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Abstract
[bookmark: _GoBack]Voltammetric behavior of two significant plant stimulators indole-3-acetic acid (IAA) and indole-3-butyric acid (IBA) was studied employing boron-doped diamond electrode. Due to the similar structure of the compounds, they provided almost identical voltammetric responses. The best results for the simultaneous determination were found, when the mixture of 0.6 mol L−1 H2SO4 and ethanol was used as a supporting electrolyte. Proposed mathematical model was used for the evaluation and excellent results were obtained for analysis of model solutions. The voltammetric method was successfully applied for determination of IAA and IBA in two commercial preparations containing the mixture of them. 
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Úvod
Růst a vývoj rostlin může být ovlivněn celou řadou látek, a to buď se stimulačními, nebo naopak retardačními účinky. Při množení rostlin se používají tzv. auxiny, které podporují tvorbu kořenového systému při zakořeňování řízků. Mezi přirozené auxiny patří kyselina indolyl-3-octová (IAA, obr. 1), kterou si rostliny samy vytvářejí, dá se však aplikovat i v syntetické podobě. Odborná literatura uvádí, že aplikace synteticky připraných fytohormonů má mnohdy účinnější působení 1. Mezi nimi vyniká zejména kyselina indolyl-3-máselná (IBA, obr. 1) nebo její draselná sůl (IBAK), která vykazuje dobrou rozpustnost ve vodném prostředí. Uvedené látky jsou na trhu nabízeny ve formě prášků, gelů či roztoků pod nejrůznějšími obchodními názvy jako např. RHIZOPON, STIMULAX, SERADIX a další. V těchto přípravcích jsou přítomny aktivní látky buď samostatně, nebo ve směsích, což vede k synergickému efektu tzn. že jejich účinek se násobí. Kyselina IBA je v suchém stavu stabilní, lze ji skladovat v lednici při 4 °C i dlouhou dobu. Naopak kyselina IAA je na světle a především v roztoku velmi nestabilní. Je proto třeba mít k dispozici dostupné metody, které by umožňovaly zjišťovat aktuální koncentraci aktivních složek v používaných přípravcích 1-3. 
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Obr. 1. Strukturní vzorce kyseliny indolyl-3-octové (IAA) a indolyl-3-máselné (IBA).
Pro přesné a správné stanovení těchto látek existuje celá řada analytických postupů. Vzhledem k zaměření této práce, bude uveden pouze stručný přehled týkající se elektrochemických metod. Vzhledem tomu, že obě látky relativně snadno podléhají elektrochemické oxidaci, bylo jejich voltametrické chování studováno především s využitím elektrod na bázi uhlíku 2-11. Autoři Hu a Dryhurst detailně popsali mechanismus elektrochemické oxidace IAA na elektrodě z pyrolytického uhlíku 2,3. Studiem mechanismu oxidace derivátu indolu obsahující substituent v poloze C3 (včetně IAA a IBA) na elektrodě ze skleného uhlíku (GCE) se zabývali autoři v práci 4. Všechny studované deriváty poskytovaly dva signály (P1 a P2). Pík P1 odpovídal 1e−/1H+ oxidaci na C2 pyrrolového kruhu. Následovala další 1e−/1H+ oxidace a nukleofilní adice vody na C7 benzenového jádra, což odpovídalo signálu P2. Všechny studované látky poskytovaly v podstatě totožné voltametrické odezvy a jejich oxidace probíhala obdobným reakčním mechanismem 4. Elektrochemickým chováním IAA na bórem-dopované diamantové elektrodě (BDDE) s využitím square wave voltametrie se zabývali autoři v práci 5. Bylo zjištěno, že IAA poskytuje v prostředí Brittonova-Robinsonova pufru o pH 2 dva oxidační signály. Tyto kroky byly popsány jako 2e−/1H+ oxidace za vzniku příslušného kationtu a jeho rapidní dekarboxylace následovanou sérií chemických a elektrochemických kroků včetně dimerizace 5. Kromě studia mechanismu elektrochemické oxidace byla voltametrie využita i pro samotné stanovení a to zejména IAA 5-11. Kromě zmíněné BDDE 5 byly jako pracovní elektrody využity modifikovaná uhlíková pastová elektroda 6,7, elektroda na bázi uhlíkového vlákna 8 nebo grafitové tuhy 9, GCE 10 a GCE modifikovaná filmem z vícestěnných uhlíkových nanotrubiček 11. Z tohoto stručného přehledu je zřejmé, že autoři se zejména zaměřovali na studium elektrochemické oxidace zmíněných fytohormonů nebo na stanovení jednotlivých látek. Simultánní stanovení IAA a IBA s využitím voltametrie nebylo dosud popsáno. Základním problémem je jejich velmi podobná struktura a tím pádem i obdobné voltametrické signály. Cílem této práce bylo najít experimentální podmínky a navrhnout matematický model pro vyhodnocení zaznamenaných signálů pro simultánní voltametrické stanovení IAA a IBA s využitím pracovní elektrody na bázi bórem dopovaného diamantu.  

Experimentální část
Standardní roztoky IAA v rozmezí koncentrací 0,01 až 3,88×10−3 mol L−1 a IBA o koncentracích 0,01 až 3,84×10−3 mol L−1 byly připraveny navážením pevných substancí čistoty > 99 % (ROTH, Německo) a rozpuštěním v 96% ethanolu (PENTA, Česká republika). Zásobní roztoky těchto analytů byly preventivně obměňovány každý týden a během experimentální práce byly uchovávány bez přístupu světla a vzduchu při teplotě 4 °C. Analyzované roztoky byly připravovány ředěním těchto standardů. Základní elektrolyt obsahoval 0,06mol L−1 H2SO4 a 30% vodný roztok ethanolu. Metoda byla aplikována na dva praktické vzorky, a to RHIZOPON AA (Rhizopon B.V., Nizozemsko), který byl ve formě tablet a STIMULAX (Hü-Ben, Česká republika) v práškové konsistenci.
K voltametrickým analýzám byl použit elektrochemický analyzátor EP 100VA (HSC servis Bratislava, Slovensko). Měřící článek se skládal z BDDE (Windsor Scientific Ltd., Velká Británie), referenční argentchloridové elektrody a pomocné platinové elektrody (obě vyrobeny v Monokrystalech, Turnov, Česká republika). Stanovení obou fytohormonů v praktických vzorcích probíhalo pomocí elektrochemické oxidace s využitím voltametrie s lineárně rostoucím napětím (LSV – linear sweep voltammetry) a diferenční pulzní voltametrie (DPV). Pracovní elektroda byla polarizována v rozsahu potenciálů +500 až +1700 mV rychlostí nárůstu potenciálu 40 mV s−1.
Vážení probíhalo na vahách Denver TB 124 A (Denver Instruments, USA). K homogenizaci roztoků byl použit ultrazvuk UC 005 AJ1 (Tesla, Česká republika).


Výsledky a diskuse
Z literárních poznatků vyplynulo, že k analýzám kyselin IAA a IBA lze využít elektrochemickou oxidaci 2-11. Během experimentální práce, kdy byla aplikována metoda DPV, se ukázalo, že stanovení jednotlivých látek lze provádět jak v kyselém, tak v neutrálním či alkalickém prostředí, přičemž kromě alkalického základního elektrolytu byly v analyzovaných roztocích vždy přítomny organická rozpouštědla jako je ethanol, isopropanol popřípadě acetonitril, aby došlo k rozpuštění analytů. Naměřené odezvy proudů na koncentracích však vykazovaly vždy nelineární závislost, takže při kvantitativním vyhodnocení bylo třeba použít navržený postup nelineární regrese prezentovaný v práci 12. Bylo dosahováno velmi přesných výsledků a nízké meze stanovitelnosti, a to např. v alkalickém roztoku 0,1 mol L−1 NaOH 2,7×10−7 mol L−1 pro IAA a 3,2×10−7 mol L−1 pro IBA. 
V praxi se často vyskytují uvedené fytohormony v komerčních přípravcích ve směsi, a tedy vyvstává požadavek jejich stanovení simultánně. Vzhledem k velké podobnosti struktury IAA a IBA se dosud nepodařily nalézt takové experimentální podmínky, kdy by zmíněné látky vykazovaly dostatečné rozdíly ve voltametrických křivkách tak, aby nedocházelo k jejich superpozici. Nejvýraznější posun voltametrických píků byl dosud zaznamenán ve vodně ethanolickém roztoku za přítomnosti 0,06mol L−1 H2SO4 a je dokumentován na obrázku 2.

IBA

Obr. 2. Voltamogramy poskytované IBA (plná čára) a IAA (čárkovaná čára) o koncentraci 5,0×10−6 a 1,0×10−5 mol L−1 za podmínek uvedených v experimentální části.

Z obrázku je zřejmé, že IBA poskytuje při oxidaci v rozsahu potenciálů dostupném při zvoleném experimentálním uspořádání jeden pík s maximem okolo potenciálu +945 mV, kdežto IAA pak píky dva, a to u potenciálů +1080 resp. +1420 mV. Z obrázku je také patrné, že 1. pík příslušící IAA se významně překrývá s píkem IBA, ale 2. pík odpovídá pouze odezvě oxidace IAA. Na základě tohoto rozboru naměřených křivek byl navržen postup kvantitativního vyhodnocení jednotlivých složek, který spočívá ve třech krocích: (1) vyhodnocení obsahu IAA na základě výšky píku 2 pomocí vícenásobných přídavků, (2) vyhodnocení závislosti výšky signálu IAA na koncentraci při potenciálu maxima IBA, čímž se zjistí velikost proudu příslušící IAA, který zvyšuje odezvu IBA ve směsném vzorku, (3) po odečtení této hodnoty následuje určení obsahu IBA na základě metody vícenásobných přídavku programem NELINEAR.
Tento přístup byl testován při analýzách modelových směsí IAA a IBA o různém poměru analyzovaných látek. Na obrázku 3 jsou dokumentovány naměřené křivky anodické oxidace při stanovení směsi obsahující 1,02×10−5 mol L−1 IBA a 5,17×10-6 mol L−1 IAA. Dosažené výsledky jsou shrnuty v tabulce I.


Obr. 3. Křivky anodické oxidace směsi (křivka 1) obsahující 1,02×10−5 mol L−1 IBA a 5,17×10−6 mol L−1 IAA a následných přídavků IAA (A, křivky 2-6) resp. IBA (B, křivky 2*-6*). 

Tabulka I. 
Výsledky voltametrického stanovení modelových směsí IAA a IBA
	Stanovováno IAA a IBA
[mol L−1]
	Stanoveno IAA a IBA
[mol L−1]
	Chyba IAA a IBA
[%]

	IAA 
	IBA
	IAA
	IBA
	IAA
	IBA

	5,17×10−6 
	5,12×10−6
	5,21×10−6 
	5,37×10−6
	+0,77
	+4,88

	1,03×10−5 
	1,02×10−5
	1,03×10−5 
	9,84×10−6
	0,00 
	−3,53

	5,17×10−6 
	1,02×10−5
	5,30×10−6 
	1,05×10−5
	+2,50 
	+2,94

	1,55×10−5 
	5,12×10−5
	1,50×10−5 
	4,86×10−5
	−3,22
	−5,08

	1,29×10−5 
	1,28×10−5
	1,34×10−5 
	1,38×10−5
	+3,88
	+7,80



Z prezentovaných hodnot je zřejmé, že navrženou metodou lze voltametricky stanovovat i látky tak podobné struktury jako jsou fytohormony IAA a IBA, jejichž voltametrické píky se překrývají. Vzhledem k tomu, že stanovení IBA je komplikovanější, je chyba stanovení vyšší než u IAA. Vypracovaná metoda byla úspěšně aplikována na dva komerční přípravky RHIZOPON AA obsahující pouze IBA a STIMULAX I, který obsahuje směs studovaných    látek.
            
Závěr
Byla vypracována voltametrická metoda stanovení dvou rostlinných stimulátorů IAA a IBA, které mají velmi podobnou strukturu, což vede k tomu, že dochází k superpozici píků. Pomocí DPV voltametrie s využitím BDDE jako indikační elektrody, lze v kyselém vodně-alkoholickém roztoku H2SO4 získat takovou odezvu, která umožní pomocí jednoduchého matematického postupu kvantitativně stanovit jednotlivé složky směsi. Metodu lze použít ke kontrole složení komerčně nabízených přípravků, což bylo potvrzeno analýzou dvou dostupných preparátů.
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