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ANOTACE

Predmétem této diplomové prace je studium voltametrického chovani fungicidu cyprodinilu a
vyvoj spolehlivé metody pro jeho stanoveni s vyuzitim borem dopované diamantové elektrody
a tisténych senzord s borem dopovanou diamantovou pracovni elektrodou. Chovani fungicidu
bylo sledovano pomoci cyklické voltametrie. Podminky stanoveni cyprodinilu byly
optimalizovany pro metody diferen¢ni pulzni a square wave voltametrie. NavrZzend metoda byla
otestovana pfi analyze modelovych roztokt, komeréné dostupnych piipravka a piirodni vody.
Vyvinuta metoda byla pfevedena na tisténé senzory, kde byl studovan rovnéz vliv velikosti
plochy pracovni elektrody na parametry stanoveni cyprodinilu. Ti§téné senzory byly nasledné
zakomponovany do pratocné cely a byly optimalizovany parametry metody stanoveni

cyprodinilu vyuzivajici prutokovou injek¢ni analyzu s elektrochemickou detekci.
KLICOVA SLOVA

cyprodinil, voltametrie, pritokova injek¢ni analyza, stanoveni, borem dopovana diamantova

elektroda, sitotiskovy senzor

TITLE

Determination of fungicide cyprodinil using voltammetry and flow injection analysis with

electrochemical detection
ANNOTATION

The subject of this master thesis is the study of voltammetric behavior of the fungicide
cyprodinil and the development of a reliable method for its determination using a boron-doped
diamond electrode and screen-printed sensors with a boron-doped diamond working electrode.
The behavior of the fungicide was monitored using cyclic voltammetry. The conditions for its
determination were optimized for differential pulse and square wave voltammetry methods. The
proposed method was tested in the analysis of model solutions, commercially available
preparations, and natural water. The developed method was transferred to screen-printed
sensors, where the effect of the size of the working electrode area on the parameters of the

determination of cyprodinil was also studied. The printed sensors were subsequently



incorporated into a flow cell and the parameters of the cyprodinil determination method using

flow injection analysis with electrochemical detection were optimized.
KEYWORDS

cyprodinil, voltammetry, flow injection analysis, determination, boron-doped diamond

electrode, screen-printed sensor
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UvoD

Ochrané plodin dulezitych pro obzivu ¢loveéka vénovali lidé pozornost odjakziva. Jiz v roce
1763 byl v Anglii pouzivan nikotinovy odvar jako postiik proti m§icim. V 19. stoleti se zacal
vyrabét insekticid pyrethrum, zavedlo se pouzivani siry na ochranu vinné révy proti padli a
svinibrodské zelené na ochranu brambor proti mandelince bramborové. Nejvétsi rozmach
zazily pesticidy ve druhé poloving 20. stoleti, kdy se zaCaly masoveé pouzivat ve vyspelych
Castech svéta bez ohledu na mozna rizika spojena s jejich aplikaci. Pri¢inou tohoto rozmachu
bylo mimo jiné i zvySovani lidské populace a nutnost péstovat stale vétsi mnozstvi plodin v co
nejkrats§im Case. Kvuli nartistajici rezistenci Sktidct viuci nekterym hojné uzivanym pesticidim,
bylo vyvinuto velké mnozstvi novych latek, o jejichz moznych negativnich uc€incich nebylo
znamo mnoho. Z toho divodu byly pesticidy v poslednich nékolika desitkach let podrobeny
mnoha vyzkumim a jsou jednou z nejvice prozkoumanych skupin chemickych latek vabec. U
pesticidu je nutné vénovat pozornost jejich expozici do riznych slozek zivotniho prostiedi a
naslednému chovani v nich. Nékteré latky se mohou v daném prostredi akumulovat, jiné jsou
mobilni a maji schopnost snadno prechazet do dalsich slozek prostiedi. Neékteré latky mohou
podléhat degradaci pomoci UV zafeni ¢i pusobenim mikroorganismu za vzniku neSkodnych
produktq, jiné ale mohou reagovat za vzniku toxickych latek. Kromé disperze pesticidu a jejich
osudu v Zivotnim prostiedi je nutné zkoumat i jejich toxicitu pro rizné zivocichy a ¢lovéka. U
mnoha latek bylo zjisténo, ze se mohou chovat jako endokrinni disruptory, karcinogeny ¢i
snizovat biodiverzitu a mit fatalni dopad na zivoci$né druhy, které Cloveék k zivotu potiebuje.
Zavéry téchto vyzkumu vedou v souCasnosti ke stale striktnéjsi legislativé spojené s mnozstvim

a zpusobem pouzivani pesticidu a zakazovani diive bézné uzivanych latek [1-3].

Z celkového mnozstvi celosveétoveé pouzivanych pesticidii zaujimaji nejveétsi Cast herbicidy —
65 %, na druhém misté stoji fungicidy — 22 %. Jednim ze znamych fungicidi je cyprodinil,
ktery se pouzivd k ochrané vinné révy, obilovin, ovoce a zeleniny pfed onemocnénimi
zpusobenymi houbami. Podle Eurostatu, statistického ufadu Evropské Unie, patii cyprodinil
v soucasnosti k nejpouzivané€j§im fungicidim na ochranu ovocnych stroma na uzemi statta EU.
Nejvice se ho kazdoroéné spotiebuje v Litvé, Loty$sku a Slovinsku. V CR se ho roéné aplikuje
bezmala 8 tun. Do zivotniho prostiedi se cyprodinil kromé samotné aplikace muze dostavat i

nevhodnou manipulaci a likvidaci [4, 5].

Fungicidy, respektive pesticidy jsou soucasti civilizovaného svéta a neni mozné zcela zabranit

jejich pronikani do zivotniho prostiedi a potravniho fetézce, ale je nutné mit k dispozici
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jednoduché a citlivé analytické metody pro jejich sledovani. Tyto metody se v praxi vyuzivaji
k detekci raznych typa pesticidnich latek vjednotlivych slozkach zivotniho prostiedi a
plodinach, které jsou latkam bé&hem postiikl vystaveny, ale rovnéz pii kontrole kvality
komercné dostupnych piipravki. Bézné se pesticidni latky nachazeji v oSetfovanych plodinach,
pudé a vodé ve stopovém mnozstvi a u vyvijenych analytickych metod je kladen duraz na

citlivost metody a reprodukovatelnost vysledka [2].

Tato diplomova prace se zamé&fuje na stanoveni fungicidu cyprodinilu s vyuzitim voltametrie a
prutokové injek¢ni analyzy s elektrochemickou detekci. Cilem prace bylo prostudovat
voltametrické chovani fungicidu na borem dopované diamantové elektrodé a tisténych
senzorech s borem dopovanou diamantovou pracovni elektrodou a navrhnout optimalni
podminky jeho voltametrického stanoveni. Dalsim cilem byla aplikace tisténych senzora v
prutokové cele a vyvoj metody stanoveni cyprodinilu s vyuZzitim prutokové injek¢ni analyzy
s elektrochemickou detekci. VSechny vyvinuté metody by mély byt na zaver aplikovany pfi

analyze praktickych vzorka pifirodni vody a pesticidnich piipravki.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Cyprodinil
1.1.1 Anilinopyrimidinové fungicidy

Anilinopyrimidiny jsou chemickou tfidou fungicidi, které jsou vysoce ucinné proti Sirokému
spektru hub. V soucasné dob€ jsou na trhu dostupné tfi druhy: cyprodinil, mepanipyrim
a pyrimethanil. VSechny maji podobnou strukturu a 1i§i se pouze substituentem
v poloze 4 pyrimidinového kruhu, jak je videét na Obrazku 1. Substituentem u cyprodinilu je
cyklopropylova skupina, u mepanipyrimu 1-propynylova skupina a methylova skupina

u pyrimethanilu [5, 6].

= NH _N
NHTN\ NH\][/N\ 7z \I|/ X
N| P N N~

Cyprodinil Mepanipyrim Pyrimethanil

Obrdzek 1 Strukturni vzorce anilinopyrimidinovych fungicidii [1]

Biologicky zptisob ucinku této skupiny fungicidl zahrnuje inhibici biosyntézy methioninu
a sekrece hydrolytickych enzymu u hub. Rozsahlé terénni sledovani prokazalo spolehlivou
ucinnost anilinopyrimidinovych pfipravklt po mnoho let a nebyly zjistény zadné priipady
rezistence v komer¢nich podminkach u vSech klicovych cilovych patogena, véetné plisné Sedé

a puvodeci strupovitosti Venturia inaequalis [5].

1.1.2 Cyprodinil

Cyprodinil (CPD, 4-cyklopropyl-6-metyl-N-fenylpyrimidin-2-amin, CAS: 121552-61-2) je
sirokospektralni fungicid, ktery se pouziva v zemédé€lstvi k ochrané ovocnych rostlin, vinné
révy, obilovin a zeleniny pred velkym mnozstvim patogent. Aplikuje se na listy rostlin bud’
v podobé vodnych roztokd nebo emulgovatelnych koncentratd, pro mofeni osiva je vyuZzivan
tekuty koncentrat. Komerc¢né dostupny je v podobé pripravka Chorus, Switch, Kayak a Unix.
Primarni metabolickou drahou CPD je hydroxylace na methylové skupin€ a fenylovém a
pyrimidinovém kruhu. Cyklopropylova ¢ast je vici metabolickym modifikacim odolna [5-7].
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CPD je bila krystalicka pevna latka s molarni hmotnosti 225,3 g/mol a bodem tani 75,9 °C.
Jeho rozpustnost ve vodé pii 25 °C je 20 mg/l (pH 5,0), 13 mg/l (pH 7,0) a 15 mg/l (pH 9,0).
Je dobfe rozpustny ve vétSin€ organickych rozpoustédlech. Rozdélovaci koeficient
(oktanol/voda) log Kow = 4 (pH 5,0-9,0). pKa CPD ma hodnotu 4,44. Pasobenim UV zafeni se
ve vodé rychle rozklada. V padé se rozklada v fadu meésici nejCastéji pomoci aerobni
biotransformace. V rliznych slozkach zivotniho prostredi vykazuje riiznou perzistenci, silngjsi
perzistenci vykazuje v sedimentech a v systémech sediment/voda, naopak v pudé byla
sledovana slabsi perzistence. Obecné ma CPD pomérn¢ silnou sorpcni schopnost na padu, ale

naslednd pohyblivost v ni je nizka [5, 7, 8].

Cyprodinil se dostava do vodniho prostiedi a pad predevsim prostiednictvim destovych srazek
aje zneCist'ujici latkou zivotniho prostiedi, ktera je kvuli svym potencialné §kodlivym ucinkim
na zdravi vodnich organismu intenzivn€ zkoumana. V ramci nékolika studii na zebfickach bylo
zjisténo, ze akutni expozice embryi zebficek vede k vyvojové toxicité embryi, zatimco
chronickd expozice environmentadlné relevantnim koncentracim vede k behaviordlnim
abnormalitam u dospélych zebticek. Dospélé samice zebficek vykazovaly snizenou sexudlni
atraktivitu, snizeny podil primordialnich folikull ve vaje¢niku a produkovaly potomstvo se
zvySenou umrtnosti a deformacemi. Déle bylo zjisténo, ze akutni expozice dospelych zebticek
cyprodinilu po dobu 96 h mize narusit genovou expresi na ose hypotalamus-hypofyza-gonady

(HPG), coz naznacuje, zZe je cyprodinil potencialné reprodukéné toxicky [9, 10].

EPA, Agentura pro ochranu zivotniho prostiedi, se zabyvala CPD z hlediska toxicity na
zvitatech a jeho moznym dopadem na zivotni prostiedi. Podle EPA nese CPD relativng nizké
riziko toxicity pro ¢lovéka. Bylo prokdzano, ze je prakticky netoxicky pro ptaky, malé savce,
vcely a zizaly. Pro ryby je stfedné toxicky, pro sladkovodni a motské bezobratlé zivocCichy je
vysoce toxicky. Z tohoto divodu je nutno pfi postiikovani plodin v blizkosti vodnich oblasti
dodrzovat predepsana opatreni, napf. nepouzivat postfiky do vzdalenosti 22 m od vodnich
ploch, vynechat postfik pii nevhodnych povétrnostnich podminkach nebo vynechat postiik

be&hem teplotni inverze [8].

CPD byl déle testovan na bodovou mutaci, chromozomovou aberaci a opravu DNA. VSechny
testy vysly negativné a bylo prokazano, ze CPD pravdépodobné nezptusobuje dédi¢né genetické
vady. Dale bylo zjisténo, ze nema teratogenni ucCinky, tedy neposkozuje plod v téle matky.
V ramci vyvojoveé toxicity byla provedena studie na kralicich, u nichz ani pfi podéavani nejvyssi

testované davky 400 mg/kg nebyla pozorovana zadna vyvojova toxicita. CPD je klasifikovan
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jako "Not Likely" karcinogen na zaklad¢€ absence onkogennich G¢inkd u vSech testovanych
druhtt zvirat (kralici, krysy, psi), tzn. neni karcinogenni. Referen¢ni davka pro CPD je
0,0375 mg/kg/den. Tato hodnota je zalozena na NOEL (koncentrace, pii niz nejsou
pozorovatelné uCinky latky) 3,75 mg/kg/den v chronické studii krmeni krys s bezpecnostnim
faktorem 100. Dale byla provedena analyza chronické expozice pomoci dat o oSetfovanych
plodinach pomoci CPD a byl odhadnut maximalni teoreticky piijem rezidui CPD pro obecnou
populaci. Analyza ukazala, ze expozice z mandli, hroznt, plodi peckovin by Cinila maximalné

5,8 % z referen¢ni davky [8].

1.2 Metody stanoveni cyprodinilu

Jak jiz bylo zminéno, CPD se fadi do skupiny anilinopyrimidinovych fungicidi. Pro sledovani
mnozstvi téchto latek v zivotnim prostiedi, ovoci a zelenin€ bylo vyvinuto n€kolik spolehlivych
analytickych metod. Mezi nejCastéji uzivané metody patii plynova chromatografie (GC)
a vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) v kombinaci s riznymi detektory [11-21].
Chromatografické metody jsou obecné hojné vyuzivané pii analyze pesticidd, a to jak
v jednoduchych, tak i slozitych vzorcich, ve kterych se nachazi vice latek najednou
v komplexni matrici. Kromé chromatografickych metod byly popsany rovnéz metody
imunoanalytické [22, 23]. Pfestoze se v soucCasnosti stale vétsi pozornost upina k metodam
elektroanalytickym, které jsou jednoduché, levné a rychlé, a umoziiuji vyuziti v pfenosnych
terénnich analyzatorech, v literatufe byla popsana pouze jedna voltametricka metoda stanoveni

CPD [24].
1.2.1 Chromatografické stanoveni

Vyvojem chromatografickych metod pro analyzu anilinopyrimiding se zabyvalo mnoho studii.
Pred samotnou analyzou je nutno vzorek upravit, tedy extrahovat a zakoncentrovat. Hlavni
extrak¢ni techniky zahrnuji mikroextrakci tuhou fazi (SPME) a extrakci kapalina-kapalina
(LLE) s vyuzitim organickych rozpoustédel. Tyto piedipravy vzorka jsou Casto zdlouhavé a
zvysuji riziko ztraty vzorku a kontaminace. I presto je ale popsano nekolik spolehlivych a bézne

pouzivanych metod [11, 14, 16-19, 21].

Jednou z konkrétnich moznosti stanoveni anilinopyrimidin je mikroextrakce na tuhou fazi
anasledna analyza pomoci GC. Tato metoda byla vyvinuta v ramci analyzy rezidui CPD

a fludioxonilu v bortvkach. Jako sorbent, resp. tuha faze, byl vybran polydimethylsiloxan
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(PDMS). Metoda byla selektivni s vysokou piesnosti a citlivosti. Limit detekce (LOD) a mez
stanovitelnosti (LOQ) byly 1,2 a 3,9 pg/kg pro CPD [17]. Zastupci anilinopyrimidint byly
analyzovany pomoci GC ve vzorcich bilého vina. Pro extrakci latek z vina byla opét pouzita
SPME, ale byl pouzit jiny material vldkna, a to divinylbenzen-karbox-polydimethylsiloxan. Po
extrakci nasledovala analyza pomoci GC-MS, tedy plynové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii. Navrzena metoda prokazala dobrou opakovatelnost (RSD = 5,0 %) s LOD pro
CDP 0,1 mg/l. SPME se stala popularni pfi analyze organickych sloucenin, protoze kombinuje
odbér vzorku a zakoncentrovani v jediném kroku. Nevyzaduje pfitomnost rozpoustédel ani
slozité pristroje a poskytuje dobré vysledky pfi Sirokém rozpéti koncentraci analytii. Navic

desorpce muze probihat pfimo v davkovacim prostoru GC [19].

Dalsi moznosti stanoveni anilinopyrimidint je extrakce latek do kapaliny a nasledna analyza
pomoci HPLC. Nejcastéji pouzivand rozpoustédla jsou acetonitril, hexan a dichlormethan,
znichz dichlormethan se jevi jako nejvhodné&jsi pro CPD [18]. Nedavno byla naptiklad
vyvinuta metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie spojené s hmotnostni spektrometrii
(HPLC-MS) pro stanoveni vice anilinopyrimidini soucCasné. Stanovovanymi latkami byl
pyrimetanil, CPD a mepanipyrim v ovoci a zelenin€. Pro tyto ucely byla optimalizovana
procedura QUEChERS. Je to metoda disperzni extrakce tuhou fazi, ktera byla vyvinuta pro
extrakci a predCisténi vzorkl pred analyzou pesticidi v ovoci a zelenin€. LOD byly niz$i nez
0,4 ug/kg, LOQ nepiesahovaly 1,5 ug/kg pro vSechny studované latky. Tato technika ma

vynikajici vysledky v selektivité a spolehlivosti pfi vyrazném snizeni doby analyzy [13].

Kromé vhodné extrakéni techniky je nutné zvolit i spolehlivou detekéni metodu. Existuje velké
mnozstvi detektori pouzivanych v kombinaci s GC a HPLC. Pfi stanoveni rezidui
anilinopyrimidini v ovoci, zelenin€ a vode se jich osvédcilo pouze nékolik. Velmi Casto
pouzivanym je hmotnostni detektor, jez se pouziva ve spojeni s GC i LC [11, 14, 15, 19, 21].
Prikladem je HPLC sprazend s tandemovou hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS/MS)
vyvinuta pro stanoveni rezidui nékolika pesticidi najednou v riznych matricich. Tato metoda
vykazuje vybornou selektivitu a vysokou citlivost pro analyzu anilinopyrimidina [11]. Na
analyzu téchto latek byla pouzita i HPLC s nejrozSifenéjsim detektorem diodového pole
(HPLC-DAD) [18]. Ve spojeni s GC byly pouzity napt. detektor elektronového zachytu (ECD)
a detektor dusik-fosfor (NPD). Oba poskytovaly reprodukovatelné vysledky pfi analyze rezidui

pesticida v ovoci a zeleniné [15, 17, 19].
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1.2.2 Imunochemické stanoveni

Imunochemické metody, jako je enzymovy test ELISA (z angl. enzyme-linked immunosorbent
assay), se vyuzivaji pro rychlou a jednoduchou analyzu nékterych pesticidi v komplexnich
potravinovych matricich. Imunoanalyza je G€innym nastrojem pro rychlé screeningy stovek
vzorkll pomoci jednoduchého testu [25]. Princip spociva v imunoenzymatické reakci. Enzym
je chemicky (kovalentn€) vazan bud na antigen nebo protilatku, ¢imz vznikne enzymovy
konjugat. Enzym katalyzuje chemickou pfeménu bezbarvého pevného substratu (polypropylen,
polystyrem, polyvinyl), ktery je pfidan do reak¢ni smési, na barevny produkt. Intenzita zbarveni

je métena spektrofotometricky a je imérnd koncentraci stanovované latky [26].

Autofi studie [22] vyvinuli vysoce citlivou imunochemickou metodu na stanoveni
pyrimethanilu, cyprodinilu a mepanipyrimu vyuzivajici ELISA test. Metodu testovali na
komer¢nich vzorcich bilého a Cerveného vina a ziskali nésledujici zdkladni statistické udaje:
LOQ = 1,0 pg/l, relativni smérodatna odchylka (RSD) < 20 %, vytéznost 93,1-114.4 % [22].
Autofi dalsi studie [23] vyuzili test ELISA na stanoveni pesticidu pyrimethanilu ve vzorcich
nékolika druhii ovoce a zeleniny a ziskali nasledujici statistické udaje: LOD = 0,5 pg/l,
RSD <20 %. Hodnoty LOQ u raj¢at a okurek €inily 5,0 pg/kg, u jahod 100 pg/kg. Vysledky
této imunochemické metody byly porovnany s vysledky ziskanymi pomoci HPLC-MS a bylo

dosazeno statisticky srovnatelnych hodnot [23].
1.2.3 Elektrochemické stanoveni

Elektrochemické chovani CPD bylo v literatufe popsano pouze v jedné praci [24]. Jako
pracovni elektroda byla zvolena uhlikova pastova elektroda (CPE) modifikovana vicesténnymi
uhlikovymi nanotrubicemi (MWCNT/CPE). Referentni elektrodou byla argentchloridova
elektroda (Ag/AgCl (KCl)) a pomocnou elektrodou platinovy dratek. CPD poskytoval oxida¢ni
proudovou odezvu zaznamenanou pomoci CV pfii potencialu 1160 mV a men$i redukéni pik
pii potencidlu 510 mV (obrazek 2A). Dal§imi experimenty autofi potvrdili, ze redukéni pik
predstavuje odezvu odpovidajici redukei oxidacniho produktu CPD a jedna se tedy o quazi-
reverzibilni reakci. V rdmci této prace byl rovnéz navrzen mechanismus elektrochemické
oxidace studovaného fungicidu, ktery je uveden na obrazku 2B. V prvnim kroku vznika

kationtovy radikal, ktery podléha dimerizaci za vzniku benzidinového derivatu [24].
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Obrdzek 2 A — Cyklicky voltamogram CPD zaznamenany na MWCNT/CPE v zavislosti na rychlosti
polarizace (BRB (pH 2,0), ccpp = 5,0 ug/ml.) a B — Mechanismus elektrochemické oxidace CPD,
prevzato z [24] a upraveno

Pro stanoveni CPD autofi vyuzili square wave voltametrii (SWV) s optimalizovanymi
parametry, pracovali v prostiedi BRB (pH 2,0) a ziskali zakladni statistické parametry, jako
linearni dynamicky rozsah (LDR) 0,25-4,0 mg/l, LOD = 0,076 mg/l, LOQ = 0,25 mg/l.
Navrzenou metodu autoii UspeéSné aplikovali pfi analyze realnych vzorkd, kterymi byla
vodovodni voda a ovocny dzus, oboji s ptfidavkem standardniho roztoku CPD na pozadovanou
koncentraci (1,0-5,0 mg/l). Vytéznost stanoveni se pohybovala od 97 do 101 % a RSD
v rozsahu 0,65-6,25 % [24].

Déle byly voltametrické metody pouzity v nékolika studiich pro stanoveni pyrimethanilu
(PMT), ktery patfi do stejné skupiny anilinopyrimidinovych fungicidu jako CPD. Autofi prvni
studie pouzili elektrochemicky senzor zalozeny na elektrodé ze skelného uhliku (GCE)
modifikované kombinaci MWCNT s B-cyklodextrinem vlozenym do polyanilinového filmu.
Vyvinutou metodu testovali na vzorcich ovoce. Ke zkoumani elektrochemickych vlastnosti
PMT byla vyuzita CV. Méfeni probihalo v tfielektrodovém systému: pracovni elektroda (WE)
— modifikovana GCE, referentni elektroda (RE) — Ag/AgCl (KCl), pomocna elektroda (CE) —
Pt dratek. Vsechny roztoky s PMT byly pfipraveny v ethanolu. Jako elektrolyt byl pouzivan
acetatovy pufr o pH 4,0, jelikoz v ném PMT poskytoval nejvyssi pik. Proudova odezva
odpovidajici oxidaci PMT byla zaznamenana pii potencialu 0,95 V, pfi€emz pii zpétném skenu

nebyl pozorovan zadny redukéni pik a jednalo se tedy o reakci ireverzibilni. Po optimalizaci
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metody CV ziskali autofi zékladni statistické parametry, LDR 10-80 uM, LOD = 1,04 uM,
RSD = 2,4 %. Vysledky ziskané navrzenou voltametrickou metodou byly v souladu s témi

ziskanymi pomoci HPLC [27].

Autofti druhé studie pouzili k analyze GCE modifikovanou MWCNT a iontovou kapalinou 1-
butyl-3-methylimidazolhexafluorofostfatem. Vyvinutou metodu testovali na vzorcich ovoce
ati¢ni vody. Elektrochemické chovani PMT bylo studovano opét pomoci CV a pro jeho
stanoveni byla pouzita diferenéni pulzni voltametrie (DPV). Méfeni probihala
v tiielektrodovém systému jako v pfedchozi studii, ale RE byla kalomelova. Jako zékladni
elektrolyt byl pouzivan fosfatovy pufr o pH 6,0. Opét byl zaznamenén pouze oxidaéni pik pfi
potencialu 0,92 V a jednalo se tedy o ireverzibilni reakci. Po optimalizaci parametri DPV byly
ziskany tyto statistické udaje: LDR 0,1-100 uM, LOD = 0,016 uM, RSD = 4,6 %. Vyvinuta
metoda byla otestovana na vzorcich ovoce a fi¢ni vody a vyté€znost stanoveni se pohybovala od

96 do 110 % [28].

Autori tieti studie pouzili ke stanoveni GCE potazenou specialnim filmem NiCo204/rGO/IL.
Jedna se o kompozitni material slozeny znanomateriali z komplexnich kovovych oxidu
(N1C0204), redukovaného oxidu grafenu (rGO) a iontové kapaliny (IL) [OMIM]PFs. Méteni
opét probihala s vyuzitim referentni Ag/AgCl (KCI) a Pt pomocné elektrody. Jako elektrolyt
byl pouzit pufr (NaHPO4-kyselina citronova) o pH 4,0. Pti optimalnich podminkach DPV byly
zaznamenany dva linearni rozsahy 0,1-10 a 20-140 uM, LOD = 0,011 uM, RSD = 4.2 %.
Navrzend metoda byla uspésné aplikovana pii detekci PMT v moiské vode, ficni vod€, ovoci a

zelening s vytéznosti v rozmezi od 93 do 105 % [29].

1.3 Voltametrie

Historicky se elektrochemickd metoda zvanéa voltametrie vyvinula diky objevu polarografie
vroce 1922 Ceskym chemikem Jaroslavem Heyrovskym (Obrazek 3), ktery za tento objev
pozdé&ji ziskal Nobelovu cenu za chemii. Vyznamnych pokrokl ve voltametrickych metodach
bylo dosazeno v 60. a 70. letech 20. stoleti, b€hem kterych doslo ke zlepSeni teoretickych
znalosti, instrumentace 1 metodiky voltametrie. To nasledné vedlo ke zvySeni citlivosti a
roz§ifeni repertoaru znamych elektroanalytickych metod. Diky t€émto pokrokiim a pouzivani
levného instrumentalniho vybaveni patii voltametrické metody v souCasné dob¢ k hojné se

rozvijejicim analytickym metodam [30, 31].
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Obrdzek 3 Jaroslav Heyrovsky, drzitel Nobelovy ceny za objev polarografie

Voltametrie je charakteristickd tim, ze se pii ni vkladd potenciadl na elektrodu s malym
povrchem a méfi se vysledny proud protékajici elektrochemickym ¢lankem. Tato méfena
zavislost se znazoriiuje voltametrickou (polarografickou) kiivkou. Voltametrie je tzv. aktivni
metoda, protoze vkladany potencial vede ke zméné koncentrace elektroaktivnich latek na
povrchu elektrody v dusledku jejich redukce ¢i oxidace. Voltametricky analyzator je tvofen
dvéma nebo tfemi elektrodami ponotfenymi do roztoku elektrolytu. Ve dvouelektrodovém
usporadani se na pracovni elektrodu vklada potencial proménlivy v Case a sleduje se velikost
proudu protékajiciho mezi elektrodami. Ve tiielektrodovém uspotadéani je téz na pracovni
elektrodu vkladan linearné rostouci potencial, proud protékd mezi pomocnou a pracovni
elektrodou a potencial je méfen mezi pracovni a referentni elektrodou. Schematicky jsou ob&

usporadani zobrazena na obrazku 4 [32, 33].

Vybér materidlu pracovnich elektrod zavisi na potencialové oblasti, ve které bude probihat
analyza latky, na pouzitém rozpoustédle a Cistot€¢ materidlu. Pracovnimi elektrodami jsou
nejcastéji tuhé elektrody vyrobené z riznych kovovych materiala (platina, zlato, stfibro aj.)
nebo uhliku. Uhlikové elektrody mohou byt rizného typu, napt. ze skelného uhliku, grafitového
nebo pyrolytického uhliku, z uhlikovych vlaken a dalSich nanomaterialt, ¢i uhlikové pasty.
Kromé tuhych elektrod se zeyména v minulosti hojné€ vyuzivaly elektrody kapalné, konkrétné

rtutova kapkova elektroda, ktera ma typické pouziti v polarografii. Vyhodami rtuti je hladkost
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jejiho povrchu, siln€ zaporné hodnoty vodikového prepéti a reprodukovatelnost mefeni. Avsak
kvuli jejim negativnim dopadiim na zivotni prostedi se od prace se rtuti ustupuje. Krome téchto
klasickych pracovnich elektrod se neustale vyvijeji nové typy elektrod s vyuzitim novych
elektrodovych materialt a jejich modifikace s cilem zvysit citlivost a selektivitu voltametrické
analyzy [30, 33, 34]. Jednim z takovych materiall je diamantovy film dopovany borem, ktery
je soucasti tzv. borem dopovanych diamantovych elektrod (BDDE). Tyto elektrody vykazuji

vysokou chemickou a mechanickou stabilitu a poskytuji Siroké potencialové okno [35].

W R

Obrdzek 4 Schéma dvou a trielektrodového uspordaddani ve voltametrii; W — pracovni, R — referentni, A
— pomocnda elektroda; prevzato z [33] a upraveno

Referentni elektrody maji konstantni potencial, ktery nezavisi na koncentraci analytu a je k nim
vztahovan potencial pracovnich elektrod. Obvykle jsou to tzv. elektrody II. druhu, které maji
podobu kovu potazeného vrstvou své malo rozpustné soli a ponofeného do roztoku aniontl této
soli. Mezi nejCastéji pouzivané referentni elektrody patii Ag/AgCl (KCIl) a kalomelova
elektroda (Hg/HgoClo (KCl)). Pomocna elektroda slouzi k uzavieni elektrického obvodu
a k tomu, aby mezi ni a pracovni elektrodou protékal elektricky proud. Pomocné elektrody jsou

z inertnich materiald, nejcastéji maji podobu platinového plisku ¢i dratku [36-38].

Mezi vyhody voltametrickych metod patii vysoka citlivost s Sirokym linearnim rozsahem
koncentraci jak pro anorganické, tak organické latky (1072 az 10! M), velké mnozstvi
vhodnych rozpoustédel a elektrolytt, rychlost analyzy, moznost urCeni nékolika analytu

soucasn¢. Voltametrické metody lze pouzit pfi kvantitativnim stanoveni rozpusténych
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anorganickych a organickych latek, pfi sledovani oxidacnich a reduk¢nich procest v médiich,
adsorpcnich procest na povrsich elektrod. Dale jsou tyto metody aplikovany pfi stanoveni latek
ve farmaceutickém pramyslu a ve spojeni s HPLC jsou jako soucast elektrochemickych

detektorti GCinnymi nastroji pro analyzu komplexnich smési [32, 34, 39].
1.3.1 Voltametrické metody

1.3.1.1 DC voltametrie

Stacionarni voltametrie (DCV, z angl. direct current voltammetry) je metoda, pii niz se
potencial vkladany na WE meéni linearné s Casem, jak je znazornéno na obrazku SA. DCV je
povazovana za metodu stacionarni pii konstantnim potencialu, jelikoz rychlost zmény
potencialu je ve srovnani s rychlosti ustavovani rovnovahy mala. Protékajici proud je
zaznamenavan po celou dobu analyzy a vysledna zéavislost proudu na potencidlu ma typicky
tvar piku, jak je ukadzano na obrazku 5B, na kterém jsou uvedeny i zakladni parametry

voltametrické analyzy [40, 41].

A B

IIII)I 4

/

E

Obrdazek 5 DCV; A — prithéh vkladaného potencidlu;, B — voltamogram [41]

Poloha viny na obrazku 5B je charakterizovana pulvilnovym potencidlem (£12), pfi kterém
Clankem protéka polovina limitniho difuzniho proudu (/iim). £1/2 je kvalitativnim ukazatelem,
ktery slouzi k identifikaci analyzovanych latek. Pokud je v analyzované matrici vice latek a
maji dostate¢né odlisSné hodnoty F12, pak je lze stanovit souCasn€ v jednom meéfeni a na
voltamogramu bude vyobrazeno n¢kolik za sebou jdoucich vin. 7lim je ukazatelem
kvantitativnim a je pfimo umeérny koncentraci analyzovanych latek [41-43]. Tento vztah je
matematicky vyjadien pomoci zjednodusené Ilkovicovy rovnice (1):

Lim =k -2, (1)
kde:
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Llim  limitni difuzni proud [mA],
k konstanta,
¢ koncentrace analytu [M].

Hodnota konstanty zavisi na typu pracovni elektrody a zptisobu méfeni voltametrické kiivky
[41-44].

1.3.1.2 Cyklickd voltametrie

Cyklicka voltametrie (CV) je metoda pouzivana pro studium redoxnich dé&u, jimz podléhaji
elektrochemicky aktivni latky a m& vyznam predevsim ve veédecké sféfe. Diky cyklickym
voltamogramum je mozné studovat prubéh katodickych a anodickych kiivek, ze kterych pak
lze usuzovat na reverzibilitu a mechanismus elektrodové reakce. Princip metody spociva v
postupném nartstu potencialu na WE od mezni hodnoty Ei k mezni hodnoté £ a zpét do
pocate¢niho bodu Ei1. Prabéh potencialu vkladaného v zavislosti na Case na pracovni elektrodu

a podoba voltametrické kiivky typickd pro CV jsou znazornény na obrazku 6 [32, 42].
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Obrdzek 6 CV,; A — prubéh vkldadaného potencidlu, B — cyklicky voltamogram [42]

1.3.1.3 Diferencni pulzni voltametrie

Z pulznich metod ma pro praxi nejvetsi vyznam diferencné€ pulzni voltametrie (DPV), ktera je
z nich 1 nejpropracovanégjsi. Uplatnéni nachazi pii analyze organickych i anorganickych latek.
Pii DPV se na potencial, ktery se méni linedrn€ s ¢asem, vkladaji napétové pulzy o amplitudé
10-100 mV. Jednotlivé pulsy trvaji fadove desitky milisekund. Béhem analyzy je méfen proud
pouze v urcitych Casovych usecich, a to t€sné pred vlozenim pulsu a na jeho konci, vysledny
proud je ziskan jako rozdil (diference) téchto dvou hodnot. Zavislost rozdilu téchto dvou proudt

na potencialu ma tvar piku, jehoz vyska zavisi na koncentraci stanovované latky [30, 44, 45].
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Grafické znazornéni prubéhu potencialu vkladaného na WE s oznaCenim mist, ve kterych je

meéfen proud, 1ze vidét na obrazku 7 spolu s tvarem voltametrické kiivky typickym pro DPV.

W -
-~
My
B
Cas, -E

Obrdzek 7 DPV; A — pritbéh vkladaného potencialu; B — voltametrickd krivka [45]

1.3.1.4 Square wave voltametrie

Square wave voltametrie (SWV) patii k metodam se stfidavou slozkou potencialu. Béhem
analyzy se na WE vklada potencial, ktery se linearn€é meéni s ¢asem a je modulovan stiidavym
napétim pravouhlého tvaru o amplitudé v desitkdich mV. Proud je méfen stejné jako u DPV
v kratkém Casovém intervalu a v pfipadeé SWV je to pouze na konci vkladaného pulsu.

Vysledkem analyzy je voltamogram ve tvaru piku zobrazeny na obrazku 8 [30, 42].

S— - 4 -

Em Qx
Obrdzek 8 SWV,; A — pribéh vkladaného potencialu [46]; B — voltametrickd kiivka [42]
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1.3.2 Borem-dopovana diamantova elektroda

Diamant je pfirodni nerost, ktery ma n¢které vyhodné vlastnosti, jako je vysoka tvrdost a vysoka
tepelna vodivost. Diamant je elektrickym izolantem a nelze ho v pfirodnim stavu pouzit jako
elektrodovy material, proto se pouzivaji rizné piimesi, pomoci kterych je diamant dopovan
astava se tak vodivym. Mezi pouzivané pfimesi patii fosfor a dusik, které po styku
s diamantem vytvofi tzv. n-polovodi¢. NejCastéji pouzivanou piiméesi je bor, diky némuz dojde
k vytvoteni tzv. p-polovodice, zndmého téz jako borem-dopovany diamant (BDD). Bor se do
diamantového materialu zavadi pomoci smési plyna, jejiz soucasti je sloucenina obsahujici bor

(napt. diboran, trimethylboran) [47-49].

Vyroba diamantovych elektrod je realizovana vnéaSenim diamantu na substrat za urcitych
fyzikélnich podminek. Pfed depozici diamantu musi byt substrat ptedzpracovan aktivaci
povrchu pomoci diamantovych nanocéstic. Tyto nanoc¢éstice funguji jako zarodky pro nasledny
riust tenkého diamantového filmu. Tloustka filmu se pohybuje obvykle mezi 1 a 10 mm.
Tepelné stabilnim substratem pro ulozeni dopovaného diamantového filmu je obvykle kifemik
nebo kov (titan, tantal, wolfram, molybden, niob). Vyhodou kiemiku jako substratu je tvorba
dokonalejSich filma bez pora, zatimco vyhoda kovovych substrati tkvi v moznosti vyroby
elektrod velkého plosného rozsahu. Dal§imi vyuzivanymi substratovymi materialy je grafit

a skelny uhlik [50, 51].

Pro vyrobu dopovanych diamantovych materialt byly vyvinuty dvé hlavni metody, chemicka
depozice z plynné faze (CVD) a metoda , high-pressure high-temperature™ (HPHT). Dalsi ale
méné pouzivanou metodou je vakuové zihani nedopovaného diamantu. Nejvice vyuzivana je
metoda CVD. Reakce plynné smési muze byt aktivovana plazmou (mikrovinna CVD) nebo
tepelné (CVD horkym vlaknem). Metoda HPHT probiha za vysokych teplot a tlakd, pfi nichz
dochazi k zavedeni a imobilizaci diamantovych ¢&astic (100200 um) do vodivych nebo

nevodivych substrata [48, 52].

BDDE maji n¢kolik vyhodnych vlastnosti v porovnani s konven¢nimi elektrodovymi materialy
jako jsou kovy ¢i uhlik. Jednou z nich je vysoka hodnota ptepéti ve vodnych roztocich pro vznik
kysliku i1 vodiku. To mé za nésledek velmi Siroké potencialové okno 3,0-3,5 V. Dale maji
BDDE nizkou kapacitu, vysokou elektrochemickou stabilitu a nedochédzi na nich k tvorbé
povrchovych oxidi. BDDE maji také nevyhody a t€émi jsou pomérné nizka elektrokatalyticka
aktivita a selektivita. K odstranéni té€chto nedostatkli se vyuziva Uprav povrchu diamantu

pomoci riznych modifikaci. Nej¢astéji pouzivanou modifikaci povrchu BDDE je terminace, a
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to bud’ O-terminace, anebo H-terminace. Terminace je dosahovano elektrochemicky vlozenim
kladnych (O-) nebo zapornych (H-) potenciala. Tento postup je téz nazyvan jako anodicka,
resp. katodicka preduprava BDDE. Komer¢né vyrabéné BDDE jsou obvykle terminovany
vodikem. Povrch H-BDDE je kladn€ nabity a zpo¢atku hydrofobni. O-terminace BDDE lze
dosahnout i jinymi zpasoby, napt. kyslikovou plazmou, radikalovou oxidaci, vafenim v silnych
kyselinach ¢i oxida¢nich cCinidlech, ale tyto postupy nejsou tak Casto vyuzivany jako
elektrochemickd uprava. Povrch O-BDDE je negativné nabity, silné hydrofobni a ma
dlouhodobou stabilitu na vzduchu. Vyhodou O-BDDE je §ir§i potencialové okno a vy$si

stabilita povrchu proti zaneseni [48, 53-56].

Povrch BDDE lze modifikovat i1 leSténim elektrody, pifi némz dojde k vytvofeni C-
terminovaného povrchu BDDE, ve kterém prevazuji C-C a C=C skupiny. Takto modifikovana
BDDE ma malou nachylnost k zanaSeni, nizky limit detekce a Siroké potencidlové okno. Dalsi
pouzivanou modifikaci povrchu BDDE je jeho uprava kovovymi nanocasticemi (MNP). Jedna
se o jednoduchy zpusob, jak zvysit rychlost pfenosu naboje, podpofit elektrokatalytické
vlastnosti a zvétsit aktivni povrch elektrody, zvysit citlivost a selektivitu. Tato uprava je
uskutecriovana elektrodepozici MNP z roztokl soli kovu, fyzikalni depozici nebo implantaci
iontt. Povrch BDDE muze byt modifikovan téz pomoci NP oxidd kova (MONP). V nékterych
piipadech je pouziti MONP upfednostiiovano pred MNP kvuli lepsi stabilit€é béhem anodickych
procest. Vyuzivanymi modifikatory jsou napiiklad oxidy ruthenia a iridia, které jsou nanaseny
v podobé roztoku na povrch BDDE a ten je nasledn€ podroben tepelné uprave. DalSimi ¢asto
pouzivanymi modifikatory jsou oxidy zinku, médi, titanu a zeleza. Kromé& kovovych Castic se
k modifikacim povrchu BDDE mohou vyuzivat i organické slouceniny, jejich filmy
a biomolekuly. T&chto Uprav je dosahovano pomoci fyzikalni adsorpce ¢i chemisorpce. Diky
sorpci vznikne na povrchu BDDE chemicky film, ktery tvoii idealné jednovrstvy povlak. Takto
modifikované BDDE jsou vyuzivany napiiklad pfi stanoveni zbytkl 1éCiv, hormonu
a fenolickych latek. Dal§i moznosti je modifikace povrchu BDDE uhlikovymi materialy
(grafen, uhlikové nanotrubi¢ky). Uhlikové materialy pfinaSeji vyhody jako je velky aktivni
povrch, vysoka elektricka vodivost, pruznost a mechanicka odolnost vyslednych BDDE. Grafen
je na povrch BDDE nané$en elektrochemicky z roztoku oxidu grafenu. Nanouhlikové materialy

byvaji v podobé suspenze, ktera slouzi k namoceni povrchu BDDE s naslednym ususenim [57].

Diky svym jedine¢nym elektrochemickym vlastnostem maji BDDE Siroké spektrum uplatnéni.
Intenzivné zkoumanou oblasti aplikace BDDE je uprava a cCiSténi vody znecisténé

anorganickymi a organickymi latkami. Vysoké piepéti kysliku ve vodnych elektrolytech

30



umoziuje vyuziti BDDE pfi elektrochemické vyrobé silnych oxidacnich Cinidel [54, 56, 58].
Obecn¢ hojn¢ vyuzivané jsou BDDE v elektroanalytické chemii pfi stanovovani organickych
a anorganickych latek jakou jsou 1éCiva, pesticidy, insekticidy, fungicidy, pridavné latky

v potravinach, ionty kovu aj. [57, 59, 60].
1.3.3 Sitotiskové senzory

Nastup sitotiskovych technologii umoznil miniaturizaci klasickych b&zné uzivanych elektrod
a hromadnou vyrobu sitotiskovych elektrod (SPE) s konzistentnimi chemickymi vlastnostmi.
Tyto malé a komeréné dostupné elektrody jsou vhodné pro pouziti elektrochemickych technik
mimo centralizované laboratofe a umoziuji vytvoreni zarizeni dostupnych 1 pro neskolené
pracovniky. Sitotiskové senzory jsou v soucasné dob¢ soucasti mnoha analytickych pfistroja
v environmentalnich, potravinatskych, farmaceutickych a klinickych laboratotich. Dalsi velmi
dulezité uplatnéni nachazeji SPE v komer¢nich , point of care™ zafizenich. Jedna se o zafizeni
schopna provadét analyzu testd in vitro v misté péCe o pacienta. Piikladem jsou glukdzové
biosenzory, které jsou soucasti glukometrt, tedy piistroju slouzicich k méfeni obsahu glukédzy
v krvi. Tyto kapesni analyzatory umoznuji diabetikim rychla doméci méfeni a upravu davek
inzulinu podle aktualni glykemie. Rozmach SPE zazivaji diky pom&mé nizkym nakladim,
vSestrannosti, jednoduché a rychlé hromadné vyrob€, snizeni potifebného objemu vzorku na
nékolik mikrolitrd, zmenSeni velikosti celého diagnostického systému, moznosti jejich
pfipojeni k pfenosnym analyzatorim a zlepSeni dosavadnich meéficich metod. Dale u SPE
s ohledem na jejich jednordzové pouziti neni tieba fesit problémy, které jsou bézné u klasickych

elektrod, jako jsou pamétové efekty a Cistici procesy [61-65].

Sitotiskem mohou byt pro elektrochemické analyzy pfipravovany jednotlivé elektrody, ale
bezngjsi je kombinace vice elektrod a jejich integrace do jednoho tisténého senzoru, tedy tisk
celého elektrochemického Clanku na jeden substrat (obrazek 9A). NejCastéji vyuzivanou je
kombinace tfi elektrod (WE, CE a RE) [61, 62, 66]. Velkou vyhodou této techniky je zna¢na
variabilita pfipravovanych senzoru, které se mohou liSit poCtem, tvarem i uspofadanim

elektrod. Priklady raznych uspotadani tisténych senzorti je znazornén na obrazku 9B.

Sitotisk predstavuje variantu 3D tisku, pfi niz jsou v prvnim kroku na substrat postupné
nanaSeny jednotlivé silné vrstvy polotekutého materialu skrze sitku, ve druhém kroku je senzor
vybrouSen a zbaven prebyteCného materialu a v poslednim kroku je material vytvrzen
fyzikalnim procesem (vysouseni, sintrovani). Povrch takto vyrobenych senzori muize byt dale

modifikovan. Sitka slouzi k definici geometrie senzoru. Jako substrat se nejCastéji pouzivaji
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polymery nebo keramika. Polotekuty material je obvykle aplikovan ve formeé inkoustu (napf.
uhlikového, stfibrného, platinového, zlatého). Stiibrny inkoust je tistén v podobé& vodivé stopy,
zatimco uhlikovy inkoust slouzi k tisku pracovnich elektrod. Uhlikové inkousty jsou rozSifené
diky nizké cené, snadné upraveé a chemické inertnosti. Skladaji se z Castic grafitu, polymerniho
pojiva a dalSich pfisad, které se ptidavaji kvuli disperzi a pfilnavosti smési. Piesné slozeni
inkoustl je povazovano vyrobci za daveérnou informaci a bylo dokazano, Ze rozdily ve slozZeni
inkoustu (napft. typ, velikost nebo mnozstvi grafitovych castic), podminkach procesu tisku
a zpusobu vytvrzovani mohou siln€ ovlivnit reaktivitu a celkovy analyticky vykon uhlikovych

senzorli [61-63, 66—68].

Referentni ‘ ‘|
elektroda

WE
kontakt
RE . pomocné elektroda WM izolatni vrstva kontakty
kontakt )

Pomocna

Pracovhl elektroda

elektroda

CE
kontakt

\

El pracovni elektroda referentni elektroda substrat

Obrdzek 9 A — SPE s trielektrodovym elektrochemickym cldankem [69]; B — schématické zndzornéni
SPE s riznymi pocty, tvary a usporadanim elektrod [70] (prevzato a upraveno)

Tisténé senzory se mohou kromé sitotisku vyrabét metodou ,inkjet printing® neboli
inkoustového tisku. Tisk probiha v inkoustové tiskarng, ktera se sklada z inkoustové komory
s inkoustem a kanalku, ktery spojuje inkoustovou komoru s tryskami. Tryskové vstfikovani
kapiCek inkoustu je fizeno digitalné. Nejvice vyuzivanymi typy inkoustovych tiskaren jsou
termalni a piezoelektrické. Tyto tiskarny funguji na principu Drop-On-Demand (DOD)
v ptekladu ,kapka na vyzadani“. To v praxi znamend, ze tiskarna davkuje inkoust pouze
v pfipad€ potieby, aby se zabranilo plytvani drahym materialem. Vyhodou DOD je moznost
tvorby menSich kapicek inkoustu s vy$S8i pfesnosti umisténi na povrchu substratu. Termalni
inkoustova tiskarna je zalozen4 na rychlém odporovém zahiivani inkoustu v inkoustové
komote. Pti teplotach mezi 300-400 °C dochazi k odpafovani inkoustu a naslednému vytvoreni
bubliny, kterda vytlaci inkoust z trysky. Piezoelektricka inkoustova tiskarna je zalozena na
piezoelektrickych prvcich, které mohou vlivem napéti deformovat svij tvar. Tyto prvky jsou
spojeny s vibracni desti¢kou. Do tiskarny se ptivadi napéti, pii kterém se piezoelektrické prvky

smr§t'uji a spolu s nimi 1 vibracni desticka. Tento proces mechanicky generuje inkoust [71-73].
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Tisténé senzory maji obecné velmi Siroké spektrum uplatnéni. V biomedicing je to moznost
integrace do nositelné elektroniky a pouziti v personalizované medicin€, coz umoziuje cenove
dostupné testovani ,point of care”. V elektrotechnologii jsou soucasti solarnich ¢lanka
superkapacitord. V elektroanalytické chemii se vyuzivaji pii stanovovani organickych latek
(fenolické slouceniny, pesticidy, polycyklické aromatické uhlovodiky, rezidua 1€¢iv), iontt
tézkych kovua (Pb, Cu, Hg, As, Cd), radioaktivnich prvka, plynnych polutantt (CO, NOx, tékavé
organické latky) nebo pfi rutinni analyze kvality vody. Béhem posledniho desetileti ziskaly
velkou popularitu diky jednoduchému designu, ktery umoziuje jejich integrovani do malych
meficich zafizeni, a pfijatelné citlivosti na redoxné aktivni latky [63, 66, 67, 70, 74, 75]. Tisténé
senzory nachazi uplatnéni i jako souc¢ast priatokovych metod jako je pratokova injekéni analyza
(FIA), sekvenc¢ni injekEni analyza (SIA), vysokouc¢innd kapalinova chromatografie (HPLC)
nebo kapilarni elektroforéza (CE) [76].

Kromé& béznych uhlikovych a kovovych pracovnich elektrod vyuzivanych v tisténych
senzorech existuji i elektrody vyrobené z jinych materialti. Piikladem mohou byt SPEs s WE
z borem dopovaného diamantu (SP/BDDE), které byly zavedeny do praxe na pracovisti Ustavu
environmentalniho a chemického inzenyrstvi Univerzity Pardubice ve spolupraci s Ustavem
elektroniky a fotoniky Slovenské technické univerzity v Bratislaveé [68, 77]. Tyto elektrody

byly testovany také v predlozené diplomové praci pro stanoveni CPD.
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pouzité chemikalie

Standardni roztok cyprodinilu o koncentraci 1,0x10~> M byl pfipraven rozpusténim 22,53 mg
pevného CPD (Sigma-Aldrich, Ceska republika) ve 100 ml acetonitrilu (Honeywell/Riedel-de
Haén, Némecko). Pro snadnéjsi rozpusténi byla pouzita ultrazvukova lazen a roztok byl dale
uchovavan v lednici bez pfistupu svétla. Roztoky CPD o koncentraci 1,0x10~* M byly
ptipravovany podle potieby Cerstvé fedénim zéasobniho roztoku. Pouzivanymi zékladnimi
elektrolyty (ZE) byly CH3COOH o koncentraci 0,1 M pfipravena fedénim 99% CH3;COOH
(PENTA, Praha) a Brittonav-Robinsontv pufr (BRB) v rozmezi pH 2,0-12, ktery byl pfipraven
michanim kysel¢ a alkalické slozky. Kysela slozka BRB byla ptipravena z 85% H3PO4, 99%
CH3COOH, praskové H3BOs; (PENTA, Praha) a doplnénim destilovanou vodou. Vysledna
koncentrace kyselin byla 0,04 M. Zésadita slozka BRB byla pfipravena navazenim pevného
NaOH (PENTA, Praha) a rozpusténim v destilované vode. Koncentrace pfipraveného roztoku
NaOH byla 0,2 M. V ramci studia voltametrického chovani CPD byly jako potencialni ZE dale
testovany zredéné roztoky nekterych kyselin. Ty byly pfipraveny fedénim 96% H2SO4, 85%
H3PO4, 65% HNOs3, 70% HClO4 a 35% HCI (PENTA, Praha).

Interferenéni studie byly provedeny s roztoky 14 pesticidi o koncentraci 1,0x10~> M. Mezi
testované pesticidy patiily benalaxyl, metalaxyl, imidacloprid, glyfosat, cyproconazol,
epoxiconazol, triticonazol, difenoconazol, paclobutrazol, tebuconazol, azoxystrobin, dicamba,

fludioxonil a folpet (Sigma-Aldrich, Ceska republika).

Pro analyzu realnych vzorkll byl vybran komer¢né dostupny piipravek CHORUS 50WG
s obsahem CPD 500 g/kg (Syngenta Crop Protection AG, Svycarsko) a smésny piipravek
Switch se dvéma u€innymi latkami, a to CPD s obsahem 375 g/kg (37,5 hm.%) a fludioxonilem
s obsahem 250 g/kg (25 hm.%) (AgroBio, Opava). Roztoky téchto ptipravkl byly pfipraveny
navazenim 45,1 mg CHORUS resp. 60,1 mg Switch a jejich naslednym rozpusténim
v destilované vodé v 1,01 odmérné batice s piedlozenym 1,0 ml CH3COOH za pomoci
ultrazvukové 1zn&. Vysledna koncentrace CPD v obou roztocich &inila 1,010 M (vypodteno

dle obsahu ucinné latky deklarované vyrobcem).
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2.2 Pristrojové vybaveni

Vsechna voltametrickd méfeni byla realizovana pomoci Potenciostatu Autolab PGSTAT302N
(Metrohm, Nizozemsko) se softwarem Nova 2.1.5. Jedna Cast experimentt byla provedena na
klasickém tfielektrodovém uspotéadani, kde CE byl platinovy drat (Monokrystaly, Turnov), RE
byla nasycend argentchloridova elektroda (Ag/AgCl (KCl sat.), Monokrystaly, Turnov) a WE
byla BDDE (Obrazek 11A-1, BioLogic, Francie). Pouzivand BDDE méla dle vyrobce
nasledujici vlastnosti: vnitini primér 3,0 mm, velikost pracovniho povrchu 7,07 mm? odpor
0,075 Q a pomér B/C béhem depozice 1000 ppm. Méfici systém spolu s voltametrickou

nadobkou, michadlem a potenciostatem je znazornén na obrazku 10.

Obrdzek 10 Potenciostat Autolab PGSTAT302N v uspordaddani pro voltametrickou analyzu v klasickém

tFielektrodovém systému

Druha cast voltametrickych méfeni byla provedena na tfech typech tiSténych senzoru
s chemicky deponovanou BDDE (SP/BDDE, Dr. Vojs a kol., Slovak Diamond Group). WE
aCE z BDD byly deponovany na keramicky substrat pomoci velkoplosného linearniho
anténniho systému mikrovinné chemické depozice par (LA-MWCVD). Ostatni soucasti jako
RE, kontakty a izola¢ni vrstvy byly naneseny technikou sitotisku. RE byla tvofena vrstvou
stiibra a elektrochemicky chlorovana (Ag/AgCl). Vznikla tak pseudo-referentni elektroda.
Podrobné byl postup vyroby téchto senzorti popsan v literatuie [68]. Jak jiz bylo zminéno,

vSechny tfi senzory mé€ly shodnou WE z BDD, ale lisily se v pruméru, a tedy plose pracovniho
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povrchu. Parametry jednotlivych senzort jsou shrnuty v tabulce 1. Vizualni porovnani senzora

s ruzn€ velkym povrchem WE lze vidét na obrazku 11B.

Tabulka 1 Porovndni viastnosti pouzivanych SP/BDDE

Oznaceni WE Plocha WE Prumér WE Pomér  Meérny odpor

senzoru [mm?] [mm] B/C [Qcm]
1-SP/BDDE BDD 0,785 1,0 312500 0,017
2-SP/BDDE BDD 3,14 2,0 312500 0,017
3-SP/BDDE BDD 7,07 3,0 312500 0,017

2
A
& \S)
la tLom, 12 13 14 15

Obrdzek 11 Porovndni BDDE a SP-BDDE (A), porovnani velikosti WE u ruznych SP-BDDE (B)

Tisténé senzory znazornéné na obrazku 11 byly pouzivany také pii prutokové injekéni analyze
(FIA) s elektrochemickou detekci (ED). Systém byl tvotren automatickym davkovacim ventilem
Rheodyne Actuated Switching Valve MXP9900-000 (IDEX Health&Science, LLC, USA),
s davkovacimi smyCkami o objemech 5, 25, 50 a 75 ul. Rovnomérny pratok elektrolytu byl
udrzovan diky peristaltické pumpe Minipuls 3 (Gilson, USA). SP-BDDE byly vkladany
do pratokovych cel vytisknutych na 3D tiskarné€ z materialu ABS (Dr. Vojs a kol., Slovak
Diamond Group). Prutokové elektrochemické cely byly béhem méfeni uzavieny ve Faradayove
kleci kvuli zamezeni rusivého vlivu vnéjsiho elektrického pole na vysledky meéfeni. Zafizeni
FIA-ED se vSemi komponenty je schematicky znazornéno na obrazku 12A, fotografie realn¢

pouzitého systému je uvedena na obrazku 12B a prutokova cela na obrazku 12C.
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Obrdzek 12 Schematické zndzornéni FIA-ED usporadani (A), fotografie sestavy FIA-ED pouZité
v ramci diplomové prdace (B), detail priitokové cely (C)

Vedle elektrochemického analyzatoru a odpovidajiciho ptislusenstvi byla pouzita i dalsi drobna
laboratorni technika. Latky v podob¢ prasku a pecek byly navazovany na analytickych vahach
(Denver Instrument, USA), a poté rozpoustény v acetonitrilu ¢i destilované vode
pomoci ultrazvukové lazné (BANDELIN Sonorex, Némecko). pH pfipravenych pufri bylo
zjistovano pomoci pH metru Accumet AB150 (Fisher Scientific, Pardubice). K pipetazi
roztokl do voltametrické nadobky a pfi ptipraveé nekterych roztoka byly pouzivany dva druhy

automatickych pipet (Eppendorf, Ceska republika; Fisher Scientific, Pardubice).

2.3 Pracovni postupy

2.3.1 Priprava WE pred méfenim

Pred zapocetim méteni byla BDDE vzdy aktivovana pomoci CV pii 20 opakovanych skenech.
Aktivace probihala v prostiedi H2SO4 o koncentraci 1,0 M od pocate¢niho potencialu (Fpoz)
—1500 mV do potencialu obratu (Eobratu) 2500 mV a konecného potencialu (Fikon) 2500 mV pii
rychlosti polarizace (v) 100 mV/s. Testované tisténé senzory SP/BDDE byly aktivovany
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pomoci CV pii 10 opakovanych skenech ve stejném prostfedi a za stejnych podminek jako
BDDE. Pted aktivaci byly o¢istény kontakty gumovou pryzi kvuli lepSimu pfenosu signalu

b&hem méteni. Méfeni na FIA-ED probihala bez elektrochemické aktivace elektrody.

2.3.2 Voltametrickda méreni

Voltametrické chovani CPD bylo studovano pomoci CV, kterd byla pouzita pii zjistovani vlivu
riznych ZE (BRB, roztoky kyselin) na vysku, polohu a tvar piku za nasledujicich podminek:
Epox = —1000 mV, Eopraw = 2500 mV, v = 100 mV/s, ccpp = 100 uM. Obdobna studie vlivu
prostfedi byla provedena i pomoci DPV a SWV, a to za nasledujicich podminek: Fpoz =
—1000 mV, Fxon = 2500 mV, v = 50 mV/s, amplituda (4) = 50 mV, doba pulzu (¥) = 50 ms
(DPV), resp. frekvence (f) = 25 Hz (SWV), ccpp = 100 uM. Po této analyze byla zvolena jako
ZE 0,1M CH3COOH. V tomto prostiedi probihalo méteni vlivu rychlosti polarizace na vysku
a tvar piku opét pomoci CV. Rychlost polarizace byla ménéna v rozsahu 25-200 mV/s a méteni

probihalo v rozmezi potencialu —1000 az 2200 mV.

Po zjisténi voltametrického chovani CPD byly optimalizovany podminky metod DPV a SWV.
U DPYV byla optimalizovéana rychlost polarizace v rozsahu v = 10-100 mV/s, vyska pulsu 4 =
10-100 mV a §itka pulsu # = 10-100 ms, pfi¢emz pro naslednd méreni pomoci DPV byly zvoleny
nasledujici optimalni parametry: v = 30 mV/s, 4 = 40 mV, # = 40 ms. U SWV byla
optimalizovana v = 10-100 mV/s, 4 = 10-100 mV a f = 5-50 Hz, pfi€emz byly zvoleny
nasledujici optimalni parametry: v =30 mV/s, 4 = 30 mV, f= 30 Hz. Na zékladé porovnani
obou metod byla pro naslednou analyzu interferentt, modelovych roztokd, vzorku pfirodni
vody a komer¢né dostupnych piipravka pouzita DPV. Slozeni ZE bylo upraveno s ohledem na

pasivaci elektrody a analyzy probihaly v prostfedi 1,0 M CH3;COOH.

Systém FIA-ED byl pfed métfenim proplachovan 5 minut ZE, kterym byla 1,0 M CH3COOH,
ktera vzesla opét ztestovani riznych roztokli kyselin jako nejvhodngjsi. Nejdiive byly
optimalizovany parametry méfeni a jako vhodné byly nastaveny nasledujici podminky: prutok
elektrolytu (Fm) = 1,5 ml/min, davkovany objem vzorku (Vi) = 25 pl a potencial detekce (Fqer)
=0,9 V. Vzorek byl davkovan pomoci automatického davkovaciho ventilu. Po ukonceni mefeni

bylo zafizeni promyvano destilovanou vodou.

2.3.3 Analyza prirodni vody a komercné dostupnych pripravku

2.3.3.1 Prirodni voda
Vzorek ptirodni vody o objemu 2 I byl odebran ze studny ve mesté Slatinany do polyethylenové

lahve a byl pfevezen do laboratoie. Uchovavan byl v lednici bez ptistupu svétla. Pred analyzou
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byla voda prefiltrovana pres papirovy filtr. Vzorek neobsahoval takové mnozstvi CPD, které
by mohlo byt detekovano pomoci vyvinuté metody, a proto do n¢j bylo nutno pied analyzou
ptidat standardni roztok CPD. Vysledna koncentrace CPD po obohaceni vzorku vody byla
0,05 uM. Experiment byl proveden metodou standardniho pfidavku tak, ze do polarografické
nadobky bylo odméteno 10 ml vzorku piirodni vody s ptfidavkem CPD a piidano 1,63 ml konc.
CH3COOH (vysledna koncentrace ZE 1,0 M) a byla zmétena kiivka vzorku. Poté byly pfidany
3 ptidavky standardniho roztoku CPD (}J'= 5,0 ul, ccpp = 0,0001 M). Méfeni bylo opakovano
5% a ze ziskanych vysledkt byly vypoCteny statistické parametry.

2.3.3.2 Komercné dostupné pesticidni pripravky
Optimalizované metody DPV a FIA-ED byly aplikovany pfi analyze dvou fungicidnich
piipravki, a to Chorus SOWG (obrazek 13A) a Switch (obrazek 13B). Roztok Chorusu byl
ptipraven rozpusténim 45,1 mg pfipravku v 1,0 1 destilované vody s ptidavkem 1,0 ml 99%
CH3COOH. Vysledny roztok mél koncentraci okolo 1x10~* M (pogitano podle obsahu CPD
deklarovaného vyrobcem). Analyza metodou DPV probihala v prostredi 1,0 M CH;:COOH
metodou standardniho pfidavku. Do voltametrické nadobky bylo odméfeno 10 ml ZE
a provedeno méfeni kfivky zakladniho elektrolytu. Poté bylo ptidano 5 ul roztoku Chorusu
anasledné¢ 3 pfidavky standardniho roztoku CPD (J = 5,0 ul, ccep = 0,0001 M). Roztok
fungicidu Switch byl pfipraven rozpusténim 60,1 mg ptipravku v 1,0 1 destilované vody
s ptidavkem 1,0 ml 99% CH3COOH. Vysledny roztok mél koncentraci pfiblizng 1x10~* M.
Analyza tohoto piipravku probihala stejnym zptsobem jako u pfipravku CHORUS. Analyza
obou pfipravkd metodou FIA-ED probihala v prostiedi 1,0 M CH3COOH metodou kalibra¢ni
pfimky. Byly analyzovany kalibracni roztoky o koncentraci 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 a 10 uM a byla
vynesena kalibra¢ni pfimka. Kazdy roztok byl proméfen 3x. Poté byly analyzovany ziedéné
roztoky pripravka Chorus a Switch a vysledky vyhodnoceny metodou kalibra¢ni pfimky.

77 Chorus’ B
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Obrdzek 13 Analyzované fungicidni pripravky Switch (A) a Chorus 50WG (B)
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3 VYSLEDKY A DISKUSE

3.1 Studium elektrochemického chovani CPD a vyvoj metody jeho
stanoveni s vyuZitim BDDE

Na uvod prace bylo provedeno studium elektrochemického chovani CPD. Byly naméfeny
zakladni cyklické voltamogramy v 0,1 M CH3COOH pfi v =100 mV/s v rozmezi potencialti
Epox =—1,0 V, Eobran = 1,55, 1,9 a 2,2 V. Koncentrace CPD v roztoku byla 100 uM. Aplikace
raznych Eobraw poskytla informace o reverzibilit€ redoxni reakce. Prvni méfeni probihalo bez
odstranéni kysliku z roztoku a ziskané kiivky jsou uvedeny na obrazku 14. Na anodické kiivce
lze pozorovat dva oxidacni piky, prvni vyrazng€jsi pii potencidlu £p, = 1,4V a druhy téméf
nepatrny pii £, =1,7 V. Na katodické kiivce lze pozorovat naznak jednoho redukcniho piku
(Fp=-0,2V), ktery svéd¢i o tom, ze se muze jednat o quazi-reverzibilni reakci. Tento redukéni
signal byl pozorovan pouze pti vys§ich hodnotach FEobran. Pokud byl sken obracen jiz po prvnim
oxida¢nim piku (Fobratw = 1,55 V, modra kfivka), redukcni pik pozorovan nebyl. To by

znamenalo, ze prvni oxidaéni reakce je ireverzibilni.

5
-==-0,1M CH3COOH
4 Eobratu=2,2V
——Eobratu=1,55V
3  ——Eobratu=1,9V
1 -
0 hs
Red
=1 ] I I I ]
-0,6 -0,1 0,4 0,9 1,4 1,9

E[V]
Obrdzek 14 Cyklické voltamogramy CPD zaznamenané na BDDE v pritomnosti kysliku. ZE — 0,1 M
CH3;COOH, Epoc = 1,0V, Eoprans = 2,2, 1,9 a 1,55 V, v=100 mV/s, ccpp = 100 uM

Pro ovéfeni, zda redukeni pik opravdu odpovida redukei oxida¢niho produktu CPD a nejedna

se o redukci kysliku, bylo provedeno druhé méteni, pred kterym byl roztok probublavan 5 minut
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dusikem. Po vypuzeni kysliku byly zméfeny dva skeny CV za sebou bez michani roztoku.
Vysledny voltamogram je zndzorn€n na obrazku 15 a lze na ném videt, Ze po odstranéni kysliku
doslo k zvyraznéni redukéniho piku pfi potencialu £ = —0,2 V. Lze tedy konstatovat, ze 2.

oxida¢ni krok CPD je quasi-reverzibilni.

---0,1M CH3COOH
3,25 |
——CPD
2,25 |
<
=
= 1,25
0,25
_0’75 L L L L
-1 -0,5 0 0,5 1 1,5 2
E[V]

Obrdzek 15 Cyklické voltamogramy CPD zaznamenané na BDDE po odstranéni kysliku. ZIEE— 0,1 M
CH;COOH, Epoc = 1,0V, Eoprans = 2,2V (B), v = 100 mV/s, ccpp = 100 uM

3.1.1 Zavislost na pH

Dalsi experimenty byly zaméfeny na elektrochemické chovani CPD v ZE o rizném slozeni
a pH. M¢éteni probihala pomoci CV, DPV a SWV. Voltamogramy zaznamenané pomoci CV
v prostiedi BRB o rizném pH (2,0-12), resp. zfedénych kyselin, jsou znazornény na obrazku
16. Na obrazku 16A je vidét, ze zejména poloha prvniho oxidacniho piku je siln€ zavisla na
hodnoté pH a jeho vyska (/p) se piilis neméni. S ristem pH se na zaznamu objevuje vyznamné&;jsi
2. oxidatni pik, coz zhorSuje vyhodnotitelnost prvni odezvy. Proto bylo kyselé prostiedi
vybrano jako vhodnéjsi a jako ZE byly otestovany i roztoky ruznych kyselin (obrazek 16B).
Nejvyssi odezva byla ziskana v prostiedi 1,0 M H2SO4 a 0,1 M CH3COOH. Obecné neni
vhodné pracovat s pfili§ koncentrovanymi kyselinami kvali bezpe¢nosti prace, velké spotiebe
chemikalii, moznosti rozpousténi neékterych nezddoucich latek a jejich korozivnim vlastnostem.
Proto byla jako zakladni elektrolyt zvolena 0,1 M CH3COOH, v niz byl namé&feny prvni

oxidacni pik CPD nejvyssi ze vSech méné koncentrovanych roztokd kyselin a zaroven byl
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posunuty k negativnéjsimu potencialu, ¢imz se zlepsila jeho vyhodnotitelnost. V rozsahu
pH 2,0-6 (v kyselém prostfedi) byl pozorovan vyznamny posun £, k mén€ pozitivnim
hodnotam. Zavislost £, na pH v tomto rozsahu muze byt popsana rovnici (2), kdy hodnota
smérnice se blizi teoretické hodnoté 59 mV. To vypovida o vyznamném podilu protont na

sledované reakci, konkrétn€ o stejném poctu protont a elektronu.

E,[V] = —(0,0675 £ 0,0094) pH + (1,433 + 0,040), 7 = 0,9723 (2)
8
ir B
.
2 b oo t*tee,e* | 2}
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0 . . .
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Obrdzek 16 Cyklické voltamogramy CPD zaznamenané na BDDE v prostiedi BRB (pH 2,0-12) (4) a
ruznych roztoki kyselin (B). Epoc = —=1,0V, Eoprae = 2,5V, v = 100 mV/s, ccpp = 100 uM

Vliv pH na vysku a polohu piku CPD byl studovan téz pomoci DPV a SWV pii pouziti
nasledujicich parametrd metod: Fpoc =—1,0 V, Ekon=2,5V,v=50mV/s, A =50 mV, 1= 50 ms
(DPV), f=25 Hz (SWV). Byly tak pouzity citlivéj§i metody nez CV, které odecitaji kapacitni
proud. Méteni probihalo v prostfedi BRB (pH 2,0-12) a n¢kolika kyselinach stejn€ jakou CV.
Z obrazku 17 pro DPV vyplyva, zZe I, se se zmeénou pH pfili§ nemeni (s vyjimkou pH 4,0 na
rozdil od CV). Nejvét§i zmeénou je mnohem 1€pe viditelny 1 druhy oxidaéni pik projevujici se
vyrazn€ji v neutralnim a zejména alkalickém prostfedi. Z riznych testovanych kyselin
poskytoval CPD nejvyssi odezvu opét v prostiedi 1,0 M H2SO4a 0,1 M CH3COOH. S vyuzitim
SWYV bylo dosazeno stejnych vysledkt. Kvuli nizs§i koncentraci byla jako zakladni elektrolyt
opét zvolena 0,1 M CH3COOH, ktera poskytovala dobie vyhodnotitelny pik posunuty k méné

pozitivnimu potencialu.
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Obrdzek 17 DP voltamogramy CPD zaznamenané na BDDE v prostiedi BRB (pH 2-12). Epos =
—1,0V, Exon =25V, v=50mV/s, A = 50 mV, t = 50 ms, ccpp= 100 uM

3.1.2 Zavislost na rychlosti polarizace

Zavislost na rychlosti polarizace byla dal§i charakteristikou sledovanou pii studiu
voltametrického chovani CPD. Stejné jako ZE i rlizné rychlosti polarizace ovliviji vysku,
Sitku a polohu oxida¢niho piku. Tento experiment probihal pomoci CV v prostiedi 0,1 M
CH3COOH v rozsahu potencialti —1,0 az 2,2 V. Rychlost polarizace byla ménéna od 25 do
200 mV/s a koncentrace CPD C¢inila 100 uM. Vyhodnocovan byl pouze prvni dobie vyvinuty
oxida¢ni pik CPD. Po ukonleni experimentu byla vynesena zavislost proudové odezvy na
rychlosti polarizace, na druhé odmocnin€ z rychlosti polarizace a logaritmicka zavislost
proudové odezvy na rychlosti polarizace. Tyto zavislosti byly vyneseny proto, aby bylo mozné
urcit fidici d€j probihajici elektrodové reakce (difuze, kinetika, adsorpce) a jsou zobrazeny na

obrazku 18 spolu se zmétrenymi voltamogramy.

Na obrazku 18A lze pozorovat, ze vySka piku roste se zvySujici se rychlosti polarizace
a souCasn¢ dochazi k posunu maxima piku k pozitivn€j§im potencialim, coz odpovida
ireverzibilnimu prabéhu 1. oxidacni reakce CPD, jak bylo uvedeno vyse. Ze zavislosti /, na v
lze videt, ze I, neroste linearné€ a probihajici reakce tedy neni fizena adsorpci. Z tfeti vynesené
zavislosti I, na v'2 (obrazek 18C) vyplyva, ze zavislost je linearni, a to znamena, e se jedna

o d¢j fizeny difuzi nebo kinetikou. Posledni vynesenou zavislosti byla logaritmicka zavislost 7,
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na v (obrazek 18D). Vynesené body byly prolozeny pfimkou a byla ziskana nasledujici rovnice
()

log I,[1A] = (0,402 + 0,025) log v [mV/s] — (0,683 + 0,051), 7 = 0,99942 3)

Hodnota smérnice (0,402+0,025) je blizka teoretické hodnoté 0,5 znalici difuzné fizenou
reakci. Na druhou stranu ale tato hodnota nelezi v uvedeném intervalu spolehlivosti, ktery je

0,377-0,427 alze tedy usuzovat na vliv kinetiky pfedfazené nebo nasledné chemické reakce.
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Obrdzek 18 Cyklické voltamogramy CPD zaznamenané na BDDE v zdvislosti na rychlosti polarizace

(4) a odpovidajici zavislosti I, na v (B), I, nav'” (C) a log(I,) na log(v) (D). Epes =

_1,0 I/, Eovran =

2,2V, v =25-200 mV/s, ccep = 100 uM

3.1.3 Optimalizace parametra DPV

Po studiu voltametrického chovani CPD byl dal§im ukolem vyvoj metody jeho stanoveni.
Vybrany byly metody DPV a SWV, které obvykle umoziiuji stanoveni mnohem nizSich
koncentraci nez doposud pouzivana CV. Prvnim krokem byla optimalizace parametri metody

DPV. Pro analytickou aplikaci byl vybran prvni oxida¢ni pik CPD, ktery byl dobfe
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vyhodnotitelny. Optimalizovanymi parametry byly rychlost polarizace, vyska pulsu, §itka pulsu
a preduprava povrchu BDDE. VSechny tyto experimenty probihaly v prostiedi 0,1 M
CH3COOH pii koncentraci CPD 10 uM. Rychlost polarizace byla testovana v rozsahu 10-
100 mV/s s krokem 10 mV/s, vyska pulsu v rozsahu 10-100 mV a $§itka pulsu v rozsahu 10-
100 ms. Prvnim optimalizovanym parametrem byla rychlost polarizace a dal8i dva parametry
byly udrzovany konstantni (4 = 50 mV, 7 = 50 ms). Na obrazku 19 lze vidét zaznamenané
voltametrické kiivky i vynesenou zavislost /, na v, ze které je vidét vyznamny narast /, do
v =30 mV/s (kiivka oznacena Cervené). Nasledné prirustky proudu byly mensi, a proto byla

pro dal§i méfeni zvolena jako optimalni rychlost 30 mV/s.

1
0,5
| POR 1
0,4 . **
— L . .
o7s LEE T,
___RO,Z r &
01 |
g. 015 i 0 1 1 1
— 0 25 50 75 100
v[mV/s]
0,25
0 L 1 L
0 0,5 1 1,5 2

E[V]

Obrdzek 19 Optimalizace rychlosti polarizace DPV pro stanoveni CPD. ZE — 0,1 M CH;COOH, v =
10-100 mVrs, A = 50 mV, t = 50 ms, ccpp = 10 M

Druhym optimalizovanym parametrem byla vySka neboli amplituda pulsu (v = 30 mV/s,
t=50ms). Na obrazku 20 jsou uvedeny naméfené voltametrické kiivky s odpovidajici
zavislosti I, na A, ze které je patrné, ze proudova odezva narista linearné piiblizné do
A =40 mV (Cervena kiivka) a poté se velikost pfirastku proudu zmensuje. Pro dal§i méfeni byla

proto zvolena hodnota vysky pulsu 40 mV.
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Obrdzek 20 Optimalizace vy$ky pulsu DPV pro stanoveni CPD. ZE — 0,1 M CH;COOH, v = 30 mV’s,
A =10-100 mV, t = 50 ms, ccpp = 10 uM

Tretim optimalizovanym parametrem byla §itka pulsu (v =30 mV/s, 4 = 40 mV). Na obrazku
21 jsou opét videét zaznamenané voltamogramy CPD a vynesend zavislost I, na #, ze které je
patrné, ze se zveétsujici se Sitkou pulsu se snizovala proudova odezva, ale soucasné dochéazelo
ke zlepSeni tvaru kiivky, odstranéni nezddouciho Sumu a stabilizaci signalu. Byla provedena
zkouska opakovatelnosti méfeni pfi riznych S§itkach pulsu a bylo zjisténo, ze nejlepsi

vSechna nasledujici méfeni.

Poslednim krokem optimalizace DPV byl vybér vhodného postupu predupravy BDDE, ktera je
dulezita kvuli zlepSeni elektrochemickych vlastnosti WE. Testovano bylo pét typa preduprav,
a to mechanické lesténi na podlozce s aluminou (¢ = 2 min), cyklovani (vlozeni 20 cyklickych
voltamogramu v rozsahu potencialt Fpos =—1,5 V, Ecbran = 2,2 V, Fkon = 2,2 V, v=100 mV/s),
pulzni pfedaprava (100 pulzt, E1=-1,5V, ti=1s, F2=22V, t2=1 ), katodicka (K =-1,5V,
t =300 s) a anodicka (£ =22 V, t = 300 s) pfeduprava. Po zatfazeni predupravy bylo vzdy
méfeno 11 opakovanych kiivek CPD o koncentraci 10 uM v prostiedi 0,1 M CH3COOH pii
optimalizovanych podminkach DPV. Po dokoneni méfeni byly vyhodnoceny hodnoty 7
a z nich spocitana relativni smerodatna odchylka (RSD). Hodnoty RSD pro jednotlivé postupy

jsou uvedeny v tabulce 2 a charakterizuji opakovatelnost za sebou namétenych pika.
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Vyska pikt se v zavislosti na pouzité procedufe pfili§ neménila. Z testovanych forem
predupravy poskytlo nejspolehlivéjsi vysledky cyklovani, u néhoz byla hodnota RSD nejnizsi
a C¢inila 1,9 %. Cyklovani bylo zvoleno jako preduprava WE pied vSemi ndasledujicimi

experimenty. Zatrazeno bylo vzdy na zacatku prace.
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Obrdzek 21 Optimalizace $irky pulsu DPV pro stanoveni CPD. ZE — 0,1 M CH;COOH, v = 30 mV/s,
A =40mV, t = 10-100 ms, ccpp = 10 uM

Tabulka 2 Porovnani hodnot RSD opakovanych mérent piku CPD pro jednotlivé postupy predupravy
BDDE

Katodicka Anodicka Pulzni
Cyklovani preduprava preduprava Lesténi preduprava
RSD [%] 1,90 15,70 3,82 24,50 3,55

3.1.4 Optimalizace parametra SWV

Optimalizace parametri SWV probihala podobné jako u DPV. Optimalizovanymi parametry
byly v, 4, f a nakonec opét preduprava BDDE. Experimenty probihaly v prostiedi 0,1 M
CH3COOH pii koncentraci CPD 10 uM. Rychlost polarizace byla testovana v rozsahu 10-
100 mV/s, vyska pulsu 10-100 mV a frekvence 5-50 Hz. Prvnim optimalizovanym parametrem
byla rychlost polarizace (f = 25 Hz, 4 = 50 mV). Na obrazku 22 jsou zobrazeny ziskané

voltamogramy s odpovidajici zavislosti /, na v, ze které je patrné, ze 1. pik CPD rostl, ale
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soucasné se zvySovala i nasledna proudova odezva, coz zhorSovalo vyhodnotitelnost piku. Pro

dalsi méfeni SWV byla proto zvolena rychlost polarizace 30 mV/s.
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Obrdzek 22 Optimalizace rychlosti polarizace SWV pro stanoveni CPD. ZE— 0,1 M CH;COOH, v =
10-100 mV/s, A = 50 mV, f= 25 Hz, ccpp = 10 uM

Druhym optimalizovanym parametrem byla vyska pulsu (v =30 mV/s, f= 25 Hz). Na obrazku
23 jsou vidét naméfené voltametrické kiivky a vynesend zavislost I, na 4, ze které je patrné, ze
posledni veétsi nartst proudové odezvy I, byl zaznamenan pii amplitudé 30 mV (Cervené
oznaCend kfivka) a poté jiz pik v podstate nerostl, ale rozsifoval se. Pro dal§i méteni byla
zvolena hodnota vysky pulsu 30 mV. Tfetim optimalizovanym parametrem byla frekvence
(v=30 mV/s, 4 = 30 mV). Na obrazku 24 lze vidét jak naméfené kiivky, tak vynesenou
zavislost Ip na f, ze které je patrné, Ze vyska piku nebyla ovlivnéna hodnotou frekvence. Kvili
dobré opakovatelnosti piku byla pro dalsi méfeni zvolena frekvence 30 Hz (Cervené oznaCena
kiivka).

Po optimalizaci parametri SWV byl opét proveden vybér vhodného postupu predupravy

BDDE. Byly testovany stejné procedury se stejnymi parametry jako v piipadé DPV

a nasledovalo opakované mefeni piku CPD s vyuzitim SWYV s optimalizovanymi parametry.

Spocitané hodnoty RSD pro jednotlivé procedury jsou uvedeny v tabulce 3. Z vysledku

vyplyva, ze opakovatelnost meéfeni s vyuzitim SWYV byla vyrazn€¢ hor§i nez pro DPV

(RSD > 6,0 %). Nejnizsi a velice podobné hodnoty byly ziskany po upravach BDDE pomoci
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cyklovani, anodické predupravy a pulzni predupravy. Nejvyssi I, bylo dosazeno béhem métent

po upraveé pomoci cyklovani.
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Obrdzek 23 Optimalizace vysky pulsu SWV pro stanoveni CPD. ZE — 0,1 M CH;COOH, v = 30 mV7s,
A =10-100 mV, =25 Hz, ccpp = 10 uM
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Obrdzek 24 Optimalizace frekvence SWV pro stanoveni CPD. ZE — 0,1 M CHsCOOH, v = 30 mV/s, A
=30 mV, f=35-50 Hz, ccpp = 10 uM
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Tabulka 3 Porovnani hodnot relativnich smérodatnych odchylek pro jednotlivé upravy BDDE u SWV

Katodicka Anodicka Pulzni
Cyklovani preduprava preduprava Lesténi preduprava
RSD [%] 6,27 11,42 6,04 8,56 6,16

3.1.5 Analytické charakteristiky vyvinuté metody

Byla provedena optimalizace parametri metod SWV a DPV, aby nasledné mohla byt vybrana
citlivejsi a spolehlivejsi metoda stanoveni CPD v modelovych roztocich a zejména v redlnych
vzorcich ptirodnich vod a pesticidnich pripravka. Byly prométeny koncentracni zavislosti CPD
s vyuzitim obou vyvinutych metod v riznych rozsazich koncentraci v rozmezi 0,025-50 uM
v prostiedi 0,1 M CH3COOH. Ukézalo se ale, ze I, nerostla linearné v zavislosti na ccpp
v zadné Casti z testovaného rozmezi. Proto byly v této fazi opét testovany ruzné ZE pouZité jiz
v ptedchozich kapitolach, ale v zddném z nich nebyla zaznamenana linedrni zéavislost vysky
proudové odezvy CPD na koncentraci. Jako feSeni se pak ukézalo zvySeni koncentrace
CH3COOH z 0,1 M na 1,0 M. Toto chovani lze vysvétlit tim, ze probihajici elektrochemicka
reakce potiebovala vice protond, a proto byla vSechna dal$i méfeni uskuteCnéna v prostiedi
1,0M CH3COOH. Vysledné voltametrické kfivky zaznamenané vtomto prostfedi jsou
znazornény na obrazku 25, zvlozené¢ho grafu je patrné, ze zavislost byla v prostiedi
koncentrovanéj$i kyseliny linearni, a to v rozsahu 0,025-1,9 uM. Popisuje ji rovnice (3). Tento

rozsah predstavuje tzv. linearni dynamicky rozsah (LDR) nové metody stanoveni CPD.
L,[nA] = (0,0726 £ 0,0005) ¢ [uM] + (0,0024 + 0,0005),r = 0,9996 (3)

Meéfeni koncentraCnich zavislosti pomoci optimalizované SWYV probihalo také nejdiive
v prostiedi 0,1 M CH3COOH v riznych rozsazich koncentraci v rozmezi 0,025-50 uM. Ziskané
zavislosti ale ani v tomto pfipade nebyly linearni. Proto byla i pro SWV zvy$ena koncentrace
kyseliny pouzité jako ZE a znovu byla zmétena koncentraéni zavislost v rozsahu 0,025-1,9 uM
v prostiedi 1,0 M CH3COOH (obrazek 26), ktera jiz byla linearni stejné jako v ptipadé DPV.
Charakterizuje ji rovnice (4). LDR obou metod byl tedy stejny, a to 0,025-1,9 uM.

I,[uA] = (0,0633 £ 0,0015)c [uM] + (0,0044 + 0,0015),r = 0,9939 (4)

Na obrazku 27 je uvedeno porovnani LDR pro ob¢ testované metody. Je ziejmé, ze /, naméfené
pomoci SWV (modra barva) byly téméf stejné jako pro DPV (Cervend barva), ale £, byl posunut

k vys§imu potencidlu. Soucasné byly SW voltametrické piky o néco Sirsi. Z rovnic (3) a (4)
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také vyplyva, ze smérnice ptimky u DPV ma vys$si hodnotu, coz znamena vyssi citlivost nez

metoda SWV.
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Obrdzek 25 DP voltamogramy koncentracni zavislosti CPD v rozsahu 0,025-1,9 uM zaznamenané na
BDDE. ZE — 1,0 M CH;COOH, v = 30 mV/s, A = 40 mV, t = 40 ms, vloZena zavislost I, na ccpp
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Obrdzek 26 SW voltamogramy koncentracni zavislosti CPD v rozsahu 0,025-1,9 uM zaznamenané na
BDDE. ZE — 1,0 M CH;COOH, v = 30 mV/s, A = 30 mV, f= 30 Hz, vioZena zavislost I, na ccpp
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Obrdzek 27 Porovndni DP a SW voltamogramii CPD. ZE — 1,0 M CH;COOH, v = 30 mV/s, A =
40 mV (DPV), 30 mV (SWV), =30 Hz (SWV), t = 40 ms (DPV), ccpp = 0,025 — 1,9 uM; vioZena
zavislost I, na ccpp pro obé testované metody

Z rovnic (3) a (4) byly rovné€z vypocteny hodnoty LOD a LOQ, kter¢ jsou uvedeny v Tabulce 4.
Nizsi hodnoty byly ziskany pro DPV, coz je dano i lepsi linearitou koncentracni zavislosti (r =
0,9996) ziskané pro tuto metodu. Soucasné jsou v tabulce uvedeny i hodnoty RSD z predchozi
kapitoly, které svéd¢i o vyrazné lepsi opakovatelnosti méteni v ptipadé DPV. Po zhodnoceni
vSech ziskanych vysledktu bylo rozhodnuto, ze pro vSechna nasledna méfeni bude pouzita

metoda DPV s optimalizovanymi parametry v prostiedi 1,0 M CH;COOH.

Tabulka 4 Porovnani statistickych parametrii pro stanoveni CPD s vyuzitim DPV a SWV

LOD [nM]" LOQ [nM] " LDR [pM] ™ RSD [%]™
DPV 10,6 35,2 0,025-1,9 1,90
SWV 71,1 236,9 0,025-1,9 6,27

=

* Hodnoty LOD a LOQ byly vypocteny z koncentraéni zavislosti v rozsahu 0,025 az 0,1 uM jako 3x a
10x smérodatna odchylka useku podélena smérnici

*LDR byl stanoven experimentalné na zakladé promé&ienych koncentraénich zavislosti

** Vypoéteno z 11 opakovanych méfeni pfi koncentraci CPD 10 uM
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3.1.6 Interferencni studie

Dalsi Cast prace byla vénovana studiu vlivu moznych interferentd na stanoveni CPD. Tato
studie je dulezita kvali zjisténi, zda latky, které by se mohly vyskytovat v realnych vzorcich
spolu s CPD, ovliviiuji jeho stanoveni. V ramci experimentu bylo testovano 14 bézné
pouzivanych pesticidi, a to benalaxyl, metalaxyl, imidacloprid, glyfosat, cyproconazol,
epoxiconazol, triticonazol, difenoconazol, paclobutrazol, tebuconazol, azoxystrobin, dicamba,
folpet a fludioxonil. Experiment byl proveden tak, ze byla zméfena kfivka ZE (7 = 10 ml),
nasledné bylo pfidano 10 ul 0,001M roztoku CPD na vyslednou koncentraci 1,0 uM a byl
zaznamenan pik. Nasledovaly ptidavky interferentu na vyslednou koncentraci 0,1, 1,0 a 10 uM,
aby pom¢r interferentu a CPD byl 1:10, 1:1 a 10:1 a byla opét zméfena voltametricka kfivka.
Vliv pridavku interferentt na /, CPD je shrnut v tabulce 5. Priklady voltametrickych kfivek pro
nekteré z nich je uveden na obrazku 28. Za vyznamny byl interferent povazovan, pokud doslo

ke zméné /I, CPD o vice nez 5 % a vyhodnocovéna byla vzdy jen nabé&zna strana piku CPD.

Tabulka 5 Viiv jednotlivych interferentii na vysku piku CPD

Vliv na vySku piku CPD [%]

Interefrent CCPD: Cint

10:1 1:1 1:10
Cyproconazole (CPZ) 8,9 7,4 2.8
Benalaxyl (BL) 10,6 8,8 6,3
Metalaxyl (ML) 1,7 2,7 -0,1
Imidacloprid (IMI) -1,0 -2,3 —4.5
Glyfosat (GF) —-0,4 -0,8 —473
Epoxiconazole (EPZ) 2,1 0,8 —-6,2
Triticonazol (TTC) -1,0 -2.4 -3,7
Difenoconazol (DFC) 1,0 -2,7 —-14,3
Azoxystrobin (AZX) -0,1 -0,9 -3,3
Paclobutrazol (PBZ) 0,0 0,2 -7,2
Tebukonazol (TBC) 1,0 -1,7 -11,3
Dicamba (DCB) 2,5 1,7 22
Fludioxonil (FLU) 0,8 0,8 2.8
Folpet (FPT) 0,4 -0,5 -3,8

53



03 0,3

02 | 02
1 ---ZE
= 3 ---ZE
—CPD = —CPD
01 | —GL(0,1:1) 01 F —1TC(0,1:1)
—GL(1:1) —TTC (1:1)
—GL(1:10) —TTC (1:10)
0 0
0,6 0,8 1 1.2 1,4 1,6 18 0,6 08 1 1,2 14 16 1.8
E[V] E[v]
0,5 C 03 D
04
0,2 r
03
= 3 ---ZE
L ---ZE =
0.2 o —CPD1
R 01— AZX(0,1:1)
i1 —AZX (1:1
01 F  —FLU(1:1) i
—FlU(1:10) /.
0 0
0,6 0,8 1 12 14 16 18 0.6 0.8 1 1.3 14 16 18
E[V] E[v]
09 E 0,5 F
04
06 | \
_ 0,3 \
—CPD 02 F —CPD
03 I —pFC(0,1:1) —TBC (0,1:1)
—DFC (1:1) ——TBC (1:1)
——DFC (1:10) o1 1ee (1:10)
0 - 0
0,6 08 1 12 14 16 18 0,6 0,8 1 1,2 14 16 18
E[V] E[V]

Obrdzek 28 Viiv vybranych interferentu na vysku piku CPD. Metoda — DPV, ZE — 1,0 M CH;COOH, v
=30mVis, A =40 mV, t = 40 ms, ccpp = 1,0 M

Vétsina testovanych pesticidu neovliviiuje vySku piku CPD ani v desetinasobném nadbytku.
Prikladem muze byt glyfosat, ktery neposkytuje v daném rozsahu potencialti zadnou proudovou
odezvu (obrazek 28A), nebo azoxystrobin, ktery se sice oxiduje, ale pii pozitivnéjSich
hodnotéach potencidlu a vySku maxima piku CPD neovliviiuje (obrazek 28D). Nejvetsi vliv na
vySku piku CPD byl zaznamenan u difenoconazolu a tebuconazolu v pfitomnosti jejich
desetinasobného nadbytku, u kterych byl vliv vétsi nez 10 %, ale jak je vidét z obrazka 28E

a F, vyhodnotitelnost piku CPD nebyla nijak ovlivnéna, protoze jejich oxidace probihala pfi
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mnohem pozitivnéjSich potencialech a piky jsou dobfe oddé€lené. Dulezité je také to, ze lze
rozli§it piky CPD a fludioxonilu (obrazek 28C), které se vyskytuji ve smési v pesticidnich
ptipravcich. Obecné lze fici, ze vliv testovanych interferujicich latek byl maly a v zadném

ptipad€ neznemoznil vyhodnoceni piku CPD.

3.1.7 Analyza modelového roztoku, prirodni vody a pesticidnich pFipravku

Vyvinuta metoda stanoveni CPD s vyuzitim DPV ve spojeni s BDDE byla aplikovana pfi
analyze modelovych roztokd, vzorka piirodni vody a pesticidnich piipravkt Switch a Chorus.
Analyza modelového roztoku CPD o koncentraci 50 nM byla provedena metodou standardniho
ptidavku a stanoveni bylo 5% zopakovéano. Podrobné je postup popsan v Experimentalni ¢asti
prace a piiklad analyzy je uveden na obrazku 29A. Z vysledkl uvedenych v tabulce 6 vyplyva,
ze vysledek stanovent je spravny a stanoveni velmi dobf'e opakovatelné (RSD = 3,9 %). Vzorky
ptirodni vody byly analyzovany téz metodou standardniho pfidavku. Pfidavkem standardniho
roztoku CPD byla voda obohacena opé€t na koncentraci 50 nM a provedena analyza (obrazek
29B). Z vysledka v tabulce 6 je zfejmé, Ze metoda je vhodna i pro analyzu pfirodnich vod bez

predchozi upravy vzorkd s vyjimkou filtrace.

Popis pfipravy vzorki a postupu analyzy pfipravkl Chorus a Switch je popsan
v Experimentalni ¢asti a priklady jednotlivych analyz s vyuzitim metody standardniho ptidavku
jsou uvedeny na obrazku 29C a D. Vyhodnocené vysledky a vypoctené statistické udaje shrnuté
v tabulce 6 svéd¢i o tom, ze vyvinuta metoda poskytla dobfe opakovatelné vysledky, které se
shodovaly sudaji o obsahu ulinnych latek v pfipravcich deklarovanymi vyrobci. Navic se

ukazalo, ze metoda je vhodna i pro analyzu viceslozkovych produktu, jako je ptipravek Switch.

Tabulka 6 Shrnuti vysledkii analyzy modelového roztoku a realnych vzorkii

Pridano Stanoveno Vytéznost RSD
Elektroda Vzorek [nM] [nM] [%] [%]
Modelovy roztok 50 (50,8+2,0) 95,3-104,3 3.9
Pfirodni voda 50 (50,2+1,6) 96,2-104,7 3,1
BDDE Deklarovano Stanoveno Vytéznost” RSD
Vzorek [&/kg] [g/kg] [©o] [©o]
CHORUS 500 (502,6+17,9)  95,5-105,4 3,6
Switch 375 (372,6+15,8)  95,6-107,2 43

* Vyté&znost byla vztaZzena k obsahu CPD v piipravku deklarovanému vyrobcem
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Obrdzek 29 Priklady analyzy modelového roztoku (A), pFirodni vody (B) a pesticidnich pFipravkil
Chorus (C) a Switch (D) metodou standardniho pFidavku. Metoda — DPV, ZE — 1,0 M CH;COOH, v =
30 mV/s, A = 40 mV, t = 40 ms, vloZené grafické vyhodnoceni metody standardniho p¥idavku

3.2 Aplikace SP/BDDE s riiznou velikosti pracovni elektrody pro analyzu a
stanoveni CPD

Kromé klasického tiielektrodového uspotadani elektrochemického ¢lanku s BDDE bylo
testovano stanoveni CPD na SP/BDDE. Méfeni byla provedena na tfech senzorech s rizné
velkou pracovni elektrodou. Parametry pouzitych SPE jsou popsany v Experimentalni Casti.
Stejné jako u klasického usporadani bylo pomoci SPE nejdiive sledovano elektrochemické
chovani CPD a vysledky byly porovnany s vysledky na BDDE. Poté byly zméfeny
koncentracni zavislosti na SP/BDDE a byly porovnany analytické parametry dosazené
s vyuzitim BDDE a SP/BDDE. V posledni ¢asti této kapitoly bude popséana aplikace SP/BDDE

pii analyze modelovych roztoku, pfirodni vody a pesticidnich pfipravku.

3.2.1 Porovnani elektrochemického chovani CPD na BDDE a SP/BDDE
Elektrochemické chovani CPD na SP/BDDE bylo zkoumano pomoci CV pii stejnych
podminkach jako na BDDE v prostfedi 0,1 M CH;COOH (Epo: = —1,0 V, Eoprau = 2,2V,
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v=100mV/s, ccpp = 100 uM). Nejdiive bylo zméfeno 5 opakovanych skenii za sebou za
ucelem zjisténi opakovatelnosti méfeni, poctu, vysky a tvaru oxidacnich a redukénich pikd CPD
(obrazek 30). Jednotlivym senzorim byly pro piehlednost pfidéleny konkrétni barvy, které
budou nadale dodrzovany ve vsSech nasledujicich obrazcich. Parametry oxidacnich pikt
naméfenych na BDDE a SP/BDDE jsou uvedeny v tabulce 7. Na vSech SP/BBDE byly
zaznamenany dva oxidacni piky (Fox1 = 0,9 V, Fox2 = 1,2 V) a naznak redukéniho piku (Fred =
—0,16 V), stejn¢ jako na BDDE. Hodnoty RSD byly vypocteny z hodnot 7, opakovanych méteni
a ve vSech pripadech byly < 5 %. Soucasné lze fici, ze v ptipadé SPE klesala hodnota RSD

s rostouci plochou WE. Nejniz§ich hodnot bylo dosazeno na BDDE a 3-SP/BDDE.

Tabulka 7 Porovnani parametrii 1. oxidacniho piku CPD zaznamenaného na testovanych senzorech

Elektroda Plocha [mm?] RSD [%] Fy [V] I [nA]  jp [nA mm™2]
BDDE 7.07 0.8 1.326 1.249 0.177
1-SP/BDDE 0,785 4.9 0.883 0.535 0,682
2-SP/BDDE 3.14 2.0 0.863 2.193 0,698
3-SP/BDDE 7.07 13 0.823 5.405 0,764

Pro lepsi porovnani kiivek zmétenych na BDDE a SP/BDDE byly vzdy 5. skeny pro vSechny
senzory vlozeny do jednoho obrazku 31A, z n€hoz je patrné, ze nejvy$si 1. oxidacni pik poskytl
CPD na 3-SP/BDDE. Hodnota /, je ale vyznamn¢ ovlivnéna velikosti plochy pracovni
elektrody. Aby byly ziskané proudové odezvy porovnatelné, byly hodnoty proudu v obrazku
31B prepocteny na proudovou hustotu (j) a vysky piku (jp) jsou spolu s dal§imi parametry
uvedeny rovnéz v tabulce 7. Z tabulky a obrazku vyplyvé, ze po zohlednéni plochy WE byly
dosazeny v podstaté€ stejné hodnoty j, pro vSechny SP/BDDE. Pik CPD zaznamenany na BDDE
byl 4% mensi. Navic je evidentni, ze sledovany pik CPD byl na tiSténych senzorech zaznamenan
pfi potencidlu o priblizn€ 0,46 V mén¢ pozitivnim ve srovnani s BDDE. Tento jev byl popsan
v literatuie [68], kde autofi uvadéji, ze potencialovy posun je zpusoben pouzitou referentni
elektrodou. Zatimco u BDDE byla pouzita klasicka Ag/AgCl (KCl sat.), v ptipad¢ SP/BDDE
to byla pseudo-RE (Ag/AgCl).
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Obrdzek 30 Cyklické voltamogramy CPD zaznamenané na BDDE (4), 1-SP/BDDE (B), 2-SP/BDDE
(C)a 3-SP/BDDE (D). ZE — 0,1 M CH;COOH, Epoc = —1,0 V, Egprars = 2,2V, v = 100 mV/s, ccpp =
100 uM.
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Obrdzek 31 Porovndni cyklickych voltamogramit CPD zaznamenanych na BDDE a SP/BDDE (A) a
fotozné zaznamy po prepoctu na proudovou hustotu (B). ZE — 0,1 M CH;COOH, Epoe = —1,0 V, Eobran
=22V, v=100mV/s, ccpp = 100 puM.
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Vliv pouzité RE a CE na vysku a polohu piku CPD byl ovéren s pomoci 3-SP/BDDE a je
ilustrovan na obrazku 32. Nejdfive byla zméfena kiivka na BDDE v klasickém uspotadani
¢lanku (Cernd), nasledné kiivka na SP/BDDE (modra). Poté byla misto pseudo-RE senzoru
pfipojena externi Ag/AgCl (KCl sat.) a zméfena kiivka (Cervena). Nakonec byla zapojena
iexterni CE (zelena kfivka). Zatimco /, se témer neménila, po zapojeni externi RE k 3-
SP/BDDE se pik CPD posunul ke kladng&j§im potencialim a pfiblizil se potencialu pro BDDE.
Po zapojeni CE se jiz potencial piku nezménil. Dalsim faktorem, ktery muze ovliviiovat
potencial piku je geometrie elektrochemického ¢clanku, kterd se opét mezi usporadanim BDDE

a SP/BDDE lisi.

18 —BDDE
—3-SP/BDDE
—3- +
15 3-SP/BDDE+RE
——3-SP/BDDE+RE+CE
<
=
= 8
3 -
2 1 1 1 1 1
-1 -0,5 0 0,5 1 1,5 2
E[V]

Obrdzek 32 Cyklické voltamogramy CPD zaznamenané na BDDE a SP/BDDE a se zapojenou externi
referentni a pomocnou elektrodou k SP/BDDE. ZE — 0,1 M CH3COOH, Epos = —1,0V, Eopyan = 2,2V,
v =100 mV/s, ccpp = 100 Mm

Pro potvrzeni difuze jako fidiciho dé&je sledované oxida¢ni reakce pro 1. oxidacni pik CPD na
SP-BDDE bylo zopakovano studium vlivu rychlosti polarizace na proudovou odezvu fungicidu
stejn¢ jako v ptipadé BDDE. M¢teni byla provedena v prostredi 0,1 M CH3COOH a rychlost
polarizace se ménila od 25 do 200 mV/s s krokem 25 mV/s. Namétené cyklické voltamogramy
a odpovidajici zavislosti 7, na v jsou uvedeny na obrazku 33. Je vidét, ze pik rostl ve vSech
piipadech s rostouci rychlosti, ale tento nartst nebyl linearni, coz vylucuje adsorpci jako fidici
d¢j. Aby bylo mozné vysledky porovnat, byly namétené hodnoty 7, prepocteny na j, a vyneseny

zavislosti na v, v''? a logaritmicka zavislost log(j,) log(v), které jsou uvedeny na obrazku 34.
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Parametry zavislosti j, V"' a log(jp) log(v) jsou shrnuty v tabulce 8. Ze viech tii zavislosti je
patrné, ze SP/BDDE poskytovaly signaly s mnohem wvys§i hodnotou j, nez BDDE. Pri
porovnani jednotlivych SP/BDDE nejvyssi proudovou hustotu poskytl senzor 3-SP/BDDE.
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Obrdzek 33 Cyklické voltamogramy CPD zaznamenané na BDDE (4), 1-SP/BDDE (B), 2-SP/BDDE
(C) a 3-SP/BDDE (D) v zavislosti na rychlosti polarizace. ZE — 0,1 M CH;COOH, Epoc = —1,0V, Eopran
=22V, v = 25-200 mV/s, ccpp = 100 uM

Hodnoty smérnic logaritmickych zavislosti pro tisténé senzory se stejné€ jako v piipadé BDDE
blizi teoretické hodnote pro difuzné€ fizenou reakci. Zatimco pro BDDE ale byla hodnota < 0,5,
coz vypovidalo o mozném vlivu kinetiky, v pfipadé SP/BDDE je smérnice ve vSech pfipadech
>0,5(0,592-0,724), coz sved¢i o mozném vlivu adsorpce. Nejvy$si hodnota (0,724+0,009) byla
zaznamenana pro 3-SP/BDDE.
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Tabulka 8 Parametry zavislosti j, na v'? a log(j, [uAd/mm?]) na log(v [V/s]) pro vSechny testované

senzory
Elektroda Smérnice Usek r
Jo=10"2) [HA s¥2 /mm? V12| [nA]
BDDE (0,459+0,029) (0,040+0,010) 0,9881
1-SP/BDDE (2,452+0,046) —(0,125+0,016) 0,9989
2-SP/BDDE (2,396+0,010) —(0,099+0,003) 0,9999
3-SP/BDDE (3,310+0,054) —(0,274+0,018) 0,9992
Elektroda Smérnice Usek r
log(jp) = f(log(v)) [-] [-]
BDDE (0,402+0,025) —(0,327+0,026) 0,9885
1-SP/BDDE (0,606+0,006) —(0,414+0,0059) 0,9997
2-SP/BDDE (0,592+0,004) —(0,407+0,0046) 0,9998
3-SP/BDDE (0,724+0,009) —(0,600+0,0099) 0,9995
+ BDDE A + BDDE B
12 F + 1-SP/BDDE 12 | + 1-5P/BDDE
+ 2-5P/BDDE g + 2-5P/BDDE
+ 3-5P/BDDE * 4 + 3-SP/BDDE
E 08 | . : . E 0,8
2 . ! 3
= * e
04 ¢ 0,4
0 i : 0 : .
0 50 100 150 200 8 12 i6
v[mV/s] vi/2 [(mV/s)2]
0,2
+ BDDE C
0 + 1-SP/BDDE
+ 2-5P/BDDE
0,2 « 3-SP/BDDE

log (j, [nA/mm?])
& & 9
oo (3] L

=
*

£
[

1 15 2
log (v [mV/s])

2,5

Obrdzek 34 Zavislost j, nav (4), j, nav'” (B) a logaritmickd zavislost j, na log v (C). Metoda — CV,
ZE— 0,1 M CH;COOH, Epoe = —1,0V, Eoprare = 2,2V, v = 25-200 mV’/s, ccpp = 100 uM
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3.2.2 Porovnani analytickych parametru dosazenych s vyuzitim BDDE a
SP/BDDE

V ramci této kapitoly byla metoda stanoveni CPD vyvinuta pomoci BDDE pievedena na
SP/BDDE a za vy$e optimalizovanych podminek byly promeéteny koncentracni zavislosti na
jednotlivych senzorech. Jak jiz bylo uvedeno, méfeni probihala pomoci DPV v prostiedi 1,0 M
CH3COOH pfi nésledujicich parametrech: v =30 mV/s, 4 = 40 mV a =40 ms. Koncentrace
CPD se pohybovala v §irokém rozsahu, ale vysledny LDR byl stejné jako v ptipadé¢ BDDE
0,025 az 1,9 uM pro vSechny testované SPE. Voltamogramy s vynesenymi zavislostmi /, na
ccpp jsou uvedeny na obrazcich 35A-C. Na obrazku 35D jsou uvedeny stejné koncentracni
zavislosti po pfepoctu na jp pro jednotlivé SP/BDDE v porovnani s BDDE. Parametry téchto

zavislosti veetne vypoctenych hodnot LOD a LOQ jsou uvedeny v tabulce 9.
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Obrdzek 35 DP voltamogramy CPD zaznamenané na 1-SP/BDDE (4), 2-SP/BDDE (B) a 3-SP/BDDE
(C) v zavislosti na koncentraci s vioZenymi zavislostmi I, na ccpp, zavislosti j, na ccpp pro viechny
senzory (D). ZE— 1,0 M CH3;COOH, v= 30 mV/s, A= 40 mV, t= 40 ms, 0,025-1,9 uM
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Tabulka 9 Porovnani parametrit koncentracnich zavislosti pro CPD (0,025-1,9 uM) zaznamenanych
na BDDE a SP/BDDE

Elektroda Smérnice Usek LOD* LOQ* r
[1A / mm? pM] [mA] [nM] [nM]

BDDE (0,010+0,001) (0,001+0,001) 10,6 35,2 0,9968

1-SP/BDDE (0,018+0,001) (0,001+0,001) 9,9 33,0 0,9991

2-SP/BDDE (0,025+0,002) (0,001+0,001) 5.4 18,0 0,9959

3-SP/BDDE (0,032+0,001) (0,00140,001) 2.8 9.4 0,9984

* Hodnoty LOD a LOQ byly vypoéteny z koncentraéni zavislosti v rozsahu 0,025 az 0,1 uM jako 3x a
10x smérodatna odchylka useku podélena smérnici

Z obrazku 35D a udaja uvedenych v tabulce 9 je patrné, Ze nejniz§i smérnici vykazovala
zavislost zaznamenana pomoci BDDE. V ptipadé SP/BDDE pak rostla citlivost s rostouci
plochou WE senzoru, nejvyssi citlivost a soucasné nejnizsi hodnoty LOD a LOQ byly dosazeny

na 3-SP/BDDE. Oproti BDDE byla citlivost 3x vyssi a hodnota LOD 3,8x nizsi.

3.2.3 Analyza modelového roztoku, prirodni vody a pesticidnich pfipravku

Stejné jako v piipadé BDDE byla DPV s SP/BDDE senzory aplikovéna pfi analyze modelového
roztoku (ccpp = 50 nM), pfirodni vody s pifidavkem CPD (ccpp = 50 nM) a pesticidnich
piipravkid Chorus (ccpp = 500 g/kg) a Switch (ccpp = 375 g/kg). K vyhodnoceni byla pouzita
metoda standardniho pfidavku. Pfiklady zaznami konkrétnich analyz jsou uvedeny na obrazku
36 a vSechny dosazené vysledky jsou uvedeny v tabulkach 10 a 11. Z nich vyplyva, ze vS§echna
testovand usporadani prokézala, ze jsou vhodna pro stanoveni CPD v modelovych 1 realnych
vzorcich s komplexni matrici s RSD mensi nez 5 %. Ve vSech pripadech lezela spravna

koncentrace uvniti stanoveného intervalu spolehlivosti.
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Obrdzek 36 Priklady analyzy modelového roztoku, prirodni vody a pesticidnich pFipravkii Chorus a
Switch metodou standardniho pridavku s vyuzitim 1-SP/BDDE (A), 2-SP/BDDE (B) a 3-SP/BDDE
(C). Metoda — DPV, ZE — 1,0 M CH;COOH, v = 30 mV/s, A = 40 mV, t = 40 ms

Tabulka 10 Vysledky analyzy modelového roztoku a p¥irodni vody

Elektroda

Vzorek

Pridano

[nM]

Stanoveno

[nM]

Vytéznost
[©o]

RSDs
[%]

BDDE

1-SP/BDDE
2-SP/BDDE
3-SP/BDDE

Modelovy

roztok

50

(50,8+2,0)
(48,5+2,3)
(50,2+1,9)
(50,9+1,9)

95,3-104,3
94,0-102,4
96,3-104,2
97,2-106,0

3,9
4,7
3,7
3,8

BDDE

1-SP/BDDE
2-SP/BDDE
3-SP/BDDE

Pfirodni voda

50

(50,2+1,6)
(50,7+1,7)
(49,9+1,5)
(50,8+2,0)

96,2-104,7
95,8-105,1
96,0-104,8
96,2-105,9

3,1
3,4
3,1
3,9
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Tabulka 11 Vysledky analyzy pesticidnich p¥ipravki BDDE a SP/BDDE

Deklaroviano Stanoveno Vytéinost® RSDs

Vzorek [e/kg] [e/kg] [“o] [“]
BDDE (502,6+17,9) 95,5-1054 3,6
1-SP/BDDE (502,2+16,0) 96,8-105,8 3,2
2-SP/BDDE Chorus 200 (493,9+18,2) 945-104,7 3,7
3-SP/BDDE (504,9+13,5) 96,8-103,9 2,7
BDDE (372,6+15,8) 95,6-1072 43
1-SP/BDDE Switch 50 (375,2+14,8) 94,1-1042 3,9
2-SP/BDDE WG 37 (373,8+11,1) 96,5-103,6 3,0
3-SP/BDDE (374,4+10,8) 94.4-102,2 2,9

* Vyté&znost byla vztaZzena k obsahu CPD v piipravku deklarovanému vyrobcem

3.3 Stanoveni CPD s vyuzitim pritokové injekéni analyzy

s elektrochemickou detekci

Posledni ¢ast diplomové prace byla vénovana aplikaci FIA-ED s inkorporovanymi SP/BDDE
senzory pfi stanoveni CPD. Stejné jako u predchozich uspotradani byly nejdiive optimalizovany
parametry metody, ziskany zakladni statistické parametry a nasledné byla provedena analyza

modelovych a realnych vzorka.

3.3.1 Optimalizace parametru FIA/ED

Optimalizace parametra byla provedena pomoci senzoru 3-SP/BDDE, ktery vykazoval nejlepsi
vysledky v predchozich experimentech. Stejné podminky byly nésledné pouzity 1 pii aplikaci
1-SP/BDDE a 2-SP/BDDE. Zakladnim elektrolytem, resp. mobilni fazi, byla 1,0 M CH3COOH,
koncentrace CPD byla 20 uM a méfeni bylo vzdy 3x zopakovano. Prvnim optimalizovanym
parametrem byl potencial detekce (Fuet), tzn. potencial, pfi kterém bude probihat oxidace
analytu v pratokové elektrochemické cele. Byly testovany potencialy v rozmezi 0,8 az 1,3 V
(Fm = 1,0 ml/min, Vi = 50 ul). Ziskané zaznamy jsou uvedeny na obrazku 37A. Nejvyssi
proudova odezva a soucasné nejlepsi opakovatelnost byla sledovana u pika pii Faet = 0,9 V. Pti
tomto potencidlu byla provedena vSechna nésledujici méfeni s vyuzitim FIA-ED. Dalsim
optimalizovanym parametrem byla rychlost prutoku (Fm) mobilni faze. Byly testovany
rychlosti od 0,5 do 2,5 ml/min s krokem 0,5 ml/min (Fget = 0,9 V, Vinj = 50 ul). Z obrazku 37B
je patrné, ze nejvyssi piky byly naméteny pti Fm = 1,5 ml/min. Pfi této rychlosti byla provedena
vSechna nasledujici méfeni.
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Obrdzek 37 Optimalizace potencidlu detekce (A) a prittokové rychlosti mobilni faze(B) pro FIA-ED.
ZE — 1,0M CH;COOH, Ege: = 0,8-1,3V (4) a 0,9V (B), Fu=1 mli/min (4) a 0,5-2,5 ml/min, Viy=
50 ,ul, Ccpp— 20 ILM

Tretim optimalizovanym parametrem byl objem davkovaci smy¢ky (Vinj). Byly pouzity smycky
o objemech 5,0, 25, 50, 75 a 100 ul (Edget = 0,9 V, Fim = 1,0 ml/min). Ziskané zdznamy jsou
uvedeny na obrazku 38. Vyska piku se v rozsahu 25-100 ul neménila, nejlepsi opakovatelnost
byla pozorovana se smyckou o objemu 25 ul. Tato smycka byla pouzivana pfi nasledujicich
meéfenich. Po optimalizaci parametri byla otestovana opakovatelnost méfeni, ktera méla ovéfit,
zda parametry metody byly nastaveny spravné. Pik CPD (ccpp = 5 uM) byl za danych podminek
zméfen 10% a ziskané piky jsou zobrazeny na obrazku 38B. Byly vyhodnoceny vysky vSech 10
pikd a byla vypoctena hodnota RSD = 1,8 %, ktera vypovida o velice dobré opakovatelnosti

meéteni, a tedy o spravn€ nastavenych parametrech metody pro stanoveni CPD.
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Obrdzek 38 Optimalizace objemu davkovaci smycky (A) a ovéreni opakovatelnosti méreni pri

optimalizovanych podminkach FIA-ED (B). ZE — 1,0 M CH;COOH, Eg: = 0,9V, F= 1,5 ml/min, Viy
=5-100 ul (A), Vig= 25 ul (B), ccpp= 20 M (4) 5 uM (B)
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3.3.2 Analytické charakteristiky vyvinuté metody

Po optimalizaci parametri FIA-ED bylo provedeno meéteni koncentracnich zavislosti a byl
stanoven LDR. Na obrazku 39 je uvedeno srovnani zavislosti v rozsahu od 0,1 do 5 uM pro
vSechny 3 testované senzory. Kazda koncentrace byla zméfena 3%, vysky pika byly
zpramérovany. Hodnoty proudu byly pfepoCteny na proudovou hustotu a byla vynesena
zavislost jp na ccpp. Parametry téchto zavislosti spolu s vypocitanymi hodnotami LOD a LOQ
jsou shrnuty v tabulce 12. Nejvyssi hodnoty jp, 1 nejvyssi hodnota smérnice koncentracni

zavislosti (0,005540,0001) byly ziskany pro 1-SP/BDDE, tedy senzor s nejmensi plochou WE.

Tabulka 12 Porovnani parametrii koncentracnich zavislosti pro CPD zaznamenanych na SP/BDDE
metodou FIA-ED

Elektroda Smérnice Usek LOD LOQ r
[wA / mm? pM] [nA] [nM] [nM]
1SP/BDDE (0,0055+0,0001)  (0,0016+0,0002) 117 389 0,9985
2SP/BDDE (0,0008+0,0000)  (0,0003+0,0000) 92 305 0,9991
3SP/BDDE (0,0018+0,0001)  (0,0002+0,0002) 278 927 0,9917
0,05
+ 1-SP/BDDE
0,04 |
¢ 2-5P/BDDE
— ¢ 3-SP/BDDE
0,03 t .
£ 4
£
S~
3
20,02 | .
— /}3"'
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Obrdzek 39 Porovndni koncentracnich zavislosti CPD po pFepoctu na proudové hustoty pro vSechny
testované senzory ziskané metodou FIA-ED. ZE — 1,0 M CH;COOH, Eu: = 0,9 V, F,= 1,5 ml/min,
Vig= 25 ul, ccpp=0,1-5,0 uM.
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3.3.3 Analyza modelovych roztoku a pesticidnich pripravki

Na zévér byla stejn€¢ jako na BDDE a SP/BDDE s vyuzitim DPV provedena analyza
modelovych roztokl a pesticidnich pfipravki novou vyvinutou metodou FIA-ED. Ptirodni
vody nebyly analyzovany, protoze citlivost metody nebyla pro tyto vzorky dostatecna.
Vyhodnoceni bylo nejdiive provedeno metodou standardniho pfidavku, kterd byla pouzita
i v pfedchozich usporadanich, ale pii analyze modelovych roztoki o znamé koncentraci CPD
se ukazalo, ze pro FIA-ED neni vhodna a neposkytuje spravné vysledky. Vyhodnoceni tedy
bylo provedeno metodou kalibraéni ptimky. S vyuzitim kazdého senzoru byla nejdiive zméfena
kalibraéni zé&vislost v rozsahu 2,0 az 10 uM a ziskané body byly vyneseny do grafu. Poté byly
analyzovany modelové roztoky o koncentraci 5,0 uM a vzorky pesticidnich pfipravkt Switch
a Chorus. Zaznamy zahrnujici zmétené kalibracni zavislosti 1 vzorky jsou uvedeny na obrazku

40 a vysledky spolu s odpovidajicimi statistickymi parametry jsou uvedeny v tabulce 13.
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Obrdzek 40 Analyza modelového roztoku a pripravkii s vyuzitim FIA-ED s 1-SP/BDDE (4), 2-
SP/BDDE (B), 3-SP/BDDE (C). ZE - 1,0 M CH;COOH, Eget = 0,9V, Fy= 1,5 ml/min, Viy= 25 ul
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Tabulka 13 Vysledky stanoveni CPD v modelovém roztoku a pesticidnich pripravcich pomoci FIA-ED

Elektroda Pridano Stanoveno Vytéznost RSDs
Vzorek
[uM] [uM] [%] [%]
1-SP/BDDE (5,018+0,134)  96,1-104,6 2,7
Modelovy
2-SP/BDDE 5 (5,046+0,145)  96,5-105,1 2,9
roztok
3-SP/BDDE (5,125+0,173)  95,6-106,1 3,7
Deklarovano Stanoveno Vytéznost  RSDs
Vzorek
Elektroda [g/kg] [g/ke] [%] [%]
1-SP/BDDE (504,6+13,9) 96,5-1053 2.7
2-SP/BDDE Chorus 500 (498,9+14.8) 96,5-105,1 3.0
3-SP/BDDE (510,5%14,5) 96,6-105,0 2.9
1-SP/BDDE (377,0£13,9) 96,5-1053 2.7
2-SP/BDDE Switch 50 WG 375 (373,8+11,1) 95,6-106,1 3.7
3-SP/BDDE (380,5+11,7) 96,9-106,7 3.1

Z tabulky vyplyva, ze vyvinuta metoda FIA-ED umoziuje stanoveni CPD nejen v modelovych
roztocich, ale 1 v pesticidnich pfipravcich, které predstavuji slozitou matrici. Spravné vysledky
odpovidajici koncentraci CPD deklarované vyrobcei byla stanovena i ve smeésném piipravku
Switch, coz je dano spravnym nastavenim potencidlu detekce. Stanoveni bylo navic velmi

dobte opakovatelné, vSechny testované senzory poskytly RSD < 4,0 %.
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ZAVER

Jednim zcild této diplomové prace bylo studium voltametrického chovani fungicidu
cyprodinilu na BDDE a SP/BDDE a navrzeni optimalnich podminek jeho voltametrického
stanoveni. DalSim cilem byla aplikace SP/BDDE v prutokové cele a vyvoj metody stanoveni
cyprodinilu pomoci FIA-ED. Na zavér byly vyvinuté metody aplikovany pii analyze

praktickych vzorku piirodni vody a komeréné dostupnych pesticidnich piipravku.

Voltametrické chovani CPD bylo sledovano pomoci CV ve spojeni s BDDE. Byly zjistény 2
oxida¢ni piky, vyraznéj$i pfi 1,4 V a maly pii 1,7 V, a naznak reduk¢niho piku pti —0,2 V. Pro
dalsi studium byl zvolen prvni oxidaéni pik CPD. Byl studovan vliv pH na vysku a polohu piku.
Nejvyssi odezva a pik posunuty k negativnéj§imu potencidlu byly zaznamenany v 0,1 M
CH3COOQOH, proto byla zvolena jako ZE. Tato volba byla potvrzena téz pomoci DPV a SWV.
Dale bylo zjisténo, ze fidicim d€jem elektrodové reakce je difuze s moznym vlivem kinetiky
prediazené ¢i nasledné chemické reakce. Potom byla provedena optimalizace DPV a SWYV pro
stanoveni CPD u obou metod a byly zjistény analytické charakteristiky. V prabéhu experimentt
se ukazalo, ze vyska piku v 0,1 M CH3COOH nerostla linearn€ v zavislosti na ccpp, coz bylo
vyfeseno zvySenim koncentrace kyseliny na 1,0 M CH3COOH. LDR obou metod byl shodny
0,025-1,9 uM. DPV vykazovala v porovnani se SWV vyssi citlivost, poskytovala uzsi piky
posunuté k negativnéjSimu potencialu, hodnoty LOD (10,6 nM) a LOQ (35,2 nM) byly nizsi a
opakovatelnost méteni (RSD = 1,9 %) 3x lepsi. S vyuzitim DPV byla proméfena interferencni
studie, kdy bylo testovano 14 bézné pouzivanych pesticidi, z nichz vétSina neovliviiovala
odezvu CPD ani v desetinasobném prebytku. Vliv vétsi nez 10 % byl pozorovan u tebuconazolu
a difenoconazolu v desetinasobném piebytku, ale pik CPD byl stale dobie vyhodnotitelny kvali
rozdilnému potencidlu oxidace. Poté byla vyvinuta metoda DPV otestovana pifi analyze
modelovych roztokd, dvou pesticidnich pfipravku a piirodni vody. Metoda poskytla u obou
pesticidnich pfipravkl, jednoslozkového i viceslozkového, vysledky (RSD = 3,9 %)
odpovidajici tdajam vyrobct o obsahu ucinné latky. Spravnych vysledki bylo dosazeno i pfi

analyze pfirodni vody bez pfedchozi apravy (RSD = 3,1 %).

Krome klasického tiielektrodového usporadani s BDDE byly testovany SP/BDDE s ruznou
velikosti plochy WE. Nejdtive bylo studovano chovani CPD pomoci CV, pfiCemz byly stejné
jako na BDDE sledovany 2 oxida¢ni piky a ndznak jednoho redukéniho piku. Co se tyce 1.
oxidacni odezvy, tisténé senzory v porovnani s BDDE poskytly po pfepoctu na proudovou

hustotu 4x vys§i piky posunuté k vyrazné€ negativnéj$im potencialim. Tento potencialovy
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posun byl zptsoben pouzitou pseudo-RE u SP/BDDE. Ze studia vlivu rychlosti polarizace na
probihajici elektrodové reakce bylo zjisténo, ze se jedna opét o difuzné fizeny d¢j, tentokrat s
moznym vlivem adsorpce. Stejn€ jako u BDDE byl jako ZE pouzit roztok 1,0 M CH3COOH a
byl zjistén shodny LDR v rozmezi 0,025-1,9 uM na vSech typech senzort. Citlivost stanoveni
rostla s rostouci plochou WE senzoru. Nejvyssi citlivost a zaroveti nejnizsi LOD (2,8 nM) a
LOQ (9,4 nM) byly pozorovany u 3-SP/BDDE. Pii porovnani s BDDE vykazovaly SPE 3x
vy$S§i citlivost a 3,8% niz§i LOD. Vyvinuta metoda na SP/BDDE byla Gspé&sné otestovana na
modelovych roztocich a realnych vzorcich vody i pfipravki. Bylo zjisténo, ze metoda je vhodna

pro stanoveni CPD 1 ve vzorcich se slozit€j$i matrici. RSD na vSech typech SPE byla <5 %.

Zaveéretna experimentalni cast byla vénovéana pouziti SP/BDDE v FIA-ED. Nosnym mediem
byla zvolena 1,0 M CH3COOH, ktera se osvédc¢ila jiz v pfipadé voltametrického stanoveni.
Nejdiive byly optimalizovany podminky metody, a to Fm, Fdet, Vinj, @ oveéfena opakovatelnost
meéteni (RSD = 1,8 %). LDR pro tuto FIA-ED byl 0,1-5,0 uM. Nejvy$si proudova hustota a
nejvy$ssi citlivost byly zaznamendny na 1-SP/BDDE, tedy senzoru s nejmensi plochou WE.
Nejniz§i hodnoty LOD (92 nM) a LOQ (305 nM) byly vypocteny pro 2-SP/BDDE, coz lze
vysvétlit nejlepsi linearitou zméfené koncentracni zavislosti (r = 0,9991). Kvali vyssi LOQ
nebyla analyzovana pomoci FIA-ED pfirodni voda, ale analyza modelovych roztokd a
pesticidnich pfipravki byla uspésné provedena s vyhodnocenim metodou kalibrac¢ni piimky.
FIA-ED tedy neni vhodna pro analyzu pfirodnich vod bez ptredchoziho zakoncentrovani
vzorku, ale muze byt pouzita pro sériové analyzy v oblasti kontroly vyroby nebo kvality

produktu.

Na zavér lze tedy konstatovat, ze cile této diplomové prace byly splnény. Byly vyvinuty
spolehlivé voltametrické metody pro stanoveni CPD s vyuzitim BDDE a SP/BDDE a bylo
ovéteno, ze SP/BDDE mohou byt uspésné€ zapojeny do prutokové cely FIA-ED, kde umoziiuji

rychlou a jednoduchou analyzu vétsich sérii vzorki.
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