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Abstract
Daminozide (DM) is widely used plant growth regulator for treatment of fruit trees, ornamental plants or vegetable. DM itself is electrochemically non-active compound therefore it must be hydrolyzed before its voltammetric analysis. Generally, alkaline hydrolysis of DM is recommended. For the first time, acidic hydrolysis, which represents easier way without creation of possible volatile hydrolysis products, was used in the present paper. Boron-doped diamond electrode was employed as a sensitive tool for analysis of 1,1-dimethylhydrazine, which was identified as a hydrolysis product of DM, with high sensitivity. 
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Úvod
Daminozid (4-(2,2-Dimethylhydrazinyl)-4-oxobutanová kyselina, Obr. 1, DM) je jeden z nejdéle používaných regulátorů růstu. Poprvé byl na trh uveden v roce 1963 a od té doby je využíván pro zlepšení sklizně na celou řadu okrasných rostlin, ovocných stromů (zejména jabloní) nebo zeleniny (např. rajčat). DM je ve vodě poměrně dobře rozpustný a proto je v rostlinách velmi mobilní a snadno se dostává do všech jejich částí. Aplikace tohoto růstového regulátoru v případě jabloní podporuje růst květů, předchází předčasnému opadávání plodů a zlepšuje velikost, rozvoj barvy a skladovací vlastnosti jablek [1-3]. Bylo potvrzeno, že rezidua DM mohou být v jablkách detekována až rok po jeho aplikaci [4]. Během tepelného zpracování se v jablečných produktech objevuje degradační produkt DM a to 1,1-dimethylhydrazin (DMH) [5]. DMH je nebezpečný z hlediska lidského zdraví vzhledem k jeho toxicitě, navíc byl, stejně jako DM, klasifikován jako pravděpodobný lidský karcinogen (třída B2, EPA) [6].
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Obr. 1 Strukturní vzorec DM.

Vzhledem k významné biologické aktivitě a možným negativním účinkům na lidský organismus studovaného rostlinného regulátoru a jeho metabolitu, existuje řada analytických přístupů jeho stanovení. Vzhledem ke své povaze je tato látka nejčastěji stanovována po alkalické hydrolýze, např. plynovou chromatografií ve spojení s NP detektorem [2] nebo hmotnostním spektrometrem [7]. Některé pozdější chromatografické přístupy umožňují i přímé stanovení DM, např. [3]. Z hlediska elektrochemických metod, kterých se tato práce primárně týká, není problematika stanovení DM příliš bohatá. V 60. a 70. letech bylo publikováno několik prací týkajících se polarografických studií hydrazinu a příbuzných látek včetně DMH [8, 9] a oxidačního chování hydrazinu na platinové elektrodě [10]. Ianniello publikoval v roce 1987 studii [11] týkající se voltametrického stanovení DM na visící rtuťové kapkové elektrodě (HMDE) založeném opět na alkalické hydrolýze a následné oxidaci vzniklého DMH. Autor zjistil, že DMH poskytuje anodický signál okolo potenciálu −0,38 V (vs. Ag/AgCl) s využitím square-wave voltametrie (SWV). Navíc bylo zjištěno, že ekvivalentní množství čistého DMH poskytuje vyšší signál než DMH jako produkt hydrolýzy DM. Dalšími experimenty byl potvrzen inhibiční efekt jantarové kyseliny, která vzniká jako vedlejší produkt zmíněné reakce. Po optimalizaci experimentálních podmínek bylo dosaženo limitu detekce (LD) 2 mg L−1 (1,25×10−5 mol L−1). Navržená metoda byla aplikována pro stanovení DM v jablkách [11]. V práci [12] byla pro stanovení DM v přítomnosti jeho degradačního produktu DMH využita HPLC s elektrochemickou detekcí, protože spektrofotometrická detekce při 210 nm vykazovala pouze nízkou citlivost. Jako detektor sloužil elektrochemický článek s pracovní elektrodou ze skelného uhlíku, která byla ve formě vlákna. S využitím různých kolon došlo k účinné separaci obou látek a jejich následnému stanovení. S navrženou metodou bylo dosaženo dobré citlivosti (LDDM = 2×10−6 mol L−1, resp. LDDMH = 6×10−6 mol L−1) [12]. Pro úplnost je vhodné doplnit, že pro přímé stanovení DM byl využit i piezoelektrický senzor na bázi molekulárně tištěného polymeru v prostředí Brittonova-Robinsonova pufru o pH 9 a bylo dosaženo LD 5×10−8 mg mL−1 (3,12×10−7 mol L−1) [13].

Z uvedeného přehledu je patrné, že elektrochemické chování DM a jeho metabolitu DMH je popsané velmi málo a studium v této oblasti je, vzhledem k biologické aktivitě obou látek, žádoucí. Navíc možnost stanovení DM po jeho kyselé elektrolýze, která nevyžaduje tak náročné podmínky jako hydrolýza alkalická, nebylo dosud v literatuře publikováno. Cílem této práce je tedy nejen popsat možnosti využití kyselé hydrolýzy DM při jeho analýze ale i navrhnout jednoduchý voltametrický přístup pro jeho rutinní stanovení. 


Experimentální část
K přípravě modelových roztoků studovaných látek byl využit analytický standard daminozidu (CAS 1596-84-5, Sigma Aldrich, Německo), přípravek na ochranu rostlin B-NINER SG (Arysta LifeScience Registration Great Britain, Velká Británie), který obsahoval 850 g daminozidu v 1 kg přípravku a kapalný standard N,N-dimethylhydrazinu (98 %, Sigma Aldrich, Německo). Jako rozpouštědlo v případě 0,01 mol L−1 roztoků DM sloužil 96% ethanol a vodný roztok DHZ o koncentraci 3,55×10−2 mol L−1byl stabilizován 0,2 mol L−1 kyselinou sírovou.

Zásobní roztoky těchto analytů byly uchovávány bez přístupu světla a vzduchu při teplotě okolo 4 °C. Analyzované roztoky byly připravovány ředěním těchto standardů.
Brittonův-Robinsonův pufr (BRB, pH 2-11), který sloužil jako základní elektrolyty při studiu vlivu pH na stanovení DHZ byl připravován mísením kyselé a alkalické složky. Kyselou složkou byl 0,04M roztok H3PO4, H3BO3 a CH3COOH a alkalickou 0,2M NaOH (Ing. Petr Švec - PENTA s.r.o., Praha).

K voltametrickým analýzám byl použit elektrochemický analyzátor EP 100VA (HSC servis Bratislava, Slovensko). Měřící článek se skládal z pracovní bórem dopované diamantové elektrody (BDDE, Windsor Scientific, Velká Británie), referenční argentchloridové elektrody (sat.) a pomocné platinové elektrody (obě vyrobeny v Monokrystalech, Turnov, Česká republika). Stanovení DMZ v modelových vzorcích probíhalo pomocí elektrochemické oxidace s využitím diferenční pulzní voltametrie (DPV). Pracovní elektroda byla polarizována v rozsahu potenciálů +200 až +1950 mV rychlostí nárůstu potenciálu 40 mV s−1. Amplituda pulzu byla 60 mV a délka pulzu 60 ms. Tyto parametry byly zjištěny experimentálně s cílem dosáhnout co největší odezvy navrhované metody.

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

Vzhledem k tomu, že DM není elektrochemicky aktivní, lze nalézt v literatuře dvě publikace [11, 12], kdy se využívá pro jeho voltametrické stanovení produktu alkalické hydrolýzy. Autoři většinou uvádějí stanovení vzniklého DMH (N,N-dimethylhydrazinu). Jedná se o látku těkavou s bodem varu 63 – 64 °C v závislosti na tlaku.

V této práci byla zvolena k hydrolýze DM kyselina sírová, a sice proto, že alkalická hydrolýza musí probíhat v uzavřeném systému za tepla a díky utěsněné tlustostěnné zkumavce i za tlaku. Při následné manipulaci s hydrolyzátem může docházet ke ztrátám analytu v důsledku těkání ze silně alkalického prostředí. Daleko jednodušší provedení hydrolýzy DM skýtá kyselé prostředí např. 1 mol L−1 H2SO4. Proces probíhá za varu v otevřeném systému. Ke kondenzaci vodní páry, lze použít jednoduchý vzdušný chladič tvořený skleněnou trubicí o délce 25 cm se zábrusem, čímž je zajištěn konstantní objem hydrolyzované směsi. Doba hydrolýzy ovlivňuje množství vzniklého DMH. Pro analytické využití není nutné docílit 100%í výtěžnosti. Je však třeba dodržet stejné podmínky při hydrolýze vzorku a standardu, zejména dobu reakce a teplotu. Kyselé prostředí hydrolýzy je vhodné také proto, že vznikající DMH reaguje s kyselinou sírovou za tvorby stabilní soli N,N-dimethylhydrazin sulfátu (DMHS).

Nejprve byly provedeny základní voltametrické studie. Ze závislosti výšky vlny naměřené cyklickou voltametrií na rychlosti polarizace bylo potvrzeno, že probíhající děje jsou řízeny difuzí. Výšky vln vykazovaly nelineární průběh s rostoucí rychlostí polarizace. Lineární závislost byla pozorována při vynesení závislosti výšky sledované odezvy na druhé mocnině rychlosti polarizace. Kromě toho byla vynesena i logaritmická závislost (log(Ip)-log(v)), hodnota jejíž směrnice (0,44) se blížila k teoretické hodnotě 0,5, což opět potvrzuje difuzi jako řídící elektrochemický děj.

K voltametrickému stanovení DMH byla zvolena anodická oxidace metodou DPV na BDDE. Ze studie vlivu pH základního elektrolytu na  voltametrickou odezvu bylo zjištěno, že vyhodnotitelné křivky lze naměřit v rozmezí hodnot 8 – 11. Nejvyšší citlivosti bylo dosaženo při užití BRB o pH 9,01. Naměřené křivky v tomto prostředí jsou uvedené na obrázku 1 pro koncentrační rozmezí od 2,84 μg/ml do 19,88 μg/ml a signalizují postupný průběh oxidace. První pík vykazuje maximum v rozsahu potenciálů +1090 až +1110 mV, druhý pak v rozsahu +1560 až +1625 mV. Se zvyšující se koncentrací se posouvá odezva k pozitivnějším potenciálům. V prvním kroku pravděpodobně  vzniká N-nitrozo-N,N-dimethylamin, který se následně oxiduje na N-nitro-N,N-dimethylamin. 
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Obr. 1.  Voltametrické křivky anodické oxidace DMH v závislosti na zvyšující se koncentraci v rozmezí 2,84 – 19,88 μg mL−1.
Základní elektrolyt: BRB  pH 9,01. Křivka 0 – základní elektrolyt, křivky 1 – 2,84 μg mL−1, 2 – 5,69 μg mL−1, 3 – 8,52 μg mL−1, 4 – 11,36 μg mL−1, 5 – 14,2 μg mL−1, 6 – 17,04 μg mL−1 a 7 – 19,88 μg mL−1.

Z obrázku je zřejmé, že výška prvního píku je za daných podmínek lineárně závislá na koncentraci podle vztahu Ip = 0,26c – 0,03, kde Ip je výška píku v μA a c je koncentrace DMH v μg mL−1 analyzovaného roztoku, což bylo potvrzeno statistickým vyhodnocením programem NELIN (osobní konzultace doc. V. Jehlička, Univerzita Pardubice). Mez detekce byla za testovaných podmínek 0,19 μg mL−1 a mez stanovitelnosti 0,63 μg mL−1. Navržená metoda bude dále aplikována na praktické vzorky. 

                       
Závěr
Cílem této práce bylo nalézt vhodné experimentální podmínky pro voltametrické stanovení rostlinného růstového stimulátoru daminozidu. Bylo zjištěno, že v literatuře opomíjená kyselá hydrolýza, jako první krok analýzy, představuje výhodný postup převedení DM z jeho elektrochemicky neaktivní formy na formu oxidovatelnou (DMZ).  Kyselá hydrolýza je na rozdíl od alkalické snáze proveditelná a nevzniká při ní riziko vytěkání vzniklých produktů. Pro samotné stanovení byla využita bórem-dopovaná diamantová elektroda jako sensor a diferenčně-pulzní voltametrie, jejíž parametry byly optimalizovány pro dosažení nejlepší citlivosti a opakovatelných výsledků. Aplikovatelnost navrženého postupu bude ověřen při analýze reálných vzorků. 
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