodnotou potencidlu se vyznamné zvysuje vySka piku. Soucasne
se ale od hodnoty 1,9 V zhorSuje pozadi a deformuje se tvar pikd, coz vede k vyznamnému
zhorSeni opakovatelnosti signalu. Jako vhodny pro detekci ML se jevi potencial 1,8 V. Tato
volba byla ovétena pii podrobnéjsi studii v rozsahu potencialt 1,74-1,86 V (Obrazek 34C, D).
Ukazalo se, ze i vtomto rozsahu vyska piku roste s rostoucim potencidlem a pii vy$Sich
hodnotach se zhorsuje opakovatelnost. Proto byl vybran potencial detekce pro ML 1,8 V pro

vSechny nésledujici analyzy.

Druhym optimalizovanym parametrem byla rychlost prutoku mobilni faze (Fu), jejiz vliv se
testoval v rozsahu od 0,5 do 4 ml/min (£= 1,8 V, Viy = 50 ul). Vysledné piky jsou zaznamenané
na Obrazku 35. Kazdé méteni bylo opét tiikrat opakovano, ale pro lepsi grafické znazornéni je
uveden jeden pik pro kazdou hodnotu prutoku. Je vidét, Zze vyska piku rostla s rostoucim F
v celém testovaném rozsahu a soucasné dochazelo k jeho zuzovani. Pro nasledujici méfeni byl
vybran pratok mobilni faze s hodnotou 1,5 ml/min, a to zejména s ohledem na spotiebu

zakladniho elektrolytu, ktera by pii vysS§ich hodnotach /i byla piili§ velka.
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Obrazek 34 Casovy pribéh proudu zaznamenany pomoci FIA-ED s SP/BDDE v zavislosti na
potencialu detekce (A, C) s odpovidajicimi zavislostmi 7, na £ (B, D). Parametry: zakladni elektrolyt
0,1 mol/l H>S04, E=1,3-2,1 V (A, B)a 1,74-1,86 V (C, D), Fin=1 ml/min, Vi,; = 50 pl, one. =
2,0x107> mol/l.
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Obrazek 35 Casovy pribéh proudu zaznamenany pomoci FIA-ED s SP/BDDE v zavislosti na pritoku
mobilni faze (A) s odpovidajici zavislosti 7, na I, (B). Parametry: zakladni elektrolyt 0,1 mol/l H>SOs,
E=18V, F,=0,5-4 ml/min, Vi, = 50 pl, ene = 2,010 mol/l.

Poslednim optimalizovanym parametrem byl objem davkovaného vzorku (Vinj). S ohledem na
davkovaci smycky, které byly v laboratofi k dispozici, byly testovany objemy nastiiku 5, 25,
50a75 pl (£=1,8V, Fin=1,5 ml/min). Ziskané FIA-ED zaznamy jsou zobrazeny na Obrazku
36A. Je ziejmé, Ze s objemem injekce dochazelo k naristu proudové odezvy (Obrazek 36B).
Jako nejvhodnéjsi objem vzhledem k tvaru a vysce piku bylo pro dalsi experimenty zvoleno
50 ul. Na zaveér této Casti tedy lze shrnout pouzivané podminky pro FIA-ED jako nasledujici:
zakladni elektrolyt: 0,1 mol/l H2SO4, £=1,8 V, Fin= 1,5 ml/min, Viyj = 50 ul. Opakovatelnost
méfeni s vyuzitim navrzené metody byla ovéfena zmeéfenim 10 piki ML pro koncentraci
2,0x107° mol/l. Na Obrazku 37 je uveden zdznam méfeni, z néhoz vyplyva, ze vyska piku je

velmi dobte opakovatelna (/, = 1814137 nA, RSD = 2,05 %).
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Obrazek 36 Casovy pribéh proudu zaznamenany pomoci FIA-ED s SP/BDDE v zavislosti na objemu
davkovaného vzorku (A) s odpovidajici zavislosti 7, na Viy (B). Parametry: zakladni elektrolyt
0,1 mol/l HoSO4, E=1,8V, Fry= 1,5 ml/min, Vi, =5, 25,50 a2 75 pl, eve. = 2,010 mol/1.
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Obriazek 37 Casovy pribsh proudu zaznamenany pomoci FIA-ED s SP/BDDE pii opakovaném
mé&feni ML o koncentraci 2,010~ mol/l (A). Parametry: zakladni elektrolyt 0,1 mol/l H.SO4, E=
1,8 V, Fin= 1,5 ml/min, Viyj = 50 pl.

65



Metoda FIA-ED vyuzivajici SP/BDDE jako elektrochemicky senzor byla pouzita pro méfeni
fady koncentra¢nich zavislosti. Na Obrazku 38 je uveden piiklad v rozsahu koncentraci ML
1,0x107%-1,0x10°> mol/l. Z vlozené zavislosti I, na ¢ (rovnice (9)) je vidét, ze vyska piku roste
s koncentraci linearng. Vypo¢itané hodnoty LOD, resp. LOQ jsou 1,8x107, resp.
6,1x10"mol/l a jsou o n&co niz§i v porovnani s klasickou DPV vyuzivajici SP/BDDE
popsanou v piedchozich kapitolach. Vyhodou metody muze byt Siroky rozsah koncentraci
(1,0x10°%-1,0x10* mol/1), ve kterém roste vyska piku linearn& (Obrazek 39). Na zaveér prace

tedy bylo ovéreno, ze pro stanoveni ML lze vyuzit i amperometrickou detekci v pratokovych

systémech.
I,[nA] = (101,65 + 1,076) ¢ [umol/I] + (- 34,019 £ 6,25),r = 0,9999 (9)
2500 —0
< <
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Obrazek 38 Casovy pribsh proudu zaznamenany pomoci FIA-ED s SP/BDDE v zavislosti na
koncentraci ML (A) a zavislost 7, na evn. (B). Parametry: zakladni elektrolyt 0,1 mol/l H.SQu, £ =
1,8 V, Frn= 1,5 ml/min, Vinj = 50 pl, ene = 1,0x107°-1,0x10° mol/l.
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Obrazek 38 Zavislost /, na e, ziskana s vyuzitim FIA-ED s SP/BDDE. Parametry: zakladni
elektrolyt 0,1 mol/l H;SO4, E= 1,8 V, Fiy= 1,5 ml/min, Vi, = 50 pl, cve = 1,0x1075-1,0x10*mol/l.
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Zaveér

Cilem diplomové prace bylo studium voltametrického chovani metalaxylu a vyvoj jednoduché
a rychlé metody pro jeho stanoveni s vyuzitim borem dopované diamantové elektrody a
tisténého senzoru s chemicky deponovanou borem dopovanou diamantovou elektrodou.
V neposledni fadé bylo cilem rovnéz ovéfeni moznosti aplikace pratokové injekeni analyzy

s elektrochemickou detekei.

Prvni ¢ast experimentalni prace byla vénovana studiu voltametrického chovani ML s vyuzitim
BDDE i SP/BDDE. Pomoci CV bylo zjisténo, ze ML poskytuje 1 oxidaéni pik pfi potencialu
+1950 mV (BDDE), resp. +1600 mV (SP/BDDE). Tento pik byl zaznamenan v Sirokém
rozsahu pH, ale vzhledem k tvaru kiivky a vySce proudové odezvy bylo pro analyzu ML
zvoleno kyselé prostiedi a jako zakladni elektrolyt byla vybrana 0,1 mol/l H2SO4. Na zakladé
studii vlivu rychlosti polarizace na vy§ku piku ML bylo zjisténo, ze fidicim d&em probihajici

oxidac¢ni reakce je difuze.

Druha cast byla zaméiena na vyvoj voltametrické metody stanoveni ML. Vzhledem k vyssi
citlivosti byly testovany metody DPV a SWV. Pro obé elektrody byly optimalizovany zakladni
parametry obou metod, a nakonec byla vzhledem k lepSim dosazenym statistickym parametram
pro stanoveni ML vybrana DPV. Nasledné byly testovany moznosti predupravy povrchu
BDDE. Jako nejlepsi se ukazala preduprava pomoci cyklické voltametrie, ktera byla zatfazena
vzdy pouze na zacatku prace s obéma typy senzort. Bylo zjisténo, ze k pasivaci povrchu BDDE
pii analyze ML nedochazi (RSD < 2,0 %), a proto nebylo nutné¢ povrch elektrody mezi
méfenimi zadnym zptsobem regenerovat. Z prométrenych koncentracnich zavislosti s vyuzitim
DPV s optimalizovanymi parametry v modelovych roztocich byly vypocteny hodnoty LOD
1,6x10® mol/l (BDDE) a 7,7x10"" mol/l (SP/BDDE). Pouzitelnost metody byla ovéfena pii
analyze modelovych roztokt o riznych koncentracich ML, kdy bylo dosazeno spravnych a

velmi dobfe opakovatelnych vysledka (RSD < 5).

Poté nasledovala analyza realnych vzorka pfirodnich vod z feky Chrudimky. S ohledem na
niz§i hodnotu LOD byla pro tyto t€ely pouzita BDDE. Protoze piirodni vody mohou obsahovat
velice nizké koncentrace ML, které nelze stanovit s vyuzitim vyvinuté voltametrické metody,
bylo nutné zafadit vhodnou metodu pro zakoncentrovani vzorku. Byly testovany 2 postupy
jednak s vyuzitim adsorpce na aktivni uhli s naslednou eluci acetonitrilem a odpafenim

rozpoustédla, a také extrakce na tuhou fazi s vyuzitim kolonek naplnénych silikagelem
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modifikovanym fazi C18 opét s eluci acetonitrilem a odpafenim. Ukazalo se, ze ob& metody
umoznuji dostateCné zakoncentrovani vzorku s vyté€znosti nasledné analyzy kolem 93 %.

Metody byly uspésné aplikovany rovné€z pii analyze ptirodnich vod.

Posledni kapitola byla vénovana pratokové injek¢ni analyze s elektrochemickou detekci s
vyuzitim SP/BDDE. 1 pro tuto metodu byly optimalizovany zakladni parametry, poté byly
proméfeny koncentracni zavislosti v riznych koncentracnich rozsazich a byl vypocitan LOD
1,8x10°7 mol/l. Velkou vyhodou amperometrické detekce ML v pritokovych systémech je

Siroky vyuzitelny koncentracni rozsah metody.
Na zaveér je mozné fici, ze zadani diplomové prace, resp. jeji cile byly splnény. Bylo poprvé
prostudovano voltametrické chovani ML s vyuzitim elektrody z borem dopovaného diamantu

a byla vyvinuta jednoducha a rychla metoda umoziujici stanoveni ML nejen v modelovych

vzorcich, ale i v ptirodnich vodach.
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