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ANOTACE

V ramci této disertacni praci byly vyvinuty metody voltametrického stanoveni regulatort ristu
rostlin, zahrnujici paklobutrazol, daminozid a jeho rozkladny produkt N,N-dimethylhydrazin, a
fungicidli, mezi néz patii mefentriflukonazol, fluxapyroxad a metconazol. Stanoveni je
zaloZeno na anodické oxidaci na borem dopované diamantové elektrodé metodou diferencni
pulzni voltametrie. Voltametricka analyza probihé v alkalickém prostiedi, a to 0,07 mol L™
NaOH s 33 % acetonitrilu u paklobutrazolu, ¢istém Britton-Robinsonovém pufru o pH 9 u
daminozidu a N,N-dimethylhydrazinu a Britton-Robinsonovém pufru o pH 9 s 33 % acetonitrilu
u mefentriflukonazolu, fluxapyroxadu a metconazolu. Béhem kvantitativnich analyz
studovanych analyti byly vypo¢teny meze detekce a meze stanovitelnosti které byly 0,083 a
0,277 umol LY pro paklobutrazol, 0,44 a 146 pmol L pro daminozid,
0,063 a 0209 umol L' pro N,N-dimethylhydrazin, 10,81 a 36,04 nmolL? pro
mefentriflukonazol, 13,98 a 46,61 nmol L™ pro fluxapyroxad a 32 a 107 nmol Lt pro
metconazol. V této praci byl také zkouman reakéni mechanismus vSech latek s vyjimkou
metconazolu. S vyuzitim navrzenych metod bylo provedeno stanoveni studovanych analytt ve
vybranych smésich. Vypracované metody byly pouzity Kk analyze osmi komeréné dostupnych
ptipravkll a Ctyf vzorkdi obohacenych vod. Stanovené mnozstvi analyzovanych latek,
s vyjimkou fluxapyroxadu v Libraxu, se shodovalo s deklarovanymi obsahy. Tyto vysledky
byly rovnéZz potvrzeny nezdvislou metodou SpouZitim vysokoucinné kapalinové

chromatografii v kombinaci s detektorem diodového pole.

KLICOVA SLOVA
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TITLE

Development of methods for voltammetric determination of biologically important substances.

ANNOTATION

In this Ph.D. thesis, methods for the voltammetric determination of plant growth regulators,
including paclobutrazol, daminozide and its degradation product N,N-dimethylhydrazine, and
fungicides, including mefentrifluconazole, fluxapyroxad and metconazole were developed. The
determination is based on anodic oxidation on a boron-doped diamond electrode by differential
pulse voltammetry. The voltammetric analysis is carried out in alkaline medium, namely
0,07 mol L™t NaOH with 33 % acetonitrile for paclobutrazol, pure Britton-Robinson buffer of
pH 9 for daminozide and N,N-dimethylhydrazine and Britton-Robinson buffer of pH 9 with
33 % acetonitrile for mefentrifluconazole, fluxapyroxad and metconazole. During the
quantitative analyses of the studied analytes, the limit of detection and limit of quantification
values were calculated to be 0,083 and 0,277 umol L' for paclobutrazol,
0,44 and 1,46 umol L™* for daminozide, 0,063 and 0, 209 umol L™* for N,N-dimethylhydrazine,
10,81 and 36,04 nmol L for mefentrifluconazole, 13,98 and 46,61 nmol L™* for fluxapyroxad
and 32 and 107 nmol L! for metconazole. The reaction mechanism of all the compounds
except metconazole was also investigated in this work. The determination of the studied
analytes in the selected mixtures was carried out using the proposed methods. The developed
methods were also used to analyze eight commercially available formulations and four enriched
water samples. The determined amounts of the analytes, except fluxapyroxad in Librax, agreed
with the declared contents. These results were also confirmed by an independent method using

high performance liquid chromatography with diode array detector.
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Uvod

docela naro¢nych tkolt, je tuto velkou populaci a jeji domestikovana zvirata uzivit. Pro Gspésné
zemédelstvi a zahradnictvi je vSak potteba Celit riznorodym piekdzkam, jako jsou povodné,
sucha, bouiky, kroupy, houbové choroby, skudci atd. Bojovat s témito problémy se da pomoci
aplikace regulatort rustu rostlin a fungicidd. Regulatory ristu rostlin nejenom upravuji velikost
rostlin, zlepSuji vlastnosti a kvalitu plodd, upravuji vzhled rostliny, ale i zesiluji rostliny proti
vyse popsanym nepfiznivym ptirodnim jeviim. Fungicidy se vyuzivaji hlavné k potlacovani a

regulaci houbovych chorob [1-6].

Pouziti téchto latek je v dnesni dobé nezbytné, ale vedle pozitivnich G¢inkt psobi také
negativng, zejména diky své vysoké persistenci a mobilité ve slozkach zivotniho prostiedi, kde
pak mizou pusobit toxicky na lidi a zivocichy atd. Proto je velice dulezité sledovat osud téchto

latek v Zivotnim prostiedi a zachdzet s t€émito piipravky piisné podle platnych predpisi.

Tato prace je v€novana vyvoji voltametrickych metod pro stanoveni jak vybranych
regulatort rustu rostlin, tak i fungicidi. Piedstaviteli regulatort rustu rostlin jsou paklobutrazol
a daminozid. Paklobutrazol je inhibitorem produkci giberelini a diky tomu se pouziva
k regulaci rustu rostlin jiz od osmdesatych let minulého stoleti [7]. Metoda voltametrického
stanoveni této latky byla podrobné popsana v diplomové praci [8]. V této disertacni praci jsou
uvedené poznatky, dopliujici a rozsifujici jiz vyvinutou metodu. Daminozid je Siroce
pouzivany hlavné pfi péstovani jablek. Kvuli svému rozkladnému produktu
N,N-dimethylhydrazinu, ktery je velice nebezpeény a je klasifikovan, jako "pravdépodobny
karcinogen pro clovéka", je daminozid rovnéZ klasifikovan, jako "pravdépodobny karcinogen

pro ¢lovéka" [9].

Predstavitelé fungicidd jsou mefentriflukonazol, fluxapyroxad a metconazol.
Mefentriflukonazol a metconazol jsou inhibitory demethylaci ergosterolu. Slouzi k potlacovani
houbovych chorob u zeleniny, ovoce a zemédé€lskych plodin [10-14]. Fluxapyroxad je velmi
ucinnym inhibitorem sukcinatdehydrogendzy, ¢imz narusuje bunécné dychani a zpomaluje
kli¢eni spor. Rovnéz jako mefentriflukonazol a metconazol se Siroce pouziva u zemédélskych
a ovocnych komodit na ochranu proti houbovym chorobam [15,16]. Paklobutrazol,
mefentriflukonazol, fluxapyroxad a metconazole jsou klasifikovany jako velmi toxické pro
vodni organismy, proto je velice dilezité monitorovat jejich mnozstvi ve slozkach zivotniho

prostiedi [17-20].
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Tato disertacni prace popisuje vyvoj metod, jak pro individualni voltametrické
stanoveni  paklobutrazolu, daminozidu, N,N-dimethylhydrazinu, mefentriflukonazolu,
fluxapyroxadu a metconazolu a jejich realnych vzorku, tak i pro smésné piipravky
mefentriflukonazolu a fluxapyroxadu, zejména Revytrexu a Revystaru XL a smésny piipravek
metconazolu a fluxapyroxadu, a to Libraxu. Dale jsou zde popsany postupy analyz

paklobutrazolu a daminozidu v obohacenych vzorcich fi¢nich vod a vod z oplachu jablek.
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Piipravky na ochranu rostlin

1.1.1 Regulatory rlstu rostlin

Regulatory ristu rostlin se d€li na pifirodni a syntetické. Ptirodni latky se nazyvaji
fytohormony a jsou produkovany ptimo rostlinami. Patii mezi tzv. endogenni regulatory ristu.
Naopak syntetické regulatory jsou exogenni a zahrnuji umélé syntetizované chemické latky,
které v zavislosti na koncentraci mohou jak podporovat, tak inhibovat rist a vyvoj rostlin, a
proto se Siroce pouzivaji VvV zemédélstvi a zahradnictvi. Tyto syntetické regulatory nejsou
piibuzné fytohormonim, ale dokazou v riizné mife ovliviiovat jejich metabolismus a transport.
Regulatory rtstu rostlin se diky svym unikatnim vlastnostem Vv dnesni dob¢ Siroce pouzivaji
v zem¢&d¢€lstvi, zahradnictvi a vinafstvi. Jsou zejména pouzivany jak k potla¢ovani, tak i ke
stimulaci rastu rostlin, k iniciaci kveteni, ke zlepSeni velikosti a kvality plodu a také jejich
skladovacich vlastnosti atd. Tak naptiklad latky acetylen a ethylen jiz ve 30. letech 20. stoleti
se pouzivaly ke stimulovani kveteni a tvorbé plodt u ananasu. Regulatory rustu rostlin se dale
pouzivaji k zesileni odolnosti rostlin proti nepfiznivym piirodnim podminkam a jeviim, jako
jsou povodné nebo naopak sucho, silny vitr, bouiky, kroupy a tak dale. Pomoci regulatoru ristu

se da rostlina ,,upravit“ tak, aby lépe zvladala pfirodni podminky, ve kterych se péstuje [1-4].
Historie objevu fytohormonu

Diky vyvoji rostlinné fyziologie na konci 19. a na zac¢atku 20. stoleti bylo objeveno, zZe
rostliny produkuji signalni molekuly (hormony), které jsou schopny ve velmi nizkych
koncentracich vyvolat velké zmény v rostlinném organismu, aniz by byly fytotoxické. Prvni
fytohormon byl objeven ve 20. letech minulého stoleti a timto rostlinnym hormonem byla
kyselina indolyl-3-octova (IAA), jejiz strukturni vzorec zobrazuje schéma 1. Za jeji hlavni
ucinek byla tehdy povazovana stimulace prodluZzovani rustu rostlin. Pozdéji bylo zjisténo, ze
také stimuluje rust kofent, déleni bunék, a rovnéz s jeji pomoci se da regulovat opadavani ploda

a lista [1, 4].
OH

A\

N
H

Schéma 1: Strukturni vzorec kyseliny indolyl-3-octové (IAA)
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Pozdéji byly objeveny dalsi skupiny fytohormont, zejména gibereliny, cytokininy,
kyselina abscisova atd. Kromé fytohormont reguluji rust i jiné latky vyskytujici se ve vyssich
rostlinaich. Zejména se jedna o brassinosteroidy, kyselinu jasminovou, polyaminy a
oligosacharidy. Tyto latky jsou u¢inné ve vyssich koncentracich nez klasické hormony a mohou
byt fytotoxické [1]. VétSina syntetickych retardantl ristu rostlin pouzivanych ve svété jsou

inhibitory syntézy giberelini.
Gibereliny

V Japonsku na konci 19. stoleti byla objevena fytopatogenni houba Giberella fujikuroi,
kvuli které byl pozorovan abnormalni prodluZzovaci rist vyhont u ryZze. Fermentaci této houby
byl ziskan prvni giberelin, avSak kvuli valkam jeho struktura byla popsana az v 50. letech 20.
stoleti v USA. Od té doby bylo objeveno velké mnozstvi giberelini ptirodniho pivodu, a také

se pracovalo nad vyvojem syntetickych slou¢enin [2].

Dnes je znamo cca 140 piedstavitelt giberelind, vyskytujicich se ve vysSich rostlinach
anebo houbach produkujicich gibereliny. Vétsina z nich jsou prekurzory nebo katabolity, ale
nékteré maji i piimou biologickou aktivitu. Nejpouzivanéjsimi gibereliny jsou GAS3, resp.
kyselina giberelova a smés GA4 a GA7, jejichz strukturni vzorce zobrazuje schéma 2. Tyto
gibereliny se vyrabi fermentaci fytopatogenni houby Giberella fujikuroi. GA3 se nejvice
pouziva v zahradnictvi na zlepSeni kvality plodi, zejména hrusek, tfesni a citrusi, dale pak ve

vinafstvi a zemé&délstvi [1, 2, 21].

GAS5S GA6 GA7

Schéma 2: Strukturni vzorce giberelint
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Siroka $kala syntetickych regulatort riistii nebo také retardanti ristu rostlin ptisobi tak,
ze inhibuji rzné faze biosyntézy giberelinti a tim ovliviiuji ruist a vyvoj oSetienych rostlin. Tyto
latky hraji velmi dulezitou roli ve svétové produkci potravin a okrasnych rostlin. Napiiklad,
snizuji riziko polehavani rostlin pfi nepiiznivych piirodnich podminkach, a proto se Siroce

pouzivaji v Asii pfi péstovani ryzi a v Evropé pti produkci obilovin a fepky olejné [1, 2].

Jak jiz bylo zminéno, gibereliny zptsobuji prodlouzeny rust rostlin. Inhibice jejich
syntézy zapii¢ini, ze se rist zpomali, coz vede k niz$i vySce okrasnych rostlin, kompaktnéjsim
ovocnym stromim a snizi se také frekvence stfihani travnikl a zivych ploti. Nekteré latky
zpusobuji jak inhibici déleni bungk, tak i jejich prodluzovani, jiné slouceniny zptisobuji jenom
prodluzovaci rust se zachovanim procesu déleni bunék. Dostavame tak kratsi rostliny, ale se

stejnym poctem lista [1-4, 21, 22].

S kazdym rokem se zvé€tSuje pocet novych ptipravka pro regulaci ristu rostlin, avsak
aby prosly registraci, musi splfiovat spoustu podminek tykajicich se perzistence a mobility v

Zivotnim prostiedi, toxicity pro lidi a zivoéichy, pfipadn¢ i nebezpeci jejich metabolitt.

Dulezitym tikolem je sledovat jejich osud v Zivotnim prostiedi. Existuje spousta metod
pro stanoveni téchto ptipravki, pocinaje nejpouzivanéjsimi chromatografickymi metodami
v kombinaci s riznymi detektory, az po méné uzivané metody, jako je napiiklad
imunoanalytickd metoda. Jak jiz bylo zminéno, tato prace je zamétfena hlavné na vyvoj

voltametrickych metod pro analyzu téchto ptipravkd.

1.1.2 Fungicidy

Jiz od vzniku zemé&délstvi se lidstvo setkavalo s komplikacemi pfi péstovani a
skladovani riznych druht plodin. Ztrata trody mohla vést k hladu a umrti celé vesnice. V té
daleké minulosti nasi predkové ani nemohli doufat, ze bude vynalezen u¢inny zptsob, jak s tim
bojovat. Prvni fungicidy se zacaly pouzivat jiz pted 200 lety k oSetfeni rostlin proti chorobam
a Skidcim. Byly to pfipravky na bazi médi a siry. Dfive se fungicidy pouZzivaly pfevazné
Kk ochran¢ obilovin a vinné révy, ale s postupem casu se pocet oSetfovanych plodin rozsifoval.
V dnesni dob¢ jsou fungicidy Siroce pouzivany K ochrané vétSiny ovocnych a zeleninovych
komodit, zem&dé&lskych plodin a pramyslové dulezitych plodin, jako je napiiklad bavina atd.
[5, 6].

Vétsina chorob, kvili kterym vznikd potifeba pouzivat fungicidy je zpusobena

houbovymi patogeny, které napadaji rostliny. Mezi tyto patogeny mizeme zatadit pfedstavitele

riznych hub, zejména Penicillium, Botrytis, Sclerotinia, Pythium, Fusarium, Alternaria,
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Phytophthora atd. Obiloviny jsou nejcastéji napadany patogeny rodu Penicillium, Aspergillus,
Alternaria a Fusarium, a pro hroznové vino nejvétsi nebezpeci predstavuji infekce Botrytis
cinerea, Uncinula necator a Plasmopara viticola. Patogeny muzou vést ke skvrnitosti u
pSenice, cukrové fepy, Spenatu, mangoldu a dalSich vyznamnych zeméd¢lskych plodin. Také
vznik plisni v obilovinach zplsobuje ztratu susSiny, degradaci lipida a bilkovin, nepiijemnou
chut’ a podobné. Dilezité je také pfipomenout, Ze rostliny mohou byt napadeny témito patogeny

nejenom pii samotném péstovani, ale také i pii nasledném skladovani [5, 6].

Na rozdil od starSich nesystémovych fungicidii, souc¢asné fungicidy plisobi systémove.

Pomaha to 1épe kontrolovat a pfedchazet chorobam rostlin [5, 6].

V dnesni dobé¢ existuje obrovsky pocet fungicidnich ptipravki pro vSechny ptipady
rostlinnych chorob. Tyto ptipravky mtizeme rozdé€lit podle chemické skupiny a zptisobu uc¢inku
takto: triazoly, benzimidazoly, dikarboximidy, dithiokarbamaty, fenylamidy, ftalimidy,

anilinopyrimidiny, fenylpyrroly, fenoxychinoliny, Qol-fungicidy a anorganické slouceniny [5].

Velkym problémem, se kterym se setkavaji zemé&dé€lci, je vznik rezistence u patogenu
k uré¢itému druhu fungicidu, a ten pak prestava byt ucinny. Toto se neustale fesi, vyvijeji se
nové piipravky, které by piedchazely vzniku této rezistence. Jednim z takovych fungicida je

mefentriflukonazol [6, 23].

Fungicidy jsou velmi ucinné pii kontrole a potlacovani houbovych chorob, ale zaroven
dost Casto jsou velmi toxické pro zivotni prostedi, zivo€ichy a lidské zdravi. Proto je dulezité
kontrolovat jejich obsah, zejména maximalni limity rezidui (MLR) ve slozkach Zzivotniho
prostiedi a potravindch. Také by se mély dodrzovat vSechny pokyny bezpecnosti prace, aby se

ptredeslo jakékoliv nadmérné expozici piipravku.
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1.2 Studované latky

1.2.1 Paklobutrazol
Paklobutrazol, (2RS,3RS)-1-(4-chlorfenyl)- 4,4-dimethyl-2-(1H-1,2,4- triazol-1-
yl)pentan-3-olu, zkracené¢ PBZ (schéma 3) je Siroce pouzivanym retardantem rastu rostlin jiz

od osmdesatych let minulého stoleti [7].

HO

o

N\ sy
2( T

Cl Cl

N\\——W

N

25.35-PBZ 2R.3R-PBZ

Schéma 3: Strukturni vzorce enantiomera PBZ

Hlavnim G¢inkem PBZ je inhibice cytochromii P450 (CYP 450), ktera nasledné vede
K inhibici produkci giberelind. Za nasledek to ma vliv na vysku oSetfenych rostlin, jelikoz pfi
indukci giberelini bunky se stale déli, ale neprodluzuji se, takze rostliny se zmenSuji se
soucasnym zachovanim poctu listd. Tento efekt je velice zaddouci pii péstovani okrasnych
rostlin a rostlin ve sklenicich. Mezi dal$i morfologické u¢inky PBZ mizeme zatfadit zvySeny
rust kotentl, zvétSeni chloroplastd a tloustky listil, zvétSeni tloustky epikutikularni voskové
vrstvy a snizeni prodlouZeni vyhonka a délky trichonu [7, 17, 24-27]. Navic PBZ zlepSuje
velikost a kvalitu plodd, naptiklad pti mirné aplikaci PBZ na jablon€ bylo pozorovéano zlepSeni
jak kvality plodu, tak i jejich skladovacich schopnosti [28, 29]. Dalsim dtlezitym uc¢inkem PBZ
je to, ze zvySuje odolnost rostlin proti polehani tim, Ze usnadiiuje ptenos fotosyntetickych
produktl z listh do kofendl, ¢imz posiluje kofeny a stonky. Dale také bylo prokazéano, ze diky
biochemickym zménam zplisobenym PBZ, oSetfené rostliny 1épe snasely nepfiznivé ptirodni

podminky jako je sucho nebo zvySena solnost pudy [30-33].

PBZ je triazolovou, chirdlni latkou a mize existovat ve formé Ctyf enantiomerd, ze
kterych se kazdy muze liSit toxicitou, bioaktivitou, bioakumulaci apod. AvsSak komercni

ptipravek obsahuje pouze 2R,3R-PBZ a 2S,3S-PBZ enantiomery jejichz strukturni vzorce
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zobrazuje schéma 3. 2R,3R-PBZ mé vysokou fungicidni aktivitu a 2S5,3S-PBZ odpovida za
inhibici giberelint [34-36].

Toxicita PBZ

Béhem studie na potkanech a mysSich a testu in vitro a in vivo bylo zjisténo, ze PBZ by
nem¢l byt karcinogenni ani genotoxicky. U zvitrat v§ak vykazoval mirnou oralni a inhala¢ni
akutni toxicitu a nizkou dermalni akutni toxicitu. Navic PBZ je klasifikovan jako podeziely

z reprodukéni toxicity (H361) [7, 17].
Osud PBZ v Zivotnim prostiedi

Ve vodnim a pidnim prostiedi je PBZ povazovan za environmentalné stabilni
slouceninu s polo¢asem rozpadu (DT50) v pudé 43-618 dni za anaerobnich podminek. AvSak
mely by byt pfisné sledovany mozné tniky PBZ do Zivotniho prostfedi, obzvlast’ do vody,

jelikoz PBZ ma akutni (H400) a chronickou (H410) toxicitu pro vodni organismy [7, 17, 37].
Metody stanoveni PBZ

Nejpouzivangj$i metodou pro stanoveni PBZ na urovni enantiomertu je kapalinova
chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii (LC-MS). Vétsinou, pokud se jedna o
prekoncentraci a extrakci vzorku [38-43]. Mezi nechiralni metody stanoveni PBZ miiZzeme
zaradit plynovou chromatografii (GC), fluruimmunoassay a fluorescenéni spectrofotometrii
[37, 44, 45]. Za ucelem rozsifeni poznatku o PBZ a vylepSeni jiz vyvinuté metody
voltametrického stanoveni této latky, kterd je podrobné popséna v praci [8] byly provedeny

dalsi experimenty, které jsou uvedeny v kapitole Vysledky a diskuse.
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1.2.2 Daminozid
Daminozid, kyselina 4-(2,2-dimethylhydrazinyl)-4-oxobutanova, jehoz strukturni
vzorec uvadi schéma 4a, je jednim z prvnich komer¢nich rastovych regulatori. Poprvé byl

pouzit v USA v roce 1963 na chryzantémy v kvétinacich [9, 46].

a) b)
QH H H  CH,
N. _CHs N—N
o N NN
O CHs H  Ch,

Schéma 4: Strukturni vzorce daminozidu (a) a N,N-dimethylhydrazinu (b)

Daminozid, zkracené DMZ, se pouziva u fady plodin, a to jak u ovoce a zeleniny napf.
pro zlepSeni kvality skliznég, tak u okrasnych rostlin. Pomoci DMZ se naptiklad miize snizovat
intenzita ¢erveného zbarveni u pivonék. Také se DMZ hodné pouziva pii produkci jablek, a to
ke zvySeni vyvoje kvéti, velikosti a barvy plodil, k omezeni vegetativniho ristu a zlepSeni
skladovacich vlastnosti [9, 47-52]. Tyto G¢inky jsou zptisobeny tim, ze DMZ inhibuje aktivitu
2-oxoglutarat-dependentni dioxygenazy v draze biosyntézy giberelind. Jak jiz bylo zminéno,
gibereliny jsou velkou skupinou pfirozenych regulatori ristu, které v rizné mife reguluji rist
a vyvoj rostlin, zejména déleni a prodluzovani bunék, kli¢eni semen, prodluZzovani vyhoni atd
[47, 48]. DMZ se aplikuje bud’ postiikem na listy anebo jako maceni pied vysadbou. Dobie se

vstiebava listy a rozvadi se po celé rostling [9].
Toxicita DMZ

Toxicita DMZ byla piredmétem diskuse jiz mnoho let v minulosti. Na zakladé vyzkumu,
ktery provadéla organizace United States Environmental Protection Agency (US EPA) v roce
1983 bylo zjisténo, Ze DMZ ma velmi nizkou akutni a subakutni toxicitu, pro inhala¢ni a ordlni
ucinky je zatrazen do kategorie toxicity IV, a pro derméalni u¢inky do kategorie toxicity III. Jeho
rozkladny produkt N,N-dimethylhydrazin, zkracené UDMH (jehoz strukturni vzorec zobrazuje
schéma 4b, predstavuje mnohem vétsi nebezpeci pro ¢lovéka a zivotni prostiedi. Podle US EPA
je Klasifikovan jako "pravdépodobny karcinogen pro ¢lovéka" a je zafazen do skupiny B2.
Vzhledem k tomu, Ze ptitomnost a mnozstvi UDMH jsou piimo zavislé na DMZ, jak je ukazano
na schématu 5, byl DMZ rovnéz klasifikovan jako karcinogen skupiny B2 [9, 52-54]. Kvuli

témto skute¢nostem bylo od roku 1989 zakazano pouziti DMZ na potravinaiské plodiny [55].
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Béhem studii na potkanech bylo zjisténo, ze DMZ nezptisobuje vyvojovou ani reprodukéni
toxicitu, také pro DMZ spolu s UDMH nebyla prokazana mutagenita [9].

Q H.C H.C
HL L | hydrolyza  *7\ oxidace N
N—NH—C—CHzCH-C—OH — > NTNH,  ——— N—NO
HC H.C H.C
DMZ UDMH N-nitrosodimethylamin

Schéma 5: Reakce rozkladu DMZ

Kvuli jiz popsanym skute¢nostem je nutné dodrzovani bezpecnostnich pravidel béhem
aplikace ptipravka obsahujicich DMZ. Tak naptiklad pracovnici sklenikii by méli mit na sobé
chemicky odolnou obuv, zastéru, pokryvku hlavy, rukavice atd. Také by se nemélo vstupovat

do skleniku diive nez po 24 hodinach po aplikaci piipravku [9].
Osud DMZ v Zivotnim prostiedi

Vzhledem k tomu, ze ptipravky obsahujici DMZ lze pouzivat pouze ve sklenicich, tiniky
do zivotniho prostfedi by mély byt minimalni. MiZze se vSak stat pti nevhodném zachazeni
nebo pii chybné aplikaci, Ze dojde k prusaku do pidy a do vodnich tokt. Podle US EPA je
DMZ stabilni viici hydrolyze, avsak v ptdé se rychle rozklada. Co se tyce vlivu na zivé
organismy, z hlediska akutni toxicity je DMZ mirné toxicky pro vodni bezobratlé a skoro

netoxicky pro sladkovodni ryby, savce a ptaky [9].

Jak jiz bylo zminéno, DMZ se hodné pouziva pfi péstovani jablek. Jeho rezidua v
jablkach Ize nalézt aZ jeden rok po aplikaci, matetska slouCenina je také hlavnim reziduem v
jable¢nych vyrobcich (napt. omackach, stavach) [56]. Dalsim nebezpecim je to, Ze pii zahfivani
jable¢nych piipravki se uvoliuje UDMH (2-8 % celkového mnozstvi DMZ), ktery je, jak jiz
bylo uvedeno, nebezpecny pro lidské zdravi [56, 57]. Maximalni limity rezidui DMZ a UDMH
jsou uvedeny v Natizeni komise (EU) 2017/624 ze dne 30. bfezna 2017, kterym se méni prilohy
IT a V natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 396/2005 [58].
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Metody stanoveni DMZ

Vétsina metod pouzivanych pro stanoveni DMZ je zalozena na jeho alkalické hydrolyze
na UDMH, ktery je nasledn¢ komplexovan nebo derivatizovan pomoci raznych cinidel. Tyto
derivaty se pak analyzuji spektrofotometricky, plynovou nebo kapalinovou chromatografii za
pouziti riznych typl detektorli, zejména dusiko-fosforového detektoru (NPD), detektoru
elektronového zachytu (ECD) nebo hmotnostni spektrometrii (MS) [47,51,57,59-61].

Jako alternativa slozitym instrumentalnim metodam byla vyvinuta metoda zalozena na
vyuziti piezoelektrického krystalového senzoru, kde jako rozpoznavaci prvek slouzi polymer s

molekularnim otiskem DMZ [56].

Z hlediska voltametrického stanoveni DMZ, v literatute lze nalézt pouze jednu praci
zroku 1987, ktera vyuziva alkalickou hydrolyzu a vznikly produkt UDMH je pak
elektrochemicky oxidovan na rtutové kapkové elektrodé s vyuzitim square-wave voltametrie

(SWV) [62]. Piimé voltametrické stanoveni DMZ zatim nebylo popsano.
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1.2.3 Mefentriflukonazol

Mefentriflukonazol ((2RS)-2-[4-(4-chlorophenoxy)-2-(trifluoromethyl)phenyl]-1-(1H-
1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol) je prvnim isopropanol-triazolovym fungicidem pouzivanym
k prevenci, kontrole a potlacovani houbovych chorob u §irokého spektra zemédélskych plodin,
ovoce a zeleniny, zejména obilovin, jablek, rajcat, okurek, paprik, brambor, séji, Citrusi a
hroznu [10, 11].

Mefentriflukonazol, zkracen¢ MFZ, je DMI - fungicidem, coz znamena, ze je
inhibitorem demethylace sterolti, zejména ergosterolu. Snizeni hladiny ergosterolu vede ke
zméné funkce a struktury cytoplazmatické membrany hub, které zpusobuji choroby rostlin
[10, 11]. Tyto fungicidy se piisné reguluji EU kvuli podezieni narusovani endokrinniho
systému, avsak MFZ na rozdil od jinych DMI-fungicidi ma minimélni nezadouci vedlejsi
ucinky a zaroven vysokou fungicidni aktivitu. Dal$im problémem Spojenym S pouzitim
DMI-fungicidi je vznik rezistence vuci témto fungicidim U nékterych patogend, naptiklad
Cercospora beticola, kvuli kterému se listy cukrové fepy, mangoldu a Spenatu pokryvaji
skvrnami typu cercospora, patogenu Septoria tritici, ktery je pti¢inou skvrnitosti u psenice,
dale patogenu Podosphaera xanthii, zptsobujiciho mouc¢natost cukrovky a dalsi [63]. Kvili
této rezistenci se naptiklad snizila ¢innost epoxikonazolu vuci Zymoseptoria tritici 0 55 %
[64]. Bylo zjisténo, ze na rozdil od jinych DMI-fungicidi, u MFZ v ur¢itych ptipadech se tato
rezistence neprojevuje. Tak naptiklad MFZ je velice ucinny proti velkému poctu
triazol-rezistentnich izolatd patogenu Zymoseptoria tritici a jinym patogenim zpusobujicim
listové skvrny, mouénivku, plisné nebo rez u spousty plodin [63]. Navic bylo dokazano, ze
mezi MFZ a jinymi DMI — fungicidy existuje tzv. zkiizena rezistence, a to diky jeho unikatni

struktufe, uvedené na schématu 6 [10, 11, 63, 64].

VétSina triazolovych fungicidii jsou chirdlni slouc¢eniny. MFZ neni vyjimkou, mé jedno
chiralni centrum, takZze muze existovat ve dvou stereoizomernych formach, a to S-(+)-MFZ a
R-(-)-MFZ (schéma 6). Tyto enantiomery jedné latky se Casto li§i v bioaktivité, toxicité,
metabolismu, perzistenci ve slozkach zivotniho prostfedi a podobné¢. Je dulezité studovat tyto
odli$nosti pro kazdy enantiomer, aby se dalo piesn€ posoudit nebezpeci urcitého piipravki pro

zdravi a zivotni prostiedi [11, 64, 65].
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Schéma 6: Strukturni vzorce stereoizomeru MFZ

Béhem jedné studie zabyvajici se enantiomery MFZ bylo zjisténo, ze z hlediska inhibice
biosyntézy ergosterolu je R-(—)-MFZ mnohem u¢innéjsi nez S-(+)-MFZ, dale také byly
pozorovany piednostni metabolismus a eliminace enantiomer S-(+)-MFZ u potkant. Podlé
této studie mél R-(—)-MFZ ve srovnani s S-(+)-MFZ 5 az 473krat vyssi bioaktivitu viéi vSem
testovanym houbovym patogenim [65]. Jina studie uvadi pon¢kud odliné hodnoty, zejména
R-(—)-MFZ byl 11 az 113 krat a¢inngjsi nez S-(+)-MFZ proti testovanym fytopatogentim.
Navic bylo zjisténo, Ze pouziti Cistého R-(—)-MFZ, misto komercni racemické smési, obsahujici

oba enantiomery by mohlo sniZzit zne¢i$téni Zivotniho prostiedi [66].
Toxicita MFZ

MFZ se snadno absorbuje savci, poté se Siroce distribuuje a metabolizuje se na velky
pocet metaboliti. Z hlediska akutni toxicity pfi inhala¢nim, dermalnim ¢i oralnim podani
vykazuji MFZ a jeho metabolity nizkou toxicitu, av$ak byl klasifikovan jako senzibilizator ktize
(H317), coz znamena, ze muze vyvolat alergickou kozni reakci. Z hlediska kratkodobé a
dlouhodobé expozice MFZ nejcastéji poskozuje jatra. Jsou cilovym organem pro vSechny

testované druhy zvirat, zejména pro mysi (nejcitlivéjsi), potkany a psy [18, 67-69].

Béhem studii na mysich byla ziskana hodnota NOAEL (no-observed adverse effect
level), kterd uvadi mnoZstvi MFZ, pii kterém nejsou pozorovany nepfiznivé Uc¢inky. Pro
kratkodobou a dlouhodobou expozici MFZ se tato hodnota rovna 3,5 mg/kg télesné hmotnosti

denn¢ [18, 67-69].

Z hlediska toxicity neni MFZ povazovan za genotoxicky, imunotoxicky, neurotoxicky
a teratogenni, také by nemél ohrozovat reprodukcni schopnosti a plodnost. Co se tyce
karcinogenity, pokud se neptekracovala hodnota 36 mg/kg télesné hmotnosti na den u mysi a
163 mg/kg télesné hmotnosti na den u potkanti, nebyly pozorovany zddné karcinogenni ti€inky
[70].
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Osud MFZ v Zivotnim prosti‘edi

V pldnim prostiedi je MFZ mirn¢ mobilni a vysoce perzistentni s DT50 104 az 477 dni.
Ve vodnich systémech je MFZ také perzistentni, do povrchovych vod se miize dostat prusaky
z pudy, na kterou je vazan. Pravdépodobnost, Ze by se MFZ dostal do podzemnich vod je velmi

nizka, a to kvili jeho vysoké sorp¢ni schopnosti [68].

Z hlediska toxicity pro zivotni prostfedi je MFZ klasifikovan jako ,,vysoce toxicky pro
vodni organismy* (H400) a ,,vysoce toxicky pro vodni organismy pii dlouhodobych ucincich*
(H410), obzvlast se to tyka sladkovodnich ryb, z hlediska akutni toxicity. MFZ ma také sttedni
az vysokou toxicitu pro savce, mirnou toxicitu pro ptaky a je prakticky netoxicky pro dospélé
véely a larvy [18, 68, 71, 72].

Metody stanoveni MFZ

Vzhledem k tomu, ze se MFZ objevil v praxi relativné¢ nedavno, zatim neni popsano
mnoho metod na jeho stanoveni. Nejcastéji se MFZ stanovuje pomoci ultraa¢inné kapalinové
chromatografie spojené s hmotnostni spektrometrii (UPLC-MS/MS), ktera se pouziva ke
stanoveni enantiomert MFZ [73, 74]. Tato metoda muze byt vylepSena pouzitim specialni
extrakéni techniky anebo jiného nez hmotnostniho detektoru. Tak naptiklad pro analyzu MFZ
ve vzorcich pSenice, prosa, ryze, ¢iroku a kukufice byla vyvinuta metoda, pouzivajici disperzni
mikroextrakce kapalina-kapalina ve spojeni s ultra vysokotlakou kapalinovou chromatografii s
detektorem s diodovym polem (UHPLC-DAD) [75]. Dalsim piikladem je metoda pro chiralni
stanoveni MFZ ve vzorcich ovocné §tavy, vody a fermentovaného likéru S vyuzitim
pfepinatelné homogenni mikroextrakce kapalina-kapalina na bazi hlubokého eutektického
rozpoustédla (SDES-HLLME) v kombinaci s vysokotc¢innou kapalinovou chromatografii s
detekci pomoci diodového pole (HPLC-DAD) [76]. V Cing byla vyvinuta dal§i metoda pro
stanoveni enantiomerd MFZ v paprice a okurkach (Cerstvych a nakladanych) a v rajéatech
pomoci nadkritické fluidni chromatografie a tandemové hmotnostni spektrometrie (SFC-
MS/MS). Diky této metode byly zjistény dilezité skutecnosti o chovani enantiomert MFZ ve
zkoumané zeleniné a zpracovanych zeleninovych vyrobcich, které mohou poslouzit

k pfesnéjsimu posouzeni rizik [11].

Voltametrické metody pro stanoveni této latky dosud nebyly popsany.
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1.2.4 Fluxapyroxad

Fluxapyroxad (3-(difluoromethyl)-1-methyl-N-[2-(3,4,5-
trifluorophenyl)phenyl]pyrazole-4-carboxamide), zkracené FPX, jehoz strukturni vzorec je
zobrazen na schématu 7, je velmi u¢innym pyrazolem a SDHI-fungicidem §iroce pouzivanym
pro kontrolu a potlacovani houbovych chorob u bavlny, arasidt, luskovin, obilovin, olejnin,

ovocnych stromu a zeleniny [15, 16, 77, 78].

Mechanismus uc¢inku SDHI-fungicidt je zalozen na inhibici sukcinatdehydrogenazy
(SDH) v komplexu II mitochondrialniho dychaciho fetézce hub. Tim se narusSuje bunééné
dychani a zpomaluje se tak kliceni spor, rist mycelia a zdrode¢nych trubic, coz ve vysledku

celkoveé zpomaluje rust cilovych druhti hub [16, 77-79].
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Schéma 7: Strukturni vzorec FPX

Jednim z takovych houbovych patogent je Pyrenophora tritici-repentis, zptusobujici
»opalenou skvrnitost u pSenice (Triticum aestivum L.) a tim snizujici plochu vyuzitelnou
k fotosyntéze. Dusledkem je zhorSeni kvality zrna a snizeni vynosu pSenice [80, 81].

Béhem jedné studie bylo zjisténo, Ze kromé fungicidnich u¢inki ma FPX také pozitivni vliv na
fyziologické parametry rostlin. Tak naptiklad u rostlin oSetfenych FPX bylo pozorovano
zlepSeni rychlosti fotosyntézy, zvySené ozelenéni listli, sniZzené poskozeni bunck, zvySena
ucinnost vyuziti vody a tak dale. Také FPX, stejné jako MFZ, vykazuje rezistenci vici urcitym

patogentim, napi. Corynespora cassiicola, coz snizuje jeho uc¢innost [80, 82].
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Toxicita FPX

Pti akutni dadvce vykazuje FPX nizkou toxicitu pro vSechny expozic¢ni cesty. Cilovym
organem pii chronickém a subchronickém perordlnim podani FPX jsou jatra, a to u mysi,
potkant a pst. U potkanti bylo pozorovano zvysSeni hmotnosti jater a hypertrofie jaternich
bunck. Také peroralni expozice FPX vedla ke zménam v aktivité jaternich enzymd, coz
v dasledku zpusobovalo zmény hormont $titné zlazy, hypertrofii a hyperplazii folikult $titné
Zlazy a tvorbu nadoru §titné zlazy. V pfipadé zvySovani délky expozice nebo davky FPX byl
pozorovan vznik nadort u jater, dale také neoplastické zmény jater a hepatocelularni nekroza.
Tvorba nadort jater a §titné zlazy byla objevena jen u potkani, a to pro jatra
pii davkach> 11 mg/kg/den pro samce a > 82 mg/kg/den pro samicky a pro Stitnou
Zlazu > 68 mg/kg/den u samci [15, 20]. Pro ostatni organismy, ptedevsim pro ¢lovéka, je FPX
klasifikovan jako ,nepravdépodobny karcinogen “, skupina 4. FPX by nemél byt ani
neurotoxicky, ¢i mutagenni [15, 83, 84]. Pii posouzeni pracovnich rizik bylo zjisténo, ze FPX

neptedstavuje nebezpecdi, a to pii kratkodobé i sttednédobé expozici [15].
Osud FPX v Zivotnim prostiedi

Rychlost aerobniho a anaerobniho rozkladu FPX v piidnim a vodnim prostiedi je nizka,
s DT50 od 213 do 1827 dni pro ptidu a s DT50 od 420 do 731 dni pro vodni systémy. Kromé
toho FPX nepodléha vodni ani pudni fotolyze a pii urcitych hodnotach pH (zejména 4,5,7 a 9)
je stabilni vii¢i hydrolyze. Z hlediska mobility je FPX povazovan za stiedné az mirné mobilni
a s pomoci riznych mechanismd, jako je vyplavovani, eroze ¢i odtok se vSak muze dostat jak
do povrchovych, tak i do podzemnich vod [15, 20, 83-86]. Na rozdil od mateiské latky,

metabolity FPX se povazuji za vysoce az velmi vysoce mobilni v pidnim prostiedi [20].

FPX je stejné jako PBZ a MFZ klasifikovan jako ,,vysoce toxicky pro vodni organismy*
(H400), a ,,vysoce toxicky pro vodni organismy pii dlouhodobych t¢incich* (H410). US EPA
a European Food Safety Authority (EFSA) uvadéji ve svych zpravach, ze FPX ma nizkou akutni
a chronickou toxicitu jak pro sladkovodni, tak i pro moiské organismy, a to pro ryby,
bezobratlé, obojzivelniky a rostliny. Jediné riziko hrozi, kdyz se aplikuje pripravek, ktery

83-86].

Podle dalsich studii ma FPX nizkou akutni toxicitu pro savce a je prakticky netoxicky pro
suchozemské bezobratlé zivocCichy, pro vcely a ptaky pfi akutni expozici. Nelze vyloucit

chronickou toxicitu pro suchozemské plazy, obojzivelniky a ptaky, avSak zatim neni informace
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jednoznacné potvrzujici tyto udaje. Podle predbéznych informaci nasledkem chronické toxicity

u uvedenych zivo€ichti byl pozorovan mirny nardst t€lesné hmotnosti mlad’at [15, 20, 83-86].
Metody stanoveni FPX

V¢tSina piipravkd na ochranu rostlin se stanovuje pomoci LC-MS/MS, FPX neni
vyjimkou [20]. Jednou z takovych metod je QUEChERS (quick, easy, cheap, effective,rugged
and safe method) s vyuzitim UHPLC-MS/MS pro stanoveni FPX a jeho metabolitti v pidach,
sedimentech a kalech [87]. Dalsi podobnou metodou je také UPLC-MS/MS vyuzivajici ionizaci
elektrosprejem (ESI). Tato metoda byla vyvinuta pro stanoveni péti pyrazolovych pesticidi
véetné FPX, a to Vv zelening, ovoci a obilovinach [88]. Existuji také metody, pouzivajici
kvadrupolovy hmotnostni spektrometr k identifikaci a kvantifikaci rezidui FPX [89, 90].
Z hlediska elektrochemického stanoveni FPX, byla vyvinuta metoda pouzivajici
elektrochemicky senzor s molekularné tisténym polymerem (MIP) pro FPX [91]. Stejné jako
Vv piipadé¢ MFZ, zatim nebyly popsany voltametrické metody pro stanoveni FPX.

31



1.2.5 Metconazol
Metconazol, 5-[(4-chlorophenyl)methyl]-2,2-dimethyl-1-(1H-1,2,4-triazole-1-

ylmethyl) cyclopentanol, zkracené MCZ je dalSim pfedstavitelem inhibitoru demethylace
ergosterolu, tedy patfi mezi DMI-fungicidy. [12-14, 92-98]. MCZ byl vyvinut japonskou
spole¢nosti Kureha Corporation v roce 1992 a od té doby je zaregistrovan ve vice nez 40 zemich
v&etn& Evropské Unie, USA, Kanady, Ciny a dalsich [12, 14, 92, 94, 97-99]. V soucasné dobé
se MCZ pouziva pro ochranu Sirokého spektra plodin, a to pSenice, fepky, obilovin, peckovin,
kukufice, soji a travniku [12, 96, 100] proti houbovym patogentim a chorobam, zejména
Fusarium graminearum, Exserohilum turcicum, Zymoseptoria tritici, Puccinia triticina,
Alternaria triticina, padli apod. [12-14, 94, 97, 98, 100].

MCZ je chiralni latkou, ma dvé chiralni uhlikova centra a ma dva pary diastereoizomerti
a dva pary enantiomert, a to rac-MCZ, cis-1R,55-MCZ, cis-1S,5R-MCZ, trans-1S,55- MCZ a
trans-1R,5R-MCZ, jejichz struktury jsou uvedeny na schématu 8 [13, 14, 92, 93, 99]. Jako
vétSina chiralnich fungicidi mad MCZ odliSny Uc¢inek na urcité patogeny v zdvislosti na

struktufe enantiomerd.

rac-MCZ
cis-1R.55-MCZ trans-15.55-MCZ
=) O
N—.
N~ = Cl
cis-1S.5R-MCZ trans-1R.5R-MCZ

Schéma 8: Strukturni vzorce stereoizomera MCZ

Tak naptiklad béhem jedné studie bylo zjiSténo ze bioaktivita MCZ vii¢i patogentim
Fusairum  graminearum a Alternaria triticina klesa Vv nasledujicim  potadi
cis-1S,5R-MCZ > rac-MCZ > trans-1S,55- MCZ > trans-1R,R- MCZ > cis-1R,5S- MCZ
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[13, 14]. Navic bylo zjisténo, ze fungicidni aktivita Cis-1S,5R-MCZ vu¢i jiz zminénym
patogenim byla 13,9-23.4 krat vyssi nez cis-1R,55-MCZ [13]. Dalsi studie se zabyvala
stereoselektivni toxicitou MCZ na sladkovodni fasu Chlorella pyrenoidosa. Ukazalo se, Ze
nejvyssi toxicitu projevuje trans-1S5,5S5-MCZ, po jehoz osetfeni dochazelo k zavaznému
poskozeni antioxida¢niho systému a fotosyntézy [92]. Protoze hlavni podil (90 %) komer¢nich
produkti tvoti cis-MCZ, jedna studie se zabyvala negativnimi u¢inky tohoto enantiomeru na
zebricky (Danio rerio). Bylo zjisténo Ze cis-1R,55-MCZ ma mnohem silngjsi schopnost
vyvolavat oxidativni stres a endokrinni poruchy $titné zlazy u zebficek a navic se bioakumuluje
prednostnéji nez Cis-1S,5R-MCZ. Akutni toxicita MCZ vuci zebfickam klesa v nasledujicim
poradi cis-1R,55-MCZ > sm¢s > cis-1S,5R-MCZ [93]. Z vySe uvedenych skutecnosti mizeme
usoudit, ze MCZ je velice u¢inny proti uréitym houbovym patogenim, ale zaroven muze
zpisobovat nezadouci negativni G¢inky na necilové organismy, pokud by doslo k jeho tniku

do zivotniho prostiedi.
Toxicita MCZ

Akutni toxicita MCZ je nizkd az minimalni, a to pro dermalni (kategorie III), oralni
(kategorie 111-1V) a inhala¢ni expozici (kategorie IV). Navic je minimaln¢ drazdivy pro kuzi
(kategorie IV; neni senzibilizatorem kiize) a mirn¢ drazdivy pro oci (kategorie I11). Tak jako
Vv piipadé€ FPX, cilovym organem pii subchronické a chronické expozice MCZ jsou jatra. Navic
pii studii subchronické toxicity na potkanech, bylo pozorovano zvySeni hmotnosti nejen jater,
ale i1 ledvin a sleziny pii koncentraci MCZ 1000 a 3000 ppm. U MCZ nebyla prokazana
karcinogenita, mutagenita ani neurotoxicita, ale je zde podezifeni na reproduk¢ni toxicitu,
zejména na poskozeni plodu v téle matky (H361d). Hodnota NOAEL pro ¢lovéka v souvislosti
s dietou a jinymi, nez pracovnimi ¢innostmi pro akutni expozici MCZ se rovnala 12 mg/kg/den,

a pro chronickou - 4.3 mg/kg/den [19].
Osud MCZ v Zivotnim prostiedi

Jedinou vyznamnou cestou rozkladu MCZ v zivotnim prostfedi je aerobni metabolismus
v pud¢, hodnoty DT50 se pochybovaly od 192,5 do 660 dnti. Na zaklad¢ adsorpcni/desorpéni
studie MCZ, ktera byla provedena na ¢tyiech padach s riznymi hodnotami pH, a to 5,8-7,6 a
obsahem organického uhliku v rozmezi 0,74-2,29 % byly ziskané hodnoty rozdélovaciho
koeficientu organicky uhlik—voda Koc 1026 az 2723 ml/g, coz naznacuje, ze MCZ je mirné
mobilni. Navic je MCZ stabilni vii¢i hydrolyze a stfedné az mirn¢ rozlozitelny vodni fotolyzou,

DT50 ve vodé je 1-15 dni, a v sedimentech pak 116-814 dni [19].
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Do povrchovych vod by se MCZ mohl dostat hlavné prostfednictvim splachti a posttikd,
do podzemnich vod pak vyluhovanim ptid. Jeho pfitomnost by zde mohla zptisobit vazné skody,
jelikoz MCZ je klasifikovan jako ,,toxicky pro vodni organismy s dlouhodobymi ucinky*
(H411), avSak béhem terénnich studii nebylo prokazano zadné vyznamné vyluhovani MCZ.
Pokud by doslo k tniku MCZ do slozek zivotniho prostiedi, mohlo by to zplisobit ohrozeni
necilovych organismu, jako jsou sladkovodni a moiské ryby (chronické toxicita) a bezobratlé
(akutni a chronicka toxicita), cévnaté a nevaskularni vodni rostliny, ptaci (akutni toxicita) a
savci (akutni a chronicka toxicita), suchozemské a polovodni rostliny. Proto bylo zavedeno
opatfeni, které by m¢lo tyto rizika minimalizovat, a zni: ,,Neaplikujte pfimo do vody nebo na
mista s vyskytem povrchové vody nebo na ptilivové oblasti pod hranici primérné vysky vodni
hladiny. Pii likvidaci vody z myti nebo oplachovani zatizeni nezne&istujte vodu. Unik a odtok
mize byt nebezpecny pro vodni organismy ve vodé ptiléhajici k oSettenym plocham.” Podle
dostupnych studii, zabyvajicich se toxicitou MCZ bylo zjisténo, ze z hlediska akutni toxicity
MCZ je pro vcely medonosné prakticky netoxicky, navic studie kontaktni toxicity MCZ
ukazuji, Ze pokud se nepiekracuje koncentrace 95,3 pg/vcela, nedochazi k zddnym Gc¢inkim ze

strany MCZ [19].
Metody stanoveni MCZ

Doposud je napsano jen malo praci zabyvajicich se stanovenim MCZ. Jedna z nich
popisuje metodu pro stereoselektivni kvantifikaci Ctyf stereoizomerd MCZ v pidé a moucnych
matricich na koloné Enantiopak OD s vyuzitim normalni faze HPLC. Pfedtprava vzorku byla
provadéna s vyuzitim metody QuEChERS [12]. Dale jsou popsany metody, které se zabyvaji
soucasnou analyzou vice pesticidi, mezi neZ patii 1 MCZ. Tak naptiklad byla vyvinuta metoda
pro stanoveni 22 chiralnich pesticidt, véetné MCZ v rajcatech, okurkach, zeli, hroznech,
jablkach, hruskach a morusich s vyuzitim LC-MS/MS. Chiralni separace probihala na koloné
Chiralpak 1G po dobu 47 minut [101]. Dalsi metoda se zabyvala stanovenim 16 pesticidii, mezi
které patfil i MCZ ve vodnich vzorcich, jako je voda z feky, mote, kandlu a destova voda. Pro
extrakci vzorku byla pouzivana ptima mikroextrakce na pevné fazi (DI-SPME) a kvalitativni a
kvantitativni stanoveni pesticidi probihalo s vyuzitim GC-MS [102]. Dale existuje metoda
zabyvajici se stanovenim 23 rezidui pesticidi v tabaku, pomoci ultrau¢inné konvergencni
chromatografie-tandemové hmotnostni spektrometrie (UPC2-MS/ MS). Celkova analyza trva
6 minut a vytéznost MCZ se pohybovala od 84,2 do 90,9 % [103]. Doposud nebyly popsany

metody elektrochemického stanoveni MCZ.
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1.3 Voltametrické metody V elektroanalyze

Velice uzivanymi metodami Vv elektroanalytické analyze jsou pulzni metody. Prvni
pulzni metody byly vyvinuty jiz v 50. letech minulého stoleti G.C. Barkerem, avSak kvuli
nedostateénému  rozvoji  elektroniky, prvni analyzator, ktery by mohl poskytovat
bezproblémové pouziti téchto metod se objevil az v 70. letech. Pivodné pulzni metoda byla
vyvinuta pro kapkovou rtutovou elektrodu (DME), a proto se nazyvala pulzni polarografie,
avSak s Casem se zacaly pouzivat i pevné indikacni elektrody, naptiklad uhlikové, zlaté,
platinové, bismutové a dalsi. Pak se tyto metody nazyvaly pulzni voltametrické metody.
V posledni dob¢ velice uzivanou pevnou elektrodou se stava borem dopovana diamantova
elektroda (BDDE) diky svym unikatnim vlastnostem, které budou popsany dale v textu [104-
106]. Principem pulznich metod je vkladani potencialovych pulzi a méfeni proudt na konci
kazdého pulzu. Mezi pulzni metody mizeme zaradit normalni pulzni voltametrii/polarografii
(NPV/NPP), diferen¢ni pulzni voltametrii/polarografii (DPVI/DPP), AC
voltametrii/polarografii, Square-Wave voltametrii (SWV) a Staircase voltametrii (StV).
Vsechny tyto metody se 1isi zplisobem odeétu proudii a tvarem ziskaného piku nebo viny. Pfi
pouziti pulznich metod se eliminuje vliv kapacitniho proudu, coz velmi zlepSuje detekéni limity
oproti Klasickym polarografickym méfenim. Eliminace kapacitniho proudu je zptisobena tim,
ze rychlost poklesu tohoto proudu je mnohem rychlejsi nez u difuzniho proudu, a tak na konci

pulzu je jeho velikost zanedbatelna ve srovnani s velikosti difazniho proudu [104-110].

1.3.1 Diferen¢ni pulzni voltametrie

Jednou z nejvice citlivych pulznich metod, a proto §iroce pouzivanou, je diferenéni
pulzni voltametrie (DPV). S vyuzitim DPV se daji dosahnout velmi nizké hodnoty meze
detekce a meze stanovitelnosti, proto se tato metoda pouziva k analyze stopovych koncentraci

dilezitych slou€enin ve slozkach Zivotniho prostiedi.

Principem diferen¢ni pulzni voltametrie je vkladani napétovych pulsi na linearné se
zvySujici potencial. Na obrazku 1 1ze vidét tii dilezité parametry pro DPP/DPV méfeni. Je zde
znazornéna amplituda pulzu, ktera odpovida vysce aplikovaného pulzu, sitka pulzu, ktera se
rovna dob¢ trvani pulzu, a nakonec doba vzorkovani proudu, ve které se odecita proud.
V DPP/DPV se odecet proudu provadi dvakrat, jak je ukazano na obrazku 1, a to pied vlozenim
pulzu a na jeho konci. Poté se tyto proudy odecitaji podle vzorce Al = I — 11 a ziskana hodnota

se vynasi do grafu v zavislosti na potencidlu. Vystupem DPV méfeni je voltamogram ve tvaru
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piku, vyska tohoto piku (resp. velikost proudu) je pfimo umérna koncentraci studovaného

analytu. Je obvyklé, ze zavislost vysky piku na koncentraci je linearni [104-110].

—>| |&— Sitkapulzu
Doba vzorkovani proudu
E
/‘l\
Amplituda pulzu
L >|kc— Doba vzorkovani proudu
— <— Doba trvani pulzu
Doba klidu
<

Obrazek 1: Diferen¢ni pulzni voltametrie

1.3.2 Cyklicka voltametrie

Cyklicka voltametrie (CV) je Siroce pouzivanou metodou pro studium elektrodovych
procesd, obzvlast’ redoxnich reakci organickych a anorganickych sloucenin probihajicich
na pracovni elektrodé. Je zalozena na principu kontinualni zmény vloZenych potenciald na
rozhrani elektroda-roztok a méfeni vysledného proudu. V CV je pozorovany proud funkci
potencialu a Casu, a potencidl pracovni elektrody je linedrné zavisly na ¢ase. Ze ziskanych
ktivek lze zjistit informaci o termodynamice dané reakce a kinetice pfenosu elektront. Pomoci
cyklické voltametrie se da také urcit, zda je probihajici reakce reversibilni, (quasiriversibilni)
¢i ireversibilni. Naptiklad na obrazku 2 je uveden cyklicky voltamogram DMZ. Podle tvaru a

umisténi ktivky je ziejmé, Ze se jedna o ireversibilni oxida¢ni d¢j [104,105,107-110].

Dulezitym parametrem v cyklické voltametrii je rychlost polarizace v (mV/s).
S vyuzitim poznatkll ziskanych ze studie zavislosti vysky viny na rychlosti polarizace se da

zjistit podstata fidiciho dé&je elektrochemické reakce (adsorpce, difuze, kinetika).
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Obrazek 2: Cyklicky voltamogram zékladniho elektrolytu a DMZ ziskany na BDDE

(zdkladni elektrolyt — BR pufr (pH 9,1), comz = 0,267 mmol L%, Ein = Efin = +600 mV,
Elower vertex = +500, Eupper vertex = +2200mV, v = 40 mV 3_1)

1.3.3 Borem dopovana diamantova elektroda (BDDE)

Spravna volba pracovni elektrody je velmi dulezita pro tispéch voltametrické analyzy.
Zalezi to na mnoha faktorech, zejména na rozsahu pracovniho potencialu, na vlastnostech
zékladniho elektrolytu a analytu, na podstaté probihajicich elektrochemickych reakci atd.
V piipad¢ analyzy studovanych ptipravkt na ochranu rostlin, voltametricka oxidace probiha pfi
zna¢né pozitivnich potencialech (do +2300 mV), a to pii pH = 9 ve vodnim nebo ve smésném
(vodni + organické) prostiedi. Nejlepsi volbou pro popsané prostiedi se ukazala byt prave
borem dopovana diamantova elektroda (BDDE), zobrazena na obrazku 3 [104, 105, 109,
111-116].
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Obrazek 3: Borem dopovana diamantova elektroda (BDDE)

Tato elektroda je Siroce pouzivana ve voltametrickych analyzach diky svym vynikajicim
vlastnostem. BDDE ma S$iroké potencialové okno ve vodnim a organickém prostiedi, je
pouzitelna jak pti znaéné pozitivnich, tak i negativnich potencialech, aniz by dochazelo
k rozkladu zékladniho elektrolytu. Borem dopovand diamantova elektroda vykazuje také
vysokou elektrochemickou stabilitu odezvy, coz je nezbytné pro spolehlivou analyzu.
Studované latky jsou slozité organické slouceniny, proto je dulezité, Zze BDDE je chemicky
inertni. Dalsi vyhodou BDDE je to, Ze naptiklad na rozdil od rtutovych elektrod, je béhem
pouzivani a nasledné likvidaci zcela bezpecna jak pro zdravi ¢lovéka, tak i pro zivotni prostiedi
[104,105,109,111-1186].
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2 Experimentalni Cast

2.1 Chemikalie

Standardni roztoky DMZ o koncentraci 0,01 mol L™ byly pfipraveny navazenim
vypocteného mnozstvi analytického standardu (Sigma-Aldrich, Némecko) do 25ml banky a
dopInénim po rysku 0,01 mol L™* NaOH (Ing. Petr Svec-PENTA s.r.0., Ceska republika).
Standardni roztoky UDMH (98 %, Sigma Aldrich, Némecko) o koncentraci 0,025 mol L™t byly
pfipraveny rozpusténim definovaného objemu v roztoku 0,1 mol L' H;SOs4

(Ing. Petr Svec-PENTA s.r.0., Ceska republika).

Fungicidy MFZ, FPX a MCZ vysoké dCistoty byly ziskany izolaénim postupem
popsanym v Kapitole 2.3.4 z piislusnych komerénich piipravka: Revysol (BASF s.r.0., Ceské
republika), Sergadis (AgroBio Opava, s.r.0, Ceska republika) a Caramba (BASF s.r.o., Ceska
republika) respektive. Pro pfipravu standardnich roztoki MFZ, FPX a MCZ bylo navazeno
ur¢ité mnozstvi ptislusné latky, prevedeno do 25 ml odmérné banky a nésledné doplnéno po
rysku acetonitrilem (ACN) ¢&istoty p.a. (Ing. Petr Svec-PENTA s.r.o., Ceska republika).
Koncentrace standardnich roztok@i se pohybovala od 0,2 do 4 mmol L pro MFZ,
od 0,08 do 4 mmol L™* pro FPX a od 0,3 do 4 mmol L™ pro MCZ.

Standardni roztoky PBZ a difenokonazolu (DFK) (oba od firmy Sigma-Aldrich,
Némecko) byly pfipraveny navazenim definovaného mnozstvi ptisluSné latky do 25ml odmérné
baitkky a doplnénim ACN. Koncentrace standardniho roztoku PBZ se pohybovala
od 4,5 do 6,0 mmol L. Koncentrace standardniho roztoku DFK byla od 4,0 do 5,0 mmol L.

Roztoky dalsich latek pro interferen¢ni studii (azoxystrobin, bentazon, cyproconazol,
epoxiconazol, glyfosat, klopyralid, pikloram, terbutryn, triclopyr, tebukonazol, tritikonazol,
penconazol; vie od firmy Sigma-Aldrich, Némecko) o koncentraci 4 mmol L™ byly pfipraveny
rozpusténim prislusného mnozstvi standardd v ACN. ACN byl rovnéz pouzit jako soucast

zakladniho elektrolytu.

Brittontiv-Robinsonliv (BR) puft, byl pfipraven smichanim kyselé a zasadité slozky s
vyuZzitim pH-metru pro dosaZeni poZadované hodnoty pH. Kysela slozka se skladala z
0,04 mol L™* roztokii HsPO4, H3BO3 a CH3COOH (viechny od firmy Ing. Petr Svec-PENTA
s.r.0., Ceska republika), zasadita slozka byla 0,2 mol L™ NaOH. Boratovy pufr 0 koncentraci
1,0 mol L ! byl piipraven ve 100 ml odmérné baice ziedénim 6,183 g H3BO3 v deionizované
vodé. Hodnoty pH 9 bylo dosazeno alkalizaci roztokem NaOH o koncentraci 1,0 mol L2,
Roztok 0,1 mol L' NaOH, pouzivany jako slozka zikladného elektrolytu béhem stanoveni

39



PBZ, byl pfipraven navazenim piislusného mnozstvi pevné latky a jeho naslednym rozpusténim

v destilované vodé.

Roztok komeréné dostupného ptipravku DMZ, a to B-NINE®SC (Arysta LifeScience
Registrations Great Britain LTD., Velkd Britanie) byl pfipraven rozpusténim 58,1 mg tohoto

ptipravku v 25 ml deionizované vody.

Roztok realného vzorku MFZ byl ptfipraven navazenim 1,053 g Revysolu do 25ml
odmérné banky a doplnénim ACN po znacku. Roztok redlného vzorku FPX byl pfipraven
navazenim 0,127 g Sergadisu do 25 ml odmérné baiiky a rozpusténim tohoto mnozstvi ACN.
Roztoky realnych vzorkt Revytrexu a Revystaru XL (oba pfipravky jsou od spole¢nosti BASF
s.r.o., Ceskd republika) byly pfipraveny odméfenim 0,25 ml Revytrexu, respektive
Revystaru XL do 25 ml odmérné banky a doplnénim ACN po rysku. Pro piipravu realného
vzorku MCZ bylo odméteno 0,5 ml komeréniho ptipravku Caramba, respektive 0,71 ml

Libraxu do 25ml banky a doplnéno ACN po rysku.

Pro ptipravu roztoku redlného vzorku PBZ bylo do 50ml odmérné banky nadavkovéano

0,5 ml piipravku TOPREX (Syngenta Czech s.r.0., Ceské republika) a dopInéno ACN po rysku.

K izolaci a nakoncentrovani DMZ, UDMH a PBZ z vody byla pouzita siln¢ kysela
iontoménic¢ova pryskyfice Amberlite® IRC120 H v H* cyklu (SUPELCO, Sigma Aldrich,

Némecko, celkova objemova kapacita 1,92 mEq ml ™).

2.2. Pouzité pristroje

Vsechny voltametrické analyzy byly provadény pomoci potenciostatu/galvanostatu
Autolab PGSTAT 128N (Metrohm Autolab, Utrecht, Nizozemsko), ktery byl ovladan pomoci
softwaru NOVA 1.11.

Meéfici cela byla slozena ze tii elektrod, kde BDDE (Windsor Scientific LTD, aktivni
povrch 7,07 mm?, vnitfni primér 3 mm, odpor 0,075 Q cm s pomérem B/C pii depozici
1000 ppm) slouzila jako pracovni elektroda, nasycena Ag|AgCIl|KCl elektroda jako referencni
a platinova jako pomocna elektroda (obé& od firmy Monokrystaly, Ceska republika).

Oxidac¢ni produkty analyti byly generovany pii konstantnim potencidlu na
velkoplo$nych elektrodach pomoci elektrochemického analyzatoru EP 100 (HSC servis,
Slovensko). Méfici cela obsahovala BDDE (6 mm) jako pracovni elektrodu, Ag|AgCI|KCl jako

referencni elektrodu a pomocnou platinovou elektrodu oddélenou fritou.
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Pro izolaci a koncentraci DMZ a UDMH z vody byly pouzity magnetické michacky
Lavat MM4 (Lavat a.s, Ceska republika) a HeidolfpH MR 3002 (Heidolph Instruments,

Némecko).

K méteni pH béhem piipravy pufrovych roztokli byl pouzit pH-metr ORION STAR
A221 (Thermo Fisher Scientific, USA).

K vazeni pevnych latek byly pouzity analytick¢é vahy Denver TB 124 (Denver
Instruments, USA). Homogenizace roztokli byla provadéna pomoci ultrazvukové lazné

Bandelin Sonorex (Schalltec Gmbh & Co. KG, Némecko) pii laboratorni teploté (23 + 2 °C).

Pro nezavislou analyzu realnych vzorka byl pouzit HPLC analyzator Agilent 1260
Infinity IT Prime LC System vybaveny separac¢ni kolonou Macherey - Nagel EC 250/4 Nucleosil
120-5 C18 (d¢lka 250 mm, vnitini primér 4 mm a velikost ¢astic 5 pm) s detektorem diodového

pole (DAD). Mobilni fazi tvofila smés CH3CN/H20 (90/10, v/v).

Reakéni mechanismus oxidacni reakce byl studovan pomoci LC-MS s vyuzitim
ptistroje slozeného z odplyniovace Watrex VD40, autosampleru Spark Optimas, sméSovace
SunChrom, cerpadel Watrex DeltaChrom a UV-vis detektoru Sikam S3210 za pouziti kolony
Watrex 250 x 4 mm, Nucleosil 120 C18, 5 um (Thermo Fisher Scientific, USA). Mobilni fazi
byl ACN (Fisher Scientific, HPLC grade) a demineralizovana voda v poméru 50/50, pritok
0,5 ml min~t. Hmotnostni spektra byla detekovana piistrojem Thermo Scientific LCQ Fleet za
pouziti ionizace elektrosprejem (ESI) nebo zdroje chemické ionizace za atmosférického tlaku

(APCI) pracujiciho v pozitivnim i negativnim rezimu.

Struktura izolovanych sloucenin byla potvrzena z H a °F NMR spekter
zaznamenanych na pfistroji Bruker Avance III 400 MHz (pracovni frekvence: 400 MHz pro
'H; 376 MHz pro °F) nebo na pfistroji Bruker Ascend™ 500 MHz (pracovni frekvence:
500 MHz pro 'H) v CDCls. Cistota izolovanych slou¢enin byla stanovena pomoci GC-MS
zatizenim Agilent 7890B, Series GC Custom, HP-5MS s délkou kolony 30 m, vnitinim
primérem 0,25 mm, filmem 0,25 um (Agilent, USA).
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2.3. Postupy a podminky realizovanych metod

2.3.1. Voltametricka méfeni

Béhem vyvoje metod elektrochemického stanoveni analyta byly aplikovany dvé

voltametrické metody, a to CV a DPV. CV byla pouzita pfedev§im ke zjisténi podstaty

elektrochemického chovani studovanych sloucenin s nasledujicimi parametry:

Pro PBZ potencial (E) se pohyboval od po¢ate¢niho potencialu (Ein) 0 mV do horniho
potencialu obratu (Eupper vertex) $2600mV, pak se otacel do dolniho potencidlu obratu
(Etower vertex)  —200 mV a  koné¢il pii potencidlu Efn 0 mV,
v=10-100 mV s}

pro DMZ a UDMH: Ein = Efin = +600 mV, Eiowervetex = +500 mV,
Eupper vertex = 2200 mV, v = 20-350 mV s ! pro DMZ a 20-200 mV s ! pro UDMH,;
pro MFZ a FPX: Ein = Efin = 0 mV (resp. +600 mV), Eiower vertex = —800 mV
(resp. +500 mV), Eupper vertex = +2200 mV, v = 10-100 mV s 4;

pro MCZ: Ein = Efin = 0 MV, Eiower vertex = =500 MV, Eupper vertex = +2300 mV,
v=10-100 mV s%.

DPV byla pouzita pro vyvoj metod a vlastni stanoveni studovanych latek v jejich komeréné

dostupnych ptipravcich. Nalezené parametry pro DPV méfeni byly nasledujici:

Pro DMZ, UDMH, MFZ, FPX a MCZ byla pracovni elektroda polarizovana v rozsahu
potenciald od Ein +500 mV do Esin +2200 mV, pro MCZ byl Efin +2300 mV, modulaéni
amplituda (A) se rovnala +50 mV, modula¢ni ¢as (t) 80 msav 40 mV s %;

pro PBZ byla pracovni elektroda polarizovana v rozsahu potenciali od Ein +1200 mV

do Efin +2300 mV, A=+30mV,t=60ms,v=40 mV s .

Pfed kazdym méfenim bylo provedeno elektrochemické oSetieni povrchu pracovni

elektrody, a to pfivedenim potencialti o hodnoté +2000 mV, —200 mV a +2000 mV, kazdy po

dobu 10 s. Stfidanim hodnot potencidlu bylo zajisténo rozpusténi ptipadnych necistot z povrchu

elektrody. Tento postup vedl k reprodukovatelné odezvé BDDE pti vlastnich analyzach.

Vzhledem k ukonceni pfedipravy pii kladné hodnot¢ potencialu probihalo métfeni na kyslikem

terminovaném povrchu elektrody (O-BDD).

Parametry kalibra¢nich kiivek s pfisluSnymi intervaly spolehlivosti byly vypocteny na

hladiné vyznamnosti a.= 0,05. Mez stanovitelnosti (LOQ), respektive mez detekce (LOD) byla
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vypoctena jako desetindsobek, resp. trojndsobek smérodatné odchylky tseku déleny smérnici

ptislusné linearni zavislosti [117].

Oxida¢ni produkty analytt byly generovany po dobu 24 hodin elektrolyzou na velkoplo$né
elektrod¢é pii konstantni hodnoté potencialu +2100 mV v prostiedi zakladniho elektrolytu
vnémz jsou dané latky analyzovany. Pomoci LC-MS chromatografie bylo nasledné

analyzovano 0,5 ml reak¢ni smési pied a po elektrooxidaci.

2.3.2 Nezavisla HPLC/DAD realnych vzorkti PBZ, MFZ, FPX a MCZ.

Injekéni objem pro HPLC analyzu byl 20 pl, prittok mobilni fize byl 1 ml min* a vlnova
délka DAD detektoru byla nastavena na 220 nm. Za téchto podminek analyza trvala 5 min. Ke
stanoveni koncentrace analytd byla pouzita vzdy metoda kalibrac¢ni kiivky. Analyzy byly

petkrat opakovany a byly vypocteny prislusné statistické parametry.

V ptipadé PBZ ptipravek Toprex byl analyzovan po ziedéni ACN na koncentraci PBZ

asi 0,7 umol L™! (vypoéteno z obsahu deklarovaného vyrobcem).

2.3.3. Teoretické vypocty
Gibbsovy energie klicovych intermediatd spolu s rozlozenim HOMO orbitalti byly

ziskany pomoci DFT metody B3LYP/6-31+G(d,p) implementované v programu Gaussian 16
rev. A.03 [118, 119].

2.3.4. Ptiprava standardi a izola¢ni postupy
N',N'-dimethylacetohydrazid byl pfipraven podle postupu uvedeného v praci [120].
'H spektra nuklearni magnetické resonance (NMR) byla v souladu s literaturou [120].

Standardni latky MFZ, FPX a MCZ byly izolovany z komerénich ptipravk Revysolu,
Sercadisu a Caramby. Do Erlenmayerové bainky bylo odméfeno 10 ml ptipravku a 100 ml
chloroformu. Vznikla heterogenni smés byla 24 hodin michana. Poté byla smés piefiltrovana
pres vrstvu kiemeliny. Nasledné byl filtrat odpafen. Odparek byl podroben preparativni
chromatografii pouzitim mobilni faze o slozeni hexan/ethyl—acetat (5 % az 40 % ethyl—acetatu).
V piipadé Sercadisu byl po odpafeni ziskan FPX, jako bila krystalicka latka. Na rozdil od toho,
Vv ptipad¢ Revysolu a Caramby byla po odpateni ziskana smés MFZ, resp. MCZ a uhlovodiki
C10-C13 ve formé bilé voskovité latky. Pro odstranéni zbytkovych uhlovodikt byl surovy MFZ
a MCZ promyt hexanem na frit¢ a nasledn¢ vysusen. Standardy MFZ, FPX, resp. MCZ byly
ziskany jako bilé krystalické latky, které vykazovaly ¢istotu >99 % dle GC-MS analyzy.
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Cistota a identita latek byla nezavisle ovéfena pomoci NMR. Ziskana spektroskopicka

data byla ve shodg¢ s literaturou [121-123].

2.3.5. Eliminace vlivu UDMH na stanoveni DMZ
Pokud je ve vzorku ptfitomna smés DMZ a UDMH, a navic je pfitomny UDMH ve
znatelném prebytku, 1ze jej eliminovat varem v prostfedi 1,0 mol L™* NaOH po dobu nékolika

minut.

2.3.6. Postup zakoncentrovani DMZ a PBZ

Pro stanoveni DMZ v piirodnich vodéach byla pouzita koncentracni technika spocivajici
V izolaci analytu pomoci silné kyselého katexu Amberlite® IRC120 H v H* cyklu. Voda byla
nejdiive zbavena ptitomnych kationtl ptidavkem EDTA za michani po dobu 10 min. Nasledné
byl DMZ adsorbovan1,0 g katexu po dobu 1 h za michani p#i 700 ot/min pfi laboratorni teplotg.
Poté byl ionex separovan a extrahovan 5 ml 1,0 mol L™* NaOH pii 70 °C za michani pfi
500 ot/min po dobu 20 min. Vhodny objem extraktu byl pfenesen do voltametrické nadoby,
doplnén zékladnim elektrolytem a podroben voltametrické analyze. Stejny postup lze pouzit i

v ptipad¢ koncentrace DMZ ze vzorku ziskané¢ho oplachnutim ovoce.

V ptipadé PBZ z fi¢ni vody byl analyt izolovan z objemu 250 ml pomoci 0,1 g katexu
Amberlite® IRC120 H v H* cyklu. Zachyt probihal pfi laboratorni teploté po dobu 3 hodin za
michani pii 700 ot/min. Poté byl ionex separovan a nasledn¢ extrahovan smési 0,5 ml NaOH o
koncentraci 1 mol L™*a 1 ml ACN po dobu 5 min za varu pod zpétnym chladi¢em a michani

pti 500 ot/min. Vysledny roztok byl podroben voltametrické analyze.
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3 Vysledky a diskuse

3.1 Voltametrické stanoveni reguldtoru riistu rostlin PBZ

Nezbytné podminky, jako volba zdkladniho elektrolytu, pH a optimalizované parametry
elektrochemického analyzatoru pro voltametrické stanoveni PBZ byly nalezeny v ramci
diplomové prace [8]. Metoda zde byla tspésné testovana na modelovych vzorcich, a nakonec

aplikovana na realny vzorek ptipravku Toprex.

V této diserta¢ni praci byly ziskany dalsi poznatky tykajici se dané problematiky, jako
je studie rychlosti polarizace, feSeni reakéniho mechanismu, interferen¢ni studie, porovnani

vysledki PBZ nezavislou metodou HPLC/DAD apod.

3.1.1 Voltametrické chovani PBZ

Za Gcelem zkoumani voltametrického chovani PBZ byly na BDDE naméteny cyklické
voltamogramy v prostiedi zakladniho elektrolytu, obsahujiciho 0,07 mol L™ NaOH s
33 % ACN, v rozsahu potencialii od — 200 az + 2600 mV a pfi v 40 mV s, viz obrazek 4.
Z uvedeného zaznamu je vidét, ze studovana latka podléha anodické oxidaci s maximem piku

pfi +2090 mV. Podle tvaru zpétné kiivky lze soudit, ze elektrochemicka reakce PBZ je

ireversibilni.
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Obrazek 4: Cyklicky voltamogram zakladniho elektrolytu a PBZ

(zakladni elektrolyt — 0,07 mol L™ NaOH s 33 % ACN, cpsz = 98,8 pmol L%, Ein = Efin=0 mV,
Elower vertex = =200 MV, Eupper vertex = +2600mV, v = 40 mV 371)
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3.1.2 Studie zavislosti proudové odezvy PBZ na rychlosti polarizace

Za ucelem zjisténi fidiciho procesu elektrodové reakce PBZ, byla s vyuzitim CV
provedena studie zavislosti proudové odezvy Ip na rychlosti polarizace v v rozsahu od 10 do
100 mV s, Z obrazku 5a je ziejmé, Ze zavislost lp na v neni linedrni, coz svéd&i o tom, ze

fidicim procesem neni adsorpce. Naopak zavislost I, na v/?

uvedend na obrazku 5b je linearni,
coz odpovida elektrochemickému procesu fizenému difuzi. Pro potvrzeni nebo vyvraceni
tohoto zavéru byla vynesena také zavislost log (Ip) na log (v), ktera je znazornéna na obrazku
5c a popsana rovnici 1. Podle hodnoty smérnice (0,4274 £+ 0,0070) Ize usoudit, ze se jedné 0

difuzné tizeny elektrodovy proces s vlivem kinetiky.

log (Ip [nA]) = (0,4274 £ 0,0070) log (v [mV s1) + (0,099 + 0,012), r = 0,9990 1)
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Obrazek 5: Zavislosti I na v (a), I, na v (b) a log (Ip) na log (v) (c) pro PBZ

(zakladni elektrolyt —0,07 mol L™ NaOH s 33 % ACN, cpez = 98,8 umol L, Ein = Efin=0 mV,
Elower vertex — -200 mV, Eupper vertex — +2600mV, v =10-100 mV S_l)
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3.1.3 Kvantitativni analyza PBZ

Béhem piedchozich studii byl pro stanoveni PBZ doporu¢en vhodny zakladni elektrolyt
(0,07 mol L™ NaOH s 33 % ACN) a nalezeny optimalni parametry DPV (v = 40 mV s%,
A=+ 30 mV, t =60 ms). Jako pracovni elektroda byla pouzivana BDDE. Nov¢ byly testovany
reprodukovatelnost a opakovatelnost proudové odezvy, pro ovéfeni spravnosti zvolenych
parametrii. Reprodukovatelnost méteni byla zkoumana tak, ze pfislusna proudova odezva byla
méiena pét po sobé jdoucich dnt a poté byla vypoctena hodnota RSD, ktera méla hodnotu
2,72 %. Opakovatelnost proudové odezvy byla zjisténa z hodnot I, deseti opakovanych méfeni
anodickych kiivek PBZ. Ziskana hodnota RSD pak byla 0,75 %. Na zaklad¢ uvedenych hodnot
RSD lIze konstatovat, ze navrzena metoda poskytuje velmi dobie opakovatelnou a
reprodukovatelnou odezvu pii oxidaci analytu. Za navrzenych podminek byla naméiena
kalibra¢ni zavislost PBZ v koncentraénim rozmezi od 0,521 do 52,1 pmol L}, uvedena na
obrazku 6. Z obrazku je vidét, ze Ip linearné odrazi koncentraci v celém testovaném rozsahu,
coz potvrzuje rovnice 2. Pro koncentraéni rozsah od 0,521 do 5,21 pmol L™! byly vypodteny
hodnoty LOD = 0,083 pmol L™t a LOQ = 0,277 pmol L%,

lp [RA] = (0,03399 + 0,00014) (c [pmol L 1) + (0,0071 % 0,0034), r = 0,9999 )

Spolehlivost navrzené metody byla ovéfena opakovanymi analyzami modelovych roztoka se
znamou koncentraci PBZ, a to 0,75, 1,91 a 7,59 umol L. Pro kazdou koncentra¢ni hladinu
bylo stanoveni opakovéano pétkrat a vysledky jsou uvedeny v tabulce 1. Na zéklad¢ téchto
hodnot lze konstatovat, Ze vyvinutd voltametrickd metoda poskytuje spravné, spolehlivé a

opakovatelné vysledky pro stanoveni PBZ v rozsahu testovanych koncentraci.
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Obrazek 6: DP voltamogram koncentraéni zavislosti PBZ (a) a zavislost I, na ceez (b)

(zdkladni elektrolyt — 0,07 mol L™* NaOH s33% ACN, cpsz = 0,521 — 52,1 pmol L%,
Ein = +1200 mV, Efin = +2300 mV, A=+30 mV, t =60 ms, v=40 mV s %)

Tabulka 1: Vysledky opakovatelnych stanoveni PBZ v modelovych roztocich

Analvt Piidano Stanoveno Vytéznost RSD (n =5)
y [umol L] [umol L] [%] [%]
7,59 7,46+0,23 92,8-104,0 4,62
PBZ 1,91 1,86+0,05 92,9-103,6 4,41
0,75 0,72+0,03 90,9-104,5 6,15
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3.1.4 Mechanismus elektrochemické oxidace PBZ

Déle prace byla zaméfena na analyzu produktu elektrochemické oxidace PBZ a
objasnéni mechanismu reakce. Reak¢ni smés byla analyzovéna pfed a po oxidaci pomoci
LC-MS s vyuzitim elektrospreje (ESI) nebo chemické ionizace za atmosférického tlaku
(APCI). Zatimco ESI ukdzala pouze ionty s hmotnosti 294 (M + H") odpovidajici
protonovanému PBZ, APCI poskytla vice informaci. Analyza reak¢ni smési po oxidaci ukazala
V pozitivnim modu vyskyt slabé zastoupenych ionti s m/z 310, 326 a 367 (vSechny jsou ionty
M + H"). Hmotnost 310 odpovida formalni adici jednoho atomu kysliku na molekulu a
hmotnost 326 adici dvou atomu kysliku. V zasad¢ existuji tfi polohy pro moznou oxidaci
(schéma 9a): benzylovy uhlik (a); uhlik nesouci triazolovy kruh (b) a alkoholovy uhlik (c). Lze
tedy zapsat tfi isomerni struktury odpovidajici hmotnosti m/z 310 (resp. 309). Bohuzel se
vzhledem k nizké intenzité iontl nepodafilo urcit, ktery izomer nebo izomery vznikaji. Pro lepsi
pochopeni a pfipadné uréeni mista reaktivity byly provedeny DFT vypocty. S nejvétsi
pravdépodobnosti 1ze o¢ekavat, ze na rozdil od difenokonazolu (DFK) [124] probiha reakce na
benzylovém atomu uhliku, ktery je zndmy svou zvySenou reaktivitou [125, 126]. Tuto moZnost
naznacuje nejen rozlozeni orbitaldt HOMO (schéma 9a), ale zejména srovnani relativnich
energii radikal vzniklych odstépenim atomt vodiku v riznych polohach (schéma 9b). V tomto
ptipadé je nejstabilnéjsi radikal vznikly odstépenim vodiku v benzylové poloze. Situace je
analogicka v ptipadé€ iontii s hmotnosti 326. Jedna se o dvojndsobné oxidované druhy s moznou
strukturou uvedenou na schématu 9c. Pfitazeni vzorce a struktury iontu m/z 367 je pouze velmi

spekulativni. Rozdil hmotnosti 73 lze vysvétlit jako jeden acetonitril a dva atomy kysliku.

Ve vSech ptipadech je intenzita detekovanych signali nizké ve srovnani se zbytkovym
pikem PBZ. To naznacuje, ze sledované slouc¢eniny podléhaji nasledné oxidaci. Neptitomnost
iontll s niz§i hmotnosti naznacuje, ze vazba uhlik-triazol je pferusena. To znamena, ze vzniklé
ionty s niz8i hmotnosti neobsahuji protonovatelnou skupinu, kterd by usnadnovala jejich
detekci. Vysledky tedy ukazuji, Ze béhem oxidace dochazi k postupnému rozpadu molekuly,

pficemz prvnim mistem reaktivity je s nejveétsi pravdépodobnosti benzylovy uhlik (schéma 10).
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Schéma 9: Mozna mista oxidace, oxida¢ni produkty v neutralnich formach (a, c); HOMO
orbital PBZ vypocteny pomoci B3LYP/6-31+G (d,p). Relativni hodnoty Gibbsovych energii
riznych radikalt vznikajicich z PBZ (b).
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Schéma 10: ZjednoduSeny mozny mechanismus elektrooxidace PBZ
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3.1.5 Interferen¢ni studie PBZ

Za ucelem rozsifeni poznatki 0 PBZ, byla provedena interferencni studie zamétenad na vliv
dalSich pouzivanych pesticidnich latek, které by se mohly vyskytovat ve stejnych vzorcich jako
PBZ arusit jeho stanoveni. Vliv interferentti byl studovan pro tfi koncentraéni poméry cinf:cppz,
ato 1:5, 1:1a5:1 a byl vyhodnocen jako zména vysky piku PBZ pted a po ptidavku ptislusného
interferentu v %. Ziskané vysledky jsou uvedené v tabulce 2 a vybrané kiivky pak znazornuje
obrazek 7. Z nich vyplyva, ze pokud se jedna o pomér cinf:cpez, = 1:5, Zadny z interferentti nema
na stanoveni PBZ vliv. Chyba stanoveni nepiesahovala absolutni hodnotu 4,79 %. N¢&které
interferenty, jako tritikonazol (viz obrazek 7a), bentazon (viz obrazek 7b), a klopyralid
neovliviiovaly stanoveni PBZ ani ve zna¢ném piebytku. Tak naptiklad, tritikonazol se oxiduje
pii méné pozitivnim potencialu nez PBZ a lze jej stanovovat soucasné s PBZ (obrazek 7a).
Z tabulky je vidét, Ze picloram, FPX (viz obrazek 7¢) a terbutryn (viz obrazek 7d) ovliviiovaly
stanoveni PBZ jiz pfi srovnatelné koncentraci. Pti znaéném nadbytku, a to pfi cinf:cpez = 5:1
nejvetsi vliv vykazoval terbutryn, jak je vidét z tabulky. JelikoZ zatim neexistuji pfipravky,
které obsahuji tyto dvé latky, je nepravdépodobné, Ze by se PBZ ocitl v redlné matrici spolu
s terbutrynem. Z vySe uvedenych skute¢nosti 1ze soudit, Ze navrzena metoda je pomeérné

selektivni a Ize ji pouzit pii analyze realnych vzorki.

Tabulka 2: Vysledky interferen¢ni studie PBZ

Interferent/ Vliv na lppez (%)
Cint: CPEZ 1:5 11 51
Glyphosat +0,54 =2,72 -11,33
Triticonazole +0,88 +0,69 +1,61
Klopyralid —1,08 -2,92 -2,92
Bentazon +3,74 +4,89 +5,94
Azoxystrobin +4,11 +5,75 +58,28
Picloran +1,72 +11,23 +52,17
FPX —4,79 +11,25 —21,94
Terbutryn +2,21 +14,36 +103,46
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Obrazek 7: DP voltamogramy PBZ a triticonazolu (a), bentazonu (b), FPX (c) a terbutrynu (d)

V poméru cinf. cpez = 1:1

(zékladni elektrolyt — 0,07 mol L™t NaOH s33% ACN, Cpez = cinf = 7,79 umol L
Ein = +500 mV, Esin = +2300 mV, A=+30 mV, t=60 ms, v=40 mV s %)

3.1.6 Analyza realnych vzorki PBZ

Na zéavér experimentalni prace byla testovana metoda aplikovana na analyzu realnych
vzorkll. Celkem byly analyzovany dva vzorky, a to komercni pesticidni ptfipravek Toprex a
povrchové voda z Labe s ptimési PBZ. Toprex pfedstavuje smésny piipravek k oSetteni rostlin,
obsahujici 125 g L™t PBZ a 250 g L ! DFK. Metoda pro stanoveni DFK byla vyvinuta v ramci
diplomové prace [8]. Stanoveni analyzovanych latek v Toprexu bylo provadéno metodou
standardniho pfidavku a analyza byla vzdy pétkrat opakovana. Stanovené mnozstvi PBZ a DFK
odpovidalo deklarovanému obsahu uddvanému vyrobcem, jak 1ze vidét z vysledkt uvedenych

v tabulce 3. Nalezené hodnoty byly rovnéZz potvrzeny nezavislou separa¢ni metodou pomoci
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HPLC/DAD. Ziskany chromatogram je na obrazku 8 a doklada, ze ve vzorku se zadné dalsi

vyznamné organické slozky nevyskytuji.

Dale byl PBZ stanovovan ve dvou vzorcich vody z feky Labe, které byly obohaceny
PBZ na koncentrace 20 umol L™* a 0,4 pmol L. Po zakoncentrovani analytu postupem
uvedenym v experimentalni ¢asti (kapitola 2.3.6) byly vzorky opakované analyzovany metodou
standardniho pfidavku. Z vysledkid uvedenych v tabulce 3 1ze konstatovat, ze navrzena metoda
spolu s vypracovanym postupem nakoncentrovani analytu, poskytuje spravné a opakovatelné
vysledky v piipadé stanoveni PBZ ve vzorku fi¢ni vody. VytéZnost této metody se pohybovala
od 91,7 % do 100,0 %, coz je vzhledem k takto nizkym koncentracim a pomérné slozitému
procesu izolace analytu pfijatelné. Velkou vyhodou této prekoncentracni techniky je znacné
zvySeni koncentrace analytu (v tomto konkrétnim piipadé 166%), a tim ziskdni dobfie

vyhodnotitelné proudové odezvy, vedouci ke spolehlivym vysledkim.

Tabulka 3: Vysledky analyzy pesticidniho ptipravku Toprex a fi¢ni vody s piimési PBZ

Deklarovéano Stanoveno Vytéznost RSD
Toprex Metoda L1 L1 (%] (n=5)
gL [9 L] 6 4]
DPV 247,1+8,7 95,5-104,9 5,3
DFK 250 .
HPLC/DAD 250,2+5,6 96,7-103,7 3,3
DPV 123,9+5,8 94,4-106,2" 6,3
PBZ 125 .
HPLC/DAD 127,6+3,7 97,8-106,7 3,0
N e 1l s RSD
Ri¢ni voda s Metoda Pfidano Stanoveno Vytéznost (n=5)
pridavkem [umol L] [umol L] [%] [(;)]
20,0 19,40+0,45 93,2-100,0™ 3,5
PBZ DPV
0,40 0,38+0,01 91,7-98,7" 4,3

* Vztahuje se k deklarované hodnoté. ** Vztahuje se k pfidané hodnoté¢.
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Obrazek 8: Chromatogram separace PBZ a DFK v komerénim piipravku Toprex

(kolona C18 (250 x 4 mm, velikost ¢astic 5 um), T = 25 °C, mobilni faze - acetonitril/H20
(90/10, v/v), injekéni objem - 20 pl, pritok = 1 ml min %, vinovd délka detektoru
DAD =220 nm, tn(PBZ) = 3,05 min, tm(DFC) = 4,01 min)
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3.2 Vyvoj metody voltametrického stanoveni regulatoru rstu rostlin DMZ a jeho
rozkladného produktu UDMH
3.2.1 Volba vhodného pH zékladniho elektrolytu

Jelikoz hodnota pH zakladniho elektrolytu je hlavnim parametrem, ovliviiujicim pribéh
reakci na povrchu elektrody a nasledné elektrochemickou proudovou odezvu, je velice dilezité

zvolit takové pH, které by nejvice vyhovovalo stanoveni konkrétni latky.

Studie pH probihala s vyuzitim metody DPV a BDDE, jako pracovni elektrody. Pro
DMZ bylo pH testovano Vv rozmezi od 2,16 do 10,06. Pfislusné hodnoty byly nastavovany
pomoci BR pufru. Béhem této studie bylo zjisténo, ze DMZ poskytuje dva anodické piky v
celém testovaném rozsahu pH. Druhy pik se nachazel pii hodné pozitivnich potencialech
(+1800 az +2100 mV) a jeho tvar zavisel na hodnoté pH. Ztetelny byl pouze v alkalickém
prostiedi. Proto pro analytické ucely byl vybran prvni pik DMZ a dal$i pozornost byla zamétena
na to, jak pH ovliviiyje tvar a polohu tohoto piku. Jak uvadi obrazek 9a, pozorovany pik je
zietelny a dobfe vyhodnotitelny v celém rozsahu testovaného pH, navic byl méné ovliviiovan
rozkladem zakladniho elektrolytu. Se zavislosti I, na pH uvedené na obrazku 9b Ize konstatovat,

Cvwr

pozorovana pii pH 6.

Z obrazku 9c je patrné, Ze poloha prvniho piku vyrazné zavisi na hodnoté pH. Tak
naptiklad v kyselém prostiedi, zejména pii pH 3,0 se maximum piku nachazi pfi potencialu
+1270 mV. Se zvySujicim se pH se poloha piku posouva ke kladnéj$im hodnotam, zejména pti

pH 9 lezi maximum pii +1507 mV.

Jelikoz v alkalickém prostiedi byla pozorovana nejvyssi citlivost odezvy a také prvni
pik DMZ m¢l nejvice vyhovujici tvar z hlediska vyhodnotitelnosti, byla pro voltametrickou
analyzu DMZ zvolena hodnota pH 9 a BR pufr jako zdkladni elektrolyt. Jako pracovni
elektroda pro analyzu DMZ byla vybranda BDDE, diky své stabilni odezvé a Sirokému

potencidlovému oknu.
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Obrazek 9: Anodické kiivky oxidace DMZ v zavislosti na pH zakladniho elektrolytu (a),

zavislost I na pH (b) a zavislost Ep na pH (c)

(zakladni elektrolyt — BR pufr (pH 2,16-10,06), comz = 72,59 umol L%, Ein = +500 mV,
Efin = +2200 MV, v=40 mV s !, A=+50 mV, t = 80 ms)
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3.2.2 Voltametrické chovani DMZ

Dalsim krokem ve vyvoji metody pro stanoveni DMZ bylo zkoumani jeho
voltametrického chovani pomoci CV. S ohledem na strukturu DMZ, bylo piedpokladano, ze
bude podléhat anodické oxidaci, coz se potvrdilo béhem studie pH. Pro lepsi pochopeni
podstaty probihajicich d&ju byly pro DMZ v prostiedi BR pufru s pH 9 naméfeny kiivky
znazornéné na obrazku 10. Z cyklického voltamogramu je patrné, ze DMZ poskytuje dva
anodické oxidac¢ni piky, a to pii potencialech +1680mV a +2080 mV. VVzhledem ke tvaru zpétné

ktivky Ize konstatovat, Zze pro DMZ se jedna 0 ireversibilni dé;.
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Obriazek 10: Cyklicky voltamogram zakladniho elektrolytu a DMZ

(zdkladni elektrolyt — BR pufr (pH 9), comz = 0,267 mmol L™}, Ein = Efin = +600 mV,
Elower vertex — +500 mV, Eupper vertex — +2200 mV, v=40 mV Sil)

3.2.3 Studie zavislosti proudové odezvy DMZ na rychlosti polarizace

Studium proudové odezvy oxidac¢niho piku (lp) v zavislosti na rychlosti polarizace (V)
je dulezitym krokem pfi zkoumdni elektrochemické reakce, zejména pro stanoveni jejiho
fidiciho procesu. Pro DMZ byla tato zavislost méfena Vv rozsahu v od 20 do 350 mV s
s vyuzitim metody CV. Namétené cyklické voltamogramy byly vyhodnoceny a ziskané
hodnoty 1, byly vyneseny do grafu v zavislosti na v, V2 a log (lp) na log(v), jez uvadi
obrazek 11. Z obrazku 11a je ziejmé, ze se lp v zavislosti na v zvySuje nelinearné, coz svéd¢i o
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tom, Ze Fidicim procesem neni adsorpce. Jelikoz zavislost I, na v rovnéz neni linedrni
(obrazek 11b), fidicim procesem neni ani difuze. Vzhledem k témto skute¢nostem byla
vynesena dalsi zavislost log (Ip) na log (v), popsana rovnici 3, ktera se ukazala byt linearni, jak
je vidét z obrazku 11c. Z hodnoty smérnice (0,208 + 0,013) této zavislosti Ize usoudit, Ze¢ na

prubéh elektrodové reakce DMZ ma vyznamny vliv kinetika.

log (Ip [nA]) = (0,208 + 0,013) log (v [mV s + (0,442 + 0,026), r = 0, 9855 3)
— 10 — 10
< J -
= o = 1 . e
|_::'. L v ‘_g'_ .',.-"'i
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6  *° 6 + >
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v[mVs] (v [mV s71])1/2
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Obrazek 11: Zavislosti lp na v (a), 1 na v*2 (b) a log (I) na log (v) (c) pro DMZ

(zdkladni elektrolyt — BR pufr (pH 9), comz = 0,267 mmol L2, Ein = Efin = +600 mV,
Elower vertex — +500 mV, Eupper vertex — + 2200mV, v = 20-350 mV S_l)
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3.2.4 Mechanismus reakce DMZ

Vzhledem k hodnoté pH prostiedi pii analyze (~9) lze oekavat, ze DMZ 1 je piitomny
ve formé soli 1a (schéma 11). Molekula tedy obsahuje dvé vzajemné odd¢lené funkéni skupiny
vhodné pro elektrochemickou oxidaci. Prvni z nich je karboxylatova skupina. Ta, jak znamo,
podléha Kolbeho oxida¢ni dekarboxylaci za vzniku alkylovych radikali, které dale dimerizuji
na stabilni produkty. V  piipadé DMZ 1 to bude konkrétné
N'L,N'L, N6 N'-tetramethyladipohydrazid 2 (schéma 11). Kolbeho reakce obvykle probiha pii
potencialech vysSich nez +2000 mV [127]. Druhou je N,N-dimethylhydrazidova skupina.
Nonaka a spol. ukazali, Ze N-acyl-N',N"" -dimethylhydraziny podléhaji oxidaci na atomu dusiku
na radikal-kation 4, ktery v acetonitrilu dimerizuje na 1,1,4,4-tetramethyl-2,3-diacyltetraazany
[128]. V ptipadé DMZ 1 to bude konkrétné 4,40-(1,1,4,4-tetramethyltetraazan-2,3-diyl)bis(4-
oxobutanoat) 3 (schéma 11). K této oxidaci dochazi pii méné kladnych potencialech. Nelze
vSak vyloucit, ze z radikalového kationtu 4 vznikaji dalsi reakéni produkty, nebot’ je znamo, ze

radikaly odvozené od hydrazint jsou velmi reaktivni [129].
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Schéma 11: Mozné reakéni cesty pro anodickou oxidaci DMZ
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Aby se tyto dvé cesty odlisily, byl jako modelovy substrdt syntetizovan
N',N'-dimethylacetohydrazid 5 (schéma 11) a bylo zkoumano jeho elektrochemické chovani za
identickych podminek jako u DMZ.

Tato sloucenina obsahuje pouze N,N-dimethylhydrazidovou skupinu, a proto se mtize probihat

pouze o oxidaci na atomu dusiku.

Dale byl za stejnych podminek oxidovan cisty UDMH. Srovnani ziskanych DP
voltamogramil je znazornéno na Obrazku 12. Pro rozliSeni obou navrhovanych cest je
velmi blizka u DMZ (+1500 mV) a N',N'-dimethylacetohydrazidu 5 (+1400 mV). Tyto hodnoty
jsou na vyssich potencidlech ve srovnani s prostym UDMH (+1100 mV), coz je v souladu s
praci Nonaky. K prvni oxidaci tedy dochazi na atomu dusiku a v prvnim kroku vznika radikal-
kationt 4. Jednoelektronova povaha tohoto prvniho déje byla potvrzena potencialové fizenou
exhaustivni elektrolyzou. Pro DMZ elektrolyzovany 140 min pfi potencidlu +1700 mV oproti
ref. byla zjiSténa spotifeba 1€". Dale porovnani nasledujicich ¢asti voltamogramti DMZ a
N',N'-dimethylacetohydrazidu 5 vykazuje odlisné vlastnosti. Lze tedy ocekavat, Ze se na
naslednych procesech podili karboxylatova skupina. Jednim z moznych vysvétleni je
intramolekularni hydrolyza radikal-kationtu 4 probihajici ptes péti¢lenny meziprodukt 6 za
vzniku jantarového anhydridu 7 a N,N-dimethylhydrazinového radikal-kationtu. Uvolnéni
N,N-dimethylhydrazinového radikal-kationtu by mohlo vysvétlovat druhy oxidaéni pik pii 2,0
V, ktery se zda byt identicky v ptipadé DMZ a UDMH (obrazek 12a, c). Protoze se v
analytickych experimentech pouZziva pouze prvni oxidacni pik odpovidajici jednoelektronové
oxidaci DMZ na radikal-kation 4, nebyla podrobné zkoumana povaha dalSich vznikajicich

produktii.
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Obrazek 12: Porovnani DP voltamogramu oxidace DMZ (a), N',N'-dimethylacetohydrazidu 5
(b) a UDMH (¢) po odectu zakladniho elektrolytu

(zakladni elektrolyt — BR pufr (pH 9), comz = 21,79-174,32 umol L7
CoaH = 24-193 pmol L cubwn = 50,4-404 umol L Ein = +500 mV, Efin = +2200 mV,
v=40mV st A=+50 mV,t =80 ms)

3.2.5 Kvantitativni stanoveni DMZ

Pro kvantitativni stanoveni DMZ byla pouzita metoda DPV ve spojeni s BDDE jako
pracovni elektrodou. Za G¢elem nalezeni optimalnich parametrti DPV pro stanoveni DMZ byly
studovany vlivy rychlosti polarizace (v), modula¢ni amplitudy (A) a modula¢niho ¢asu (t).
Ziskané zavislosti Ip DMZ na jednotlivych testovanych parametrech jsou uvedeny na
obrazku 13. Po jejich vyhodnoceni byly vybrany nasledujici parametry: v = 40 mV s,
A =+50 mV at =80 ms. Tyto hodnoty byly zvoleny na zakladé posouzeni vysek naméfenych

piku, jejich vyhodnotitelnosti a opakovatelnosti.
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Obrazek 13: Zavislosti |y DMZ na testovanych DPV parametrech —v (a), A (b) at (c)

(zékladni elektrolyt — BR pufr (oH 9), comz = 50 pmol L%, Ein= +500 mV, Efin = +2200 mV,
v=10-100mVs?(a)a20mVvs(b,c), A=+10-100 mV (b) a+50 mV (a, c), t = 10-100 ms (c)
a 80 ms (a, b))

Jako podklad pro kvantitativni analyzu DMZ byly naméfeny ve zvoleném zakladnim
elektrolytu kiivky anodické oxidace v rozsahu koncentraci od 21,79 do 174,32 pmol Lt (viz.
obrazek 14). Z obrazku je ziejmé, ze vyska prvniho piku, ktery byl navrzen pro stanoveni, se
linedrné zvySuje v zavislosti na zvySujici se koncentraci analytu, coz zaroven potvrzuje
rovnice 4. Pro tuto koncentraéni zavislost byly vypo¢teny hodnoty LOD a LOQ, které jsou
2,18 a 7,28 umol L 1. Po proméfeni nizsiho koncentra¢niho rozsahu, a to v rozmezi od 1,69 do
13,52 umol L™t (viz. obrazek 15, rovnice 5) se hodnoty LOD a LOQ snizily diky pouziti

presnéjsiho davkovaciho postupu na 0,44 a 1,46 umol L2,
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lp [RA] = (0,008952 + 0,000059) ¢ [wmol L] — (0,0285 + 0,0065), r = 0,9999 (4)
lp [WA] = (0,00752 + 0,00013) ¢ [wmol LY — (0,0056 = 0,0011), r = 0,9992 (5)

Spolehlivost a pfesnost navrzené metody byla testovana opakovanym stanovenim DMZ pro
dvé koncentraéni hladiny, a to 7,24 a 21,79 umol L. Analyza pro kazdou koncentraci byla
opakovana pétkrat a ziskané vysledky jsou shrnuty v tabulce 4. Lze konstatovat, Ze metoda
poskytuje spravné, dobie reprodukovatelné a spolehlivé vysledky. V rozsahu testovanych

koncentraci se nejvyssi hodnota RSD rovnala 4,33 %.
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Obrazek 14: DP voltamogram DMZ v zavislosti na koncentraci Vv rozmezi
21,79-174,32 pmol L™ (a) a zavislost Ip na comz (b)

(zékladni elektrolyt — BR pufr (pH 9,1), comz = 21,79-174,32 pumol L%, Ein = +500 mV,
Efin = +2200 MV, v=40 mV st A=+50 mV, t = 80 ms)
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Obrazek 15: DP voltamogram DMZ v zavislosti na koncentraci Vv rozmezi
1,69 — 13,52 umol L™ (a) a zavislost Iy na comz (D)

(zékladni elektrolyt — BR pufr (pH 9,1), comz = 1,69-13,52 umol L™, Eis = +500 mV,
Efin=+2200 MV, v=40 mV s 1, A=+50 mV, t = 80 ms)

Tabulka 4: Vysledky opakovanych stanoveni modelovych roztokit DMZ

Analvt Pridano Stanoveno Vytéznost RSD (n =5)
y [umol L] [umol L] [%] [%]
21,79 21,83+0,94 96,3-105,9 4,33
DMZ
7,24 7,13+0,26 94.2-101,7 3,62
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3.2.6 Voltametrické chovani a stanoveni UDMH

Vzhledem k tomu, Ze DMZ se rozklada na toxicky UDMH, byla v dalsi ¢asti prace
zaméfena pozornost na stanoveni této latky. Béhem ptfedbéznych analyz bylo zjisténo, ze
UDMH poskytuje proudovou odezvu pii anodické oxidaci za stejnych podminek jako byly
doporuceny pro DMZ, zejména je mozné pracovat V BR pufru o pH 9. Jak je vidét z cyklického
voltamogramu na obrazku 16, UDMH poskytuje dva anodické piky s maximy pii potencialech
+1230 a +2120 mV. Podle tvaru zpétné kiivky lze soudit, Ze oxidacni proces je rovnéz

ireversibilni.

30 v - zakladni elektrolyt

—pridavek UDMH

Obrazek 16: Cyklicky voltamogram zakladniho elektrolytu a UDMH

(zakladni elektrolyt — BR pufr (pH 9,1), cuomn = 0,46 mmol L™, Ein = Efin = +600 mV,
Elower vertex = +500 MV, Eupper vertex = +2200 mV, v = 40 mV S_l)

Béhem studie zavislosti Ip na v byly naméfeny cyklické voltamogramy v rozsahu v od
20 do 200 mV s, jejichz vyhodnoceni je uvedeno na obrazku 17. JelikoZ zavislosti lp na v
(obrazek 17a) a I, na v? (obrazek 17b) nejsou linearni, 1ze vyvodit zavér, Ze fidicim procesem
neni adsorpce, ani difuze. Z logaritmické zavislosti, uvedené na obrazku 17c a popsané
rovnici 6, vychazi hodnota smérnice (0,172 £+ 0,013), coz potvrzuje, ze tidicim procesem

elektrochemické oxidace je kinetika.
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log (Ip [nA]) = (0,172 £ 0,013) log (v [mV s71]) + (0,598 + 0,025), r = 0,9853 (6)

= 10 — 10
iﬁ. e 'Y i ..... o L]
--.n. 9 B .._.. 3 9 - '.-...
8 r . 8 L o
.'-.: .
7 | ® a) [ ._. b)
6 L ! 6 1 ]
0 100 200 3 7 11 15
v[mVsT] (v [mV s71])1/2
—~ 1,00
< &
E'; 095 |- o
& 09 o
0,85 |
c)
0,80 e L 1

1,2 1,6 2 2,4
log(v[mV s™))

Obrazek 17: Zavislosti I, na v (a), I, na v (b) a log (lp) na log (v) (c) pro UDMH

(zdkladni elektrolyt — BR pufr (pH 9), cupmn = 0,46 mmol L, Ein = Efin = +600 mV,
Elower vertex = +500 MV, Eupper vertex = +2200 mV, v = 20-200 mV S_l)

Dale byly pro UDMH svyuzitim DPV zméfeny anodické oxidac¢ni kiivky v
koncentraénim rozmezi od 50,45 do 403,59 umol L, které jsou uvedeny na obrazku 18.
Proudova odezva obsahuje dva piky s maximy pii potencialech od +1050 mV do +1070 mV a
0d +1900 mV do +2100 mV. Vyska prvniho piku se zvySuje linearné v zavislosti na koncentraci
(rovnice 7), navic je tento pik dobfe vyhodnotitelny a lezi pti méné pozitivnich potencialech.
Byl proto vybran pro analytické ucely. Zavislost Ip na cupmn druhého piku byla nelinearni, a
navic jeho zaznam byl ovliviiovan kiivkou rozkladu zakladniho elektrolytu. Pro vyse uvedeny
koncentraéni rozsah byly vypoéteny hodnoty LOD = 5,01 pmol L™ a LOQ = 16,71 umol L.

Pro nizsi koncentraéni rozsah, konkrétné od 0,499 do 2,994 umol L pii soucasném zlepseni
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davkovani analytu byla ziskana linearni kalibracni zavislost popsana rovnici 8 a zobrazena na
obrazku 19. Doslo také k vyznamnému zlepseni citlivosti metody, a to na LOD a LOQ ve vysi
0,063 a 0,209 umol L2,

lp [LA] = (0,010449 + 0,000069) ¢ [pmol L 1] — (0,038 + 0,017), r = 0,9999 (7
lp [LA] = (0,006457 = 0,000069) ¢ [mol L1 — (0,00050 + 0,00013), r = 0,9998 (8)

Stejné jako v ptipadé DMZ byla provedena opakovana stanoveni UDMH v modelovych
roztocich o dvou riznych koncentracich, a to 50,45 a 16,82 umol L. Pro kazdou koncentraci
bylo stanoveni opakovano pétkrat a ziskané vysledky jsou shrnuty v tabulce 5. Z uvedenych
hodnot lze konstatovat, Ze navrhovand metoda poskytuje spolehlivé a dobfe opakovatelné

vysledky jak pro niZsi, tak i pro vy$si koncentraci UDMH, maximalni hodnota RSD se rovnala

5,71 %.
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Obrazek 18: DP voltamogram UDMH v zavislosti na koncentraci v rozmezi od 50,45 do

403,59 pmol L2 (a) a zavislost lp na cupmn (b)

(zékladni elektrolyt — BR pufr (pH 9), cupmn = 50,45-403,59 umol L%, Ein = +500 mV,
Efin = +2200 MV, v=40 mV s !, A=+50 mV, t = 80 ms)
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Obrazek 19: DP voltamogram UDMH v zavislosti na koncentraci V rozmezi
od 0,499 do 2,994 umol L™ (a) a zavislost lp na cupmn (b)

(zdkladni elektrolyt — BR pufr (pH 9,1), cupmn = 0,499-2,994 umol L, Ein = +500 mV,
Efin = +2200 mV, v=40 mV s !, A= +50 mV, t = 80 ms)

Tabulka 5: Vysledky opakovanych analyz modelovych roztokt UDMH

Analvt Pridano Stanoveno Vytéznost RSD (n =5)
y [umol L] [umol L] [%] [%]
50,45 50,12+0,82 97,8-101,7 1,63
UDMH
16,82 16,94+0,96 93,0-107,8 5,71
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3.2.7 Voltametricka analyza smési DMZ a UDMH
Kwvtli rozkladu DMZ je nutné piedpokladat, ze realné vzorky obsahujici DMZ, budou

rovnéz obsahovat i UDMH. Za ucelem zjisténi moznosti stanoveni latek ve smési byly
analyzovany modelové vzorky S rliznym zastoupenim obou analyti vyjadfenym pomérem
molarnich koncentraci CupmH:Comz. Pro UDMH tento pomér byl v rozmezi od 0,29 do 2,92.
Bylo zjisténo, Ze stanoveni UDMH neni nijak ruseno pfitomnosti DMZ, jak lze vidét z
obrazku 20a. Vysledky stanoveni UDMH se pohybovaly v rozmezi 94,92 az 102,26 %. V
ptipadé analyzy DMZ je jeho vyska piku za urcitych podminek ovlivnéna tvarem voltametrické

odezvy UDMH, obzvlast pii vyssim nadbytku, jak je vidét z obrazku 20b.

— 6 H —_ 4 T
E! (3 .:
-~ Cupmn:Comz = 0,54:1 i - Cupmn:Comz = 5,29:1 .E
4 :*' :;'
/ 2 /
2
0 L 0 1
600 1100 1600 2100 600 1100 1600 2100
E[mV]

E[mV]
Obrazek 20: DP voltamogramy stanoveni UDMH (a) a DMZ (b) v modelovych smésich s

pomérem CupmH:Comz = 0,54:1 (a) a CupmH:Comz = 5,29:1 (b)

(zakladni elektrolyt (V = 15 mL) — BR pufr (pH 9), cuomn = 58,9 (a) a 110 umol L™ (b), comz
= 108,95 a 20,79 pmol L (b); a) standardni piidavky UDMH: V =30 uL, ¢ = 0,025 mol L%,

b) standardni pfidavky DMZ: V = 30 uL, ¢ = 0,01 mol L™?), Ein = +500 mV, Efin = +2200 mV,
A=+50mV,t=80ms,v=40 mVs?)

Na zaklad¢ fady experimenti bylo zjiSténo, Ze tento vliv zavisi na poméru mnozstvi
ptitomnych latek. Na rozdil od modelovych vzorkti smési, kde pomér analytu byl definovan

jako pomér molarnich koncentraci CupmH:Cpmz, pro pripad analyzy neznamych vzorkd byl

definovan pomér proudovych odezev pii maximech obou analyzovanych latek,

Imax,upmH:Imax,pmz, @ je zfejmé, ze proudova odezva DMZ je ovlivnéna ptitomnosti UDMH.
Tabulka 6 ukazuje, jak rizné nadbyte¢né mnozstvi UDMH ovliviuje vysledek stanoveni DMZ.
Testovany piebytek UDMH se v modelovych smésich pohyboval v rozmezi poméru
koncentraci od 1,15 do 15,33. Vysledky stanoveni DMZ se s rostoucim pomérem pohybuji od

106,7 do 333,3 %.
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Tabulka 6: Vysledky stanoveni DMZ v modelovych smésich DMZ a UDMH pied a po
eliminaci UDMH.

UDMH: DMZ Vytéznost DMZ [%] Vytéznost DMZ po odstranéni UDMH [%]

1,15 106,7 101,3
3,45 160,0 93,3
6,66 222,2 100,0
15,33 333,3 107,4

Z vyse uvedenych skute¢nosti vyplyva, ze bez ptedipravy vzorku 1ze DMZ spolehlivé
stanovit v piitomnosti UDMH pouze do koncentratniho poméru ptiblizné 1. Pfi vyS$im
ptebytku této latky je jiz vysledek stanoveni DMZ vyrazn€ ovlivnén. Problém byl vyfeSen
odstranénim UDMH ze smésného vzorku. Latku lze vytésnit z alkalického roztoku kratkym
varem (bod varu UDMH je 68,1 °C). Optimalni doba varu zavisi na pomé&ru koncentraci UDMH
a DMZ a pohybuje se v minutach. Probiha-li eliminace v roztoku 1 mol L™t NaOH, zavislost
mezi potiebnou dobou varu pouzitou k eliminaci UDMH z roztoku a pomérem proudu

Imax,upmH :Imax,pmz byla zjiSténa experimentalné a lze ji popsat rovnici 9:
t [min] =— 0,0388 x* + 1,2397x — 1,8788, 9)

kde x predstavuje Imax,upmH:lmax pmz @ t je doba varu. Grafické znazornéni této rovnice je

uvedeno na obrazku 21.
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Obrazek 21: Zavislost doby varu na poméru proudovych odezev pii maximech UDMH a DMZ

Tento vztah lze pouzit pfi analyze nezndmych vzorkli smési a vede ke spravnym hodnotdm
koncentraci DMZ. Vysledky stanoveni DMZ po odstranéni UDMH ze smésného vzorku jsou

uvedené v tabulce 6. Je zde vidét, ze navrzeny eliminacni postup vede ke spravnym hodnotam.
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3.2.8 Voltametricka analyza redlnych vzorkii DMZ a UDMH
Vypracované metody ke stanoveni DMZ a UDMH byly aplikovany na tii typy realnych

vzorkd, a to na komeréné dostupny pfipravek na ochranu rostlin B-NINE®SS, na vodu po umyti

jablek a na povrchovou vodu z feky Chrudimky. Do vod bylo pfidano malé mnozstvi analyti.
DMZ byl stanovovan ve vsech tfech vzorcich a UDMH pouze ve vodé z oplacht jablek. Postup
zakoncentrovani DMZ z fi¢ni vody je popsan v experimentalni ¢asti (kapitola 2.3.6). Stanoveni
bylo opakovano pétkrat pro kazdy realny vzorek. Na obrazku 22 je uveden voltamogram vzorku
B-NINE®SS véetné kiivek po standardnich piidavcich. Z obrazku je patrné, Ze stanoveni neni

ruseno zadnymi jinymi latkami, coZ je v souladu s tdaji poskytnutymi vyrobcem.
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Obrazek 22: DP voltamogram redlného vzorku B-NINE®®C (a) a grafick4 uk4zka vyhodnoceni

metodou standardniho ptidavku (b)
(zakladni elektrolyt (V = 15 mL) — BR pufr (pH 9,1), Ein = +500 mV, Efin = +2200 mV,
v=40mV s A=+50 mV, t =80 ms; Venine = 30 pL; Vomz = 30 pL, ¢ = 0,01 mol L)
Hodnoty uvedené v tabulce 7 ukazuji, Ze navrzena metoda poskytuje spolehlivé a
spravné vysledky pii analyze redlnych vzorku. Stanovené mnozstvi DMZ v piipravku

B-NINE®SC se shoduje s idaji poskytnutymi vyrobcem. Rovnéz koncentrace stanovené v iéni

a oplachové vode s ptidavkem DMZ odpovidaly skute¢nym hodnotam.
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Tabulka 7: Vysledky analyzy DMZ a UDMH v realnych vzorcich

Vzorek Analyt Deklarovano Stanoveno Vytéznost  RSD (n=5)

[mg kg™'] [mg kg™'] [%] [%]
B-NINE®S¢  DMZ 850 831+ 27 93,5-105,9* 4,82
Pfidano Stanoveno Vytéznost  RSD (n=5)
Vzorek Analyt [umol L] [umol L] [%] [%]
Ri¢ni voda DMZ 4,0 406+0,13 95,0-106,2** 4,91
Oplachova 2 2 *k
voda 1 DMZ 0 ,04+0,05 97,0-106,0 3,93
Oplachova o
voda 2 UDMH 19,6 19,48 £ 0,21 97,9-102,0 1,64

* Vztahuje se k deklarované hodnoté. ** Vztahuje se k pridané hodnoté.
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3.3 Vyvoj metod voltametrického stanoveni fungicida MFZ, FPX a MCZ

3.3.1 Volba zékladniho elektrolytu a hodnoty pH

Vyvoj metod pro stanoveni MFZ, FPX a MCZ zacal hledanim vhodného zakladniho
elektrolytu a hodnoty pH. Zatimto uc¢elem byly provedeny experimenty ve tfech riznych
slozZenich zdkladnich elektrolyti, a to v ¢istém BR pufru, v BR pufru s 33 % ACN a v BR pufru
s 67 % ACN. Hodnoty pH BR pufru se pohybovaly od 2,1 do 11,19 pro MFZ, od 2,03 do 11,02
pro FPX a od 2,06 do 10,10 pro MCZ. Tato studie byla provadéna s pouzitim DPV v kombinaci
s BDDE.

Nejdiive bylo zkoumano samotné vodné prostiedi. Bylo zjisténo, Ze v kyselém az slabé
kyselém prostiedi (pro MFZ) a v kyselém aZ neutradlnim (pro MCZ) se poloha pikil vyrazné
posouva smérem K pozitivn&j$im potencialim se zvysujici Se koncentraci analytu. Napiiklad
pro MFZ pii pH 3,03 se potencial maxima piku Epmrz posouval od +1628 mV do +1789 mV,
viz obrazek 23a, pro MCZ pak pii pH 3,08 se Epmcz posouval od +1630 mV do +1950 mV, jak
je uvedeno na obrazku 23b. Se zvySujici se hodnotou pH se tento posun snizoval az v
alkalickém prostfedi byl minimalni pro oba analyty. Na obrazku 23c jsou uvedeny kiivky
oxidace MFZ v prostiedi zakladniho elektrolytu o pH 10,07. Z obrazku je vidét, Ze proces bézi
ve dvou krocich, cozZ se projevilo dvéma piky. Tato skute¢nost byla patrna od pH 9,06 a vyssim.
Pokud se ve vodném prostredi provadéla analyza FPX, byly pozorovany v celém rozsahu
testovaného pH tfi piky, viz obrazek 23d. V rozmezi pH 2,03—6,0 byla proudova odezva
nestabilni pfedevsim pii vyssich koncentracich. Pokles pikii pravdépodobné zptisobilo zhorSeni
rozpustnosti analytu. Dale 1ze konstatovat, Ze ve studovaném rozsahu pH ve vodném zakladnim
elektrolytu byla pozorovana nelinearni zavislost mezi lp a analyzovanou koncentraci, a to pro
vSechny studované analyty. Jako ptiklad jsou na obrazku 23e uvedeny kiivky oxidace MCZ pfi
pH 10,10. Na zaklad¢ vyse uvedenych skutecnosti 1ze konstatovat, Zze vodné prostredi je pro

stanoveni MFZ, FPX a MCZ nevhodné.
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Obrazek 23: DP voltamogramy MFZ (a, ¢), MCZ (b, e) a FPX (d) v BR pufru pfi rizném pH

(zékladni elektrolyt — BR pufr, cmrz = 3,82-30,56 umol L™, cmcz = 6,63-53,04 umol L,
Cepx = 7,51-52,57 umol L%, Ein = +500 mV, Esin = +2200 mV, resp. +2300mV pro MCZ,
A=+50mV,t=80ms,v=40 mVs?)

Dale byl zkouman vliv pH na stanoveni vyse uvedenych analyt ve vodné-organickém
prostredi, a to v BR pufru s 33 % ACN. Dosazené vysledky piinasi obrazky 24, 25 a 26.
Z obrazkl 24c a 26c, 1ze pro MFZ a MCZ konstatovat, Ze v kyselém prostiedi se zvySujicim se
pH se Ep posouvaji k méné pozitivnim potencidliim. V mirné€ kyselém, neutradlnim a alkalickém
roztoku se hodnota Ep téméf neméni. Z hlediska citlivosti stanoveni je z obrazka 24b a 26b
ztejmé, ze pro MFZ a MCZ Ip se zvySujicim se pH mirn€ zvySuje. V alkalickém prostiedi pak
bylo dosazeno nejvyssich hodnot Ip. Pro FPX jsou hodnoty E; a I celkem srovnatelné v celém

studovaném rozsahu pH, viz obrazek 25b, c.

Pokud se hodnoti vliv pH na métfené anodické kiivky v zavislosti na zvySujici se
koncentraci analytil, byl pozorovan u MFZ a FPX v kyselém aZz slab& kyselém prostfedi posun
polohy pikti k pozitivnéjsim potencidltim. Pro MCZ pak nastaval tento posun V celém rozmezi
pH. Tyto zmény vSak byly méné zietelné oproti vodnému prostiedi. Proudova odezva byla ve
studovaném prostfedi v zavislosti na pH a koncentraci pro MFZ a MCZ stabilni. Pro FPX byl
v rozmezi pH 2,03—6,0 pozorovan pokles pikt, od pH 7,07 se odezva rovnéz stabilizovala. Od

pH 8 a vys$ bylo dosazeno pro vSechny analyty linearni zavislosti mezi I, a ¢, jak je uvedeno na
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obrazku 27. Na zaklad¢ zjisténych poznatkl Ize studovany zékladni elektrolyt s 33 % ACN

v alkalickém prostiedi pouzit ke stanoveni z4jmovych analytt.
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Obrazek 24: DP voltamogramy MFZ pii raznych hodnotach pH (a), zavislost I, na pH (b) a

zavislost Ep na pH (c)

(zékladni elektrolyt — BR pufr (pH od 2,1 do 11,19) s 33 % ACN, cmrz = 11,46 umol L1,
Ein = +500 mV, Efin = +2200 mV, A=+50 mV, t =80 ms,v=40 mV s}
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Obrazek 25: DP voltamogramy FPX pfii riznych hodnotach pH (a), zavislost I, na pH (b) a

zavislost Ep na pH (c)

(zékladni elektrolyt — BR pufr (pH od 2,03 do 11,02) s 33 % ACN, crpx = 15,02 pmol L1,
Ein = +500 mV, Efin = +2200 mV, A=+50 mV, t =80 ms,v=40 mV s}
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Obrazek 26: DP voltamogramy MCZ pii riznych hodnotach pH (a), zavislost Ip na pH (b) a

zavislost Ep na pH (c)

(zékladni elektrolyt — BR pufr (pH od 2,06 do 10,10) s 33 % ACN, cmcz = 19,89 pmol L1,
Ein = +500 mV, Efin = +2300 mV, A= +50 mV, t =80 ms, v=40 mV s %)
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Obrazek 27: DP voltamogramy MFZ (a), FPX (b) a MCZ (c) v BR pufru pii rizném pH s
33 % ACN

(zakladni elektrolyt — BR pufr s33 % ACN, cwrz = 3,82-30,56 pmol L2,
crrx = 7,51-60,08 umol L, cmcz = 6,63-53,04 pumol L, Ein =+500 mV, Efin = +2200 mV,
resp. +2300mV pro MCZ, A=+50 mV, t=80ms, v=40 mV s %)

Na zavér této studie byla ovéfovana moznost stanoveni testovanych fungicidii v
prostiedi obsahujicim BR pufr a 67 % ACN. ZvySeni podilu organického rozpoustédla
v zékladnim elektrolytu vedlo k tomu, ze naméfené kiivky v celém rozsahu pH se nachazely
pfi zna¢né pozitivnich potencialech. Pro MFZ byla zaznamenana vyrazna nelinearita I, v

zavislosti na ¢. U FPX pak v kyselem prostiedi byla pozorovana nestabilita proudové odezvy.

Na zéklad¢ provedenych experimentii lze shrnout, Ze s rostoucim podilem ACN v
zakladnim elektrolytu se u vSech analytl posouvaji piky k pozitivnéjsim potencidlim.
Naptiklad v ptipadé FPX pro pH 6,0 se Ep pohyboval od +1346 mV do +1376 mV ve vodném
prostiedi, od +1537 mV do +1568 mV v ptitomnosti 33 % ACN a od +1709 mV do +1739 mV
v pritomnosti 67 % ACN. Vliv pH jednotlivych zakladnich elektrolytu na I, je shrnut
v tabulkach 8, 9 a 10.

Po vyhodnoceni vSech vySe uvedenych skute¢nosti byl vybran jako zakladni elektrolyt
pro voltametrickou analyzu MFZ, FPX a MCZ BR pufr s pH 9 a 33 % ACN. Ve zvoleném
prosttedi poskytovaly latky dobte vyhodnotitelné oxida¢ni kiivky, které byly dostatecné citlive,
stabilni a zavislost Ip na ¢ byla linearni. Dalsi vyhodou vybraného prostiedi je to, ze za téchto
podminek jsou maxima piku MFZ a FPX a také FPX a MCZ dostatecné oddé€leny, coz

umoziuje jejich soucasnou analyzu ve smésnych komer¢nich ptipravcich.
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Tabulka 8: Zavislost proudové odezvy pii anodické oxidaci MFZ o koncentraci cmez = 11,46 pmol L™ na sloZeni zdkladniho elektrolytu pro

jednotlivé pH
Zakladni elektrolyt pH 2,1 3,03 4,1 5,08 6,03 7,04 8,25 9,06 10,07 11,19
BR pufr 0,313 0,390 0,400 0,516 0,526 0,537 0,470 0420 0,469 0,494

BR pufrs 33 % ACN Ip [WA] 0,127 0,249 0,333 0,369 0,374 0,353 0,355 0,35 0,366 0,482

BR pufrs 67 % ACN 0,139 0,196 0,261 0,254 0,253 0,254 - - - -

Tabulka 9: Zavislost proudové odezvy pii anodické oxidaci FPX o koncentraci cepx = 15,02 umol L™ na sloZeni zikladniho elektrolytu pro

jednotlivé pH
Zakladni elektrolyt pH 2,03 3,2 408 508 6 707 823 9 10,02 11,02
BR pufr 0,305 0278 0277 0232 0175 0,191 0,209 0,193 0,144 0,065
BR pufr s 33 % ACN Ip [nA] 0,182 0135 0126 0131 0,138 0,151 0,154 0,148 0,154 0,152
BR pufr s 67 % ACN 0,102 0,079 0,079 0,077 0,087 0,099 - - - -

79



Tabulka 10: Zavislost proudové odezvy pii anodické oxidaci MCZ o koncentraci Cvmcz = 19,89 umol L™ na sloZeni zékladniho elektrolytu pro

jednotlivé pH
Zakladni elektrolyt pH 2,06 3,08 4,07 5,04 618 7,03 801 903 10,10 -
BR pufr 0199 0321 0297 0298 0337 0339 0313 0,367 0,440 -
BR pufr s 33 % ACN Ip [nA] 0035 0,093 0,123 01153 0,159 0,158 0,168 0,173 0,181 -
BR pufr s 67 % ACN 0,102 0,080 0076 0079 0,077 0,085 - - - -
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3.3.2 Voltametrické chovani studovanych fungicida

Dalsim krokem ve vyvoji analytickych metod bylo zkoumani voltametrického chovani
studovanych latek pomoci CV. Experimenty byly provadény v zakladnim elektrolytu,
obsahujicim BR pufr (pH 9) s 33 % ACN, hodnoty potencialu se pohybovaly od —800 mV do
+2200 mV pro MFZ a FPX a od —2000 mV do +2300 mV pro MCZ. Rychlost narustu
potencialu v se rovnala 40 mV s*. Z cyklickych voltamogrami uvedenych na obrazku 28 lze
soudit, Zze vSechny analyty podléhaji anodické oxidaci a byl pozorovan vzdy jeden pik pii
potencialech +1860 mV pro MFZ, +1640 mV pro FPX a +2007mV pro MCZ. V celém
studovaném rozsahu potenciadlii nebyl zaznamenan zadny redukéni signal pfislusici

analyzovanym latkdm, takZe 1ze konstatovat, Ze probihajici déje mély ireverzibilni pribéh.

T3 . g5 ¢
3 | - zakladni elektrolyt R . zakladni eletrolyt
~ 5 | —pfidavek MFZ AT
3 L —pridavek FPX
1 2T
1 -
0 0
1000 1300 1600 1900 2200 1000 1300 1600 1900 2200
E [mV] E[mV]
—_ 8
3
:6 o zakladni elektrolyt
— piidavek MCZ i
4 L
2 B c) [""
0 =

1200 1500 1800 2100 2400
E[mV]

Obrazek 28: Cyklické voltamogramy zakladniho elektrolytu a MFZ (a), FPX (b) a MCZ (c)
(zakladni elektrolyt — BR pufr (pH 9) s33 % ACN, cwez = 12,74 pmol LY
Crpx = 74,06 umolL™?, cex = 66,29 pumolLl; pro MFZ a FPX:

Ein = Efin=0 mV, Eiower vertex = =800 MV, Eupper vertex = +2200 mV; pro MCZ: Ein = Efin=0 mV,
Elower vertex — -500 mV, Eupper vertex — +2300 mV, v=40 mV S_l)
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3.3.3 Studia zavislosti proudové odezvy MFZ, FPX a MCZ na rychlosti polarizace

Za ucelem zjisténi fidiciho procesu elektrodové reakce MFZ, FPX a MCZ na BDD
elektrod¢, spomoci CV byly provedeny studie zavislosti Ip na v vrozsahu od 10 do
100 mV s1. Po vyhodnoceni naméfenych kfivek byly vyneseny zavislosti I, na v, I, na v¥? a
log (Ip) na log (v), uvedené na obrazku 29. Pro vSechny studované analyty zavislost I, na
v vykazovala nelinearni prub¢h, jak je uvedeno na obrazku 29a,b,c coZz znamena ze fidicim
procesem neni adsorpce. Ze zavislosti lp na v'2, které mély linearni priib&h pro vechny
zkoumané latky (viz obrazek 29d,e,f), Ize usuzovat, ze se jedna o difuzné fizenou elektrodovou
reakci. Pro potvrzeni anebo vyvraceni téchto zavéru byly vyneseny také zavislosti log (Ip) na
log (v), které jsou uvedené na obrazku 29g,h,i, a popsané rovnicemi (10), (11) a (12). Smérnice
logaritmické zavislosti byly (0,2126+0,0070) pro MFZ, (0,311+0,023) pro FPX a
(0,444+0,014) pro MCZ, coz naznacuje, ze elektrochemické oxidaéni reakce téchto latek jsou

komplikovanéjsi s vyznamnym vlivem difuze a kinetiky.

log (Ip [nA]) = (0,2126+0,0070) log (v [mV s71]) — (0,358+0,011), r = 0,9978 (10)
log (Ip [nA]) = (0, 311+0,023) log (v [mV s71]) — (0,259+0,038), r = 0,9891 (11)
log (Ip [nA]) = (0,444+0,014) log (v [mV s]) — (0,452+0,023), r = 0,9962 (12)
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Obrazek 29: Zavislosti I na v (a-c) Ip na vt (d-f) a log (Ip) na log (v) (g-i) pro MFZ, FPX a

MCZ

(zdkladni elektrolyt — BR pufr (pH 9) s 33 % ACN, cmez = 12,74 pmol L,

Crpx = 74,06 umol L%, cmcz = 66,29 umol L™*; pro MFZ a FPX: Ein = Efin = +600 mV,

Elower vetex = +500 mV, Euppervertex = +2200 mV; pro MCZ: Ein = Efin =
Elower vertex — _500 mV, Eupper vertex — +2300mV, V= 10'100 mV S_l)
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3.3.4 Pravdépodobné produkty elektrooxidace MFZ a FPX

Pro lepsi ptedstavu o elektrochemickém oxidacnim procesu MFZ bylo vypocteno
rozlozeni HOMO orbitali (schéma 12b) a oxidac¢ni produkty byly analyzovany pomoci
LC-MS. Vedle piku s m/z 398 odpovidajiciho protonovanému vychozimu MFZ byly
detekovany ionty s m/z 288, 304 a 315 (obrazek 30). Izotopovy vzorec iontu 315 ukazal
pritomnost atomu chloru v molekule, zatimco u 288 a 304 nikoli. Mozné struktury téchto ionta
nebo jejich izomerd jsou znazornény na Schématu 12a. Ptfitomnost téchto iontli naznacuje
nejméné dvé nezavislé oxidacni cesty: 1) zahrnujici $t€peni vazby C-C vedle alkoholové
skupiny a jeji oxidaci na keto-skupinu a 2) oxidaci aromatického kruhu a rozpad éterové

skupiny. Nelze vSak vyloucit ani dalsi a nasledné degradaéni cesty.

a)
F —|H+ F —‘|H+ E —IH*'

F F F

o) d HO | N <E HO .
L j [ _N -N
c HO I\L\> N\\\>

(0] OH
mlz 315 mlz 304 mlz 288

b)

Schéma 12: Mozné struktury produktd vzniklych elektrochemickou oxidaci MFZ (a) a
lokalizace HOMO orbitalt FPX (vlevo) a MFZ (vpravo) vypoctené pomoci B3LYP/6-31+G

(d, p)(b)

Jako misto prvni jednoelektronové oxidace FPX lze navrhnout sekundarni amidickou
skupinu [130]. Konkrétné se jedna o slouceninu obsahujici acetanilidovou ¢ast [131]. Proto lze
ocekavat analogickou reaktivitu, tedy dimerizace ¢i hydroxylace. To naznacuje 1 vypoctena
lokalizace HOMO orbitalu, ktery je distribuovan v této ¢asti molekuly (Schéma 12b). Reakéni

mechanismus MCZ zatim nebyl studovan.
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Obrazek 30: Chromatogramy LC-MS pro vybrané ionty reakéni smési ziskané elektrooxidaci
MFZ (HESI v pozitivnim rezimu)

3.3.5 Optimalizace parametri voltametrického stanoveni MFZ, FPX a MCZ metodou
DPV

Pro GspéSnou DPV analyzu je potifeba nalézt optimalni parametry, které by vyhovovaly
citlivému stanoveni konkrétni latky. Za timto ucelem byly provedeny pro vSechny zajmové
analyty experimenty optimalizace DPV parametrii, a to pro v v rozsahu od 10 do 200 mV s*
(do 100 mV s! pro MCZ), pro A v rozsahu od +10 do +100 mV a pro t v rozsahu od 10 do
100 ms. Z namé&fenych voltamogramu byly vyneseny zavislosti, uvedené na obrazku 31. Po
jejich vyhodnoceni byly vybrany optimalni hodnoty testovanych parametra, které byly stejné
pro viechny analyty, ato A=+50mV,t=80msav=40mV s
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Obrazek 31: Zavislosti Ip na testovanych DPV parametrech — v (a-c), A (d-f) at (g-i)

(zdkladni elektrolyt — BR pufr (pH 9) s 33 % ACN, cmez = 12,74 pmol L,

Crpx = 74,06 pmol L2, cmez = 66,29 pmol L7, Ein = 500 mV, Efin = +2200 mV pro MFZ a
FPX a +2300 mV pro MCZ, v = 10-200 mV s (a,b), 10-100 mV s* (c) a40 mV s* (d-i), A=
+10-100 mV (d-f) a +50 mV (a-c, g-i), t = 10-100 ms (g-i) a 80 ms (a-f))

3.3.6 Kvantitativni stanoveni MFZ, FPX a MCZ v modelovych roztocich

zvoleném zakladnim elektrolytu pfi optimalizovanych parametrech DPV.

Dalsi experimenty byly zaméfeny na kvantitativni analyzu studovanych analyti ve

Pro MFZ byla ziskana zavislost lp na cvez V rozmezi od 0,051 do 12,75 pmol L2, kterd

je uvedena na obrazku 32a. Je zde vidét, ze v celém rozsahu je zavislost linearni a lze ji popsat

rovnici 13. Jako pfiklad jsou na obrazku 33a uvedeny anodické kiivky MFZ naméfené v uz§im
rozsahu koncentraci, a to od 0,0679 do 6,79 umol L1, Vypoétené hodnoty LOD a LOQ byly
10,81 a 36,04 nmol L, a to pro koncentraéni rozsah MFZ od 0,051 do 2,55 pmol L2,
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Pro FPX byly analyzovany koncentrace v rozsahu 0,1-13,6 umol L1, Z obrazku 32b je
vidét, ze zavislost lp na Crpx je linearni a lze ji popsat rovnici 14. Pro koncentra¢ni rozsah
0,1-4,08 pmol L™* byly vypoéteny hodnoty LOD = 13,98 nmol L™* a LOQ = 46,61 nmol L.
Na obrazku 33b je piiklad anodickych kiivek FPX naméfenych v koncentraénim rozsahu od
0,136 do13,6 pmol L1,

Pii testovani Kkvantitativni analyzy MCZ Vrozsahu koncentraci od 0,44 do
44,1 pmol L™t byly naméfeny anodické k¥ivky uvedené na obrazku 33c. Hodnoty proudu MCZ
se zvySovaly linearné se zvysujici se koncentraci, coz potvrzuje zavislost uvedend na obrazku
33c a rovnice 15. Pro koncentra¢ni rozsah od 0,44 do 4,41 umol L™! byly vypo&teny hodnoty
LOD =32 nmol L™ aLOQ =107 nmol L.

o [LA] = (0,03941 + 0,00018)(c [umol L™1]) — (0,00289 + 0,00090), r = 0,9998 (13)
o [RA] = (0,008769 = 0,000042)(c [wmol L1]) + (0,00053 + 0,00024), r = 0,9998 (14)
o [LA] = (0,014817 + 0,000084)(c [wmol L) + (0,0084 + 0,0017), r = 0,9997 (15)
- 0,6 — 0,15
£l .| 2
- 04 | MFZ . = o1 L FPX ..
02 | 0,05 ot
- »*
" a) ‘ b)
0 / ! L 0 1 L
0 5 10 15 5 10 15
¢ [ umol L] ¢ [ umol L]

Obrazek 32: Zavislosti Ip na cmrz () a lp na ceex (b)

(zakladni elektrolyt — BR pufr (pH 9) s 33 % ACN, cwrz = 0,051-12,75 pmol L2,
cepx = 0,1-13,6 pmol L%, Ein = +500 mV, Efin = +2200 mV, A = +50 mV, t = 80 ms,
v=40mV s
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Obrazek 33: DP voltamogramy koncentrac¢nich zavislosti MFZ (a), FPX (b) a MCZ (c¢) a

zavislosti lp na cvrz (a), Ip na ceex (b), a Ip Na cmcz (€)

(zakladni elektrolyt — BR pufr (pH 9) s 33 % ACN, cwmrz=0,0679-6,79 umol L2,
Crpx = 0,136-13,6 pmol L%, cmez = 0,44-44,1 pmol L1, Ein = +500 mV, Esin = +2200 mV pro
MFZ a FPX a +2300 mV pro MCZ, A=+50 mV, t =80 ms, v=40 mV s %)

Zaucelem ovéfeni spolehlivosti a piesnosti navrhovanych metod byly provedeny
opakovatelné stanoveni riznych koncentraci MFZ, FPX a MCZ. Kvantitativni stanoveni Se
provadely metodou standardniho ptidavku a byly opakovéany pétkrat pro kazdou testovanou
koncentraci, které jsou spolu s vysledky uvedeny v tabulce 11. Z prezentovanych udaju je vidét,
ze navrhované metody stanoveni studovanych fungicidi poskytuji spolehlivé a opakovatelné

vysledky (RSD < 4,15 %) v celém rozsahu testovanych koncentraci.
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Tabulka 11: Vysledky stanoveni riznych koncentraci MFZ, FPX a MCZ

Analvt Ptidano Stanoveno Vytéznost RSD (n =5)

y [wmol L] [wmol L] [%] [%]
1,275 1,266+0,038 95,6-102,3 3,02
MFZ 0,255 0,248+0,009 93,7-102,7 3,78
0,051 0,050+0,002 94,1-103,9 4,15
0,501 0,498+0,020 95,4-105,8 4,06

FPX
0,100 0,102+0,003 99,2-106,2 2,73
4,41 4,27+0,10 94,3-100,2 2,38

MCZ
0,44 0,45+0,02 96,6-105,9 3,82

3.3.7 Voltametrické analyza MFZ, FPX a MCZ v modelovych smésich

Jelikoz studované analyty jsou hlavnimi slozky n¢kolika smésnych fungicidnich
pripravkl, bylo zapottebi pied samotnou analyzou téchto realnych vzorkli provést analyzu
smésnych modelovych vzorku obsahujicich tyto latky, za Gcelem zjisténi jejich chovani ve
smési. Celkem bylo analyzovano deset modelovych smési zejména pét smési s rlznymi
koncentra¢nimi poméry MFZ a FPX a pét smési s riznymi koncentracnimi poméry FPX a
MCZ. V ptipad¢ analyzy smési obsahujicich MFZ a FPX velkou vyhodou bylo to, ze piky
analytli se nachdzely pfi rGznych potencidlech, coz umoziovalo jejich soucasné stanoveni.
Konkrétné lezi maxima FPX u +1527 mV a pro MFZ u +1769 mV. Jako ptiklad, na obrazku 34
je zndzornéno stanoveni FPX (a) a MFZ (b) ve smési s koncentratnim pomérem
crrx:Cmrz = 0,98:1. Bylo pozorovano, Ze ptitomnost jedné latky neovlivituje vysku, polohu ani
tvar piku signalu druhé latky, coz plati i pro trojnasobny piebytek, jak l1ze usoudit z hodnot
uvedenych v tabulce 12. Na zaklad¢ prezentovanych vysledki 1ze konstatovat, ze navrhovana

metoda poskytuje dostate¢né presné, spravné a opakovatelné vysledky (RSD < 3,67 %).
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Obrazek 34: DP voltamogramy FPX a MFZ ziskané pfi analyze modelové smési s pomérem

crpx:Cmrz = 0,98:1

(zdkladni elektrolyt (V = 15 mL) — BR pufr (pH 9) s 33 % ACN, Cmrz = 6,41 pumol L2,
Crpx = 6,27 pumol L% a) standardni piidavky FPX: V =25 pL, ¢ =4 mmol L™, b) standardni
pridavky MFZ: V = 30 uL, ¢ = 3,2 mmol L™%; Ein = +500 mV, Efin = +2200 mV, A = +50 mV,
t=80ms,v=40mVs?)

Tabulka 12: Vysledky analyz modelovych smési FPX a MFZ

CexcOvrz  Analyt Pfidémc}l Stanoveﬁi) Vytéznost RSD (n =5)

[pmol L] [umol L] [%] [%]

| FPX 6,27 6,48+0,21 100,0-106,7 3,25
098 MFZ 6,41 6,54+0,18 99,6-104,7 2,52
| FPX 12,54 12,720,45 97,3-104,2 3,59
190 MFZ 6,41 6,41+0,08 98,4-100,8 1,26
| FPX 5,01 5,14+0,05 101,6-103,7 1,06
053 MFZ 9,53 9,84+0,35 97,9-105,3 3,67
| FPX 7,50 7,4240,24 95,5-101,4 3,14
18 MFZ 2,36 2,24+0,08 91,5-96,8 3,23
| FPX 2,49 2,54+0,03 101,1-103,2 1,19
0954 MFZ 7,14 7,39+0,13 102,1-105,3 1,53
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Dale byly analyzovany modelové smési obsahujici FPX a MCZ. Piky téchto latek se
rovnéz nachédzely v dostatecné vzdalenosti, coz je nutny ptedpoklad pro jejich soucasnou
analyzu. Maxima piki FPX byla u +1467 mV a MCZ u +1860 mV. Nasledujici experimenty
ukazaly, ze spravné vysledky byly dosahovany nejen pro srovnatelné koncentrace, ale i pro

maly nadbytek jedné, ¢i druhé slozky. Na obrazku 35 jsou kiivky anodické oxidace smési o

vvvvv

u péti modelovych smési. Z téchto udaji lze soudit, Ze navrhovand metoda umoznuje

spolehlivou analyzu studovanych fungicidd FPX a MCZ (RSD < 4,84 %).

— 0,4 — 04
2 £ ;
:- 0’3 i Cepx-Cyvicz = 2,6211 MCZ -: 03 Cepx:Cpicz = 0,29:1 ;:,
0,2
0,1
0
1000 1500 2000 1000 1500 2000

Obrazek 35: DP voltamogramy FPX a MCZ ziskané pii analyze modelové smési s pomé&rem
Crpx:Cmcz = 2,62:1 (a) a crpx:Cmcz = 0,29:1 (b)

(zakladni elektrolyt (V = 15 mL) — BR pufr (pH 9) s 33 % ACN, crpx = 7,19 umol L1 (a) a
2,39 pmol L™t (b), cmcz = 2,74 pmol L2 (a) a 8,22 pmol L™! (b); a) standardni piidavky MCZ:
V =10 puL, ¢ = 4 mmol L%, b) standardni ptfidavky FPX: V = 10 pL, ¢ = 3,6 mmol L%
Ein = +500 mV, Esin = +2200 mV, A= +50 mV, t =80 ms, v=40 mV s %)
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Tabulka 13: Vysledky analyz modelovych smési FPX a MCZ

CepxChC Pfidémgl Stanovetllo Vytéznost (Sig)
[wmol L] [umol L] [%0] [%]

. FPX 4,80 4,73+0,10 96,3-100,2 2,05
0.88:1 MCZ 5,47 5,67+0,25 98,9-107,9 4,34
1741 FPX 7,19 7,29+0,17 99,2-103,9 2,35
MCZ 4,13 4,13+0,11 97,1-102,2 2,62

0.40:1 FPX 3,59 3,65+0,15 96,9-103,6 4,05
MCZ 8,22 8,30+0,19 98,5-103,9 2,34

2621 FPX 7,19 7,110,34 95,3-104,3 4,84
MCZ 2,74 2,82+0,07 100,7-105,5 2,36

. FPX 2,39 2,51+0,02 104,2-105,4 0,69
0.29:1 MCZ 8,22 7,95+0,33 97,0-104,3 3,95

3.3.8 Interferencni studie MFZ, FPX a MCZ

V reélné matrici se mohou vyskytovat spolu se studovanymi analyty i jin¢ fungicidy.
Rusivy vliv vybranych latek na stanoveni MFZ, FPX a MCZ byl zkouman v ramci interferencni
studie. Celkem bylo testovano devét bézné pouzivanych fungicidu, jejichz nazvy jsou uvedeny
v tabulce 14, a to ve tfech koncentracnich pomérech, zejména 1:10, 1:1 a 10:1. Vliv téchto
interferentli byl definovan jako zména proudové odezvy analytu pted a po ptidavku ptislusného
interferentu v %. Z vysledkd, uvedenych rovnéz v tabulce 14 lze usoudit, Ze pokud se
koncentra¢ni pomér rovna 1:10 a 1:1, vétSina interferenti ovliviluje stanoveni jen nepatrné a
chyba nepfevysuje doporucenou hodnotu 5 %. Dokonce i pti desetindsobném nadbytku chyba
stanoveni byla mensi nez 5 % a to béhem zkoumani vlivu clopyralidu a glyphosatu pro v§echny
analyty, penconazolu pro FPX a bentazonu pro MCZ. Ve vétSiné ptipadti vSak pii velkém
nadbytku, zejména Cinf:Canalyy = 10:1, chyba stanoveni ptesahovala hodnotu 10 %. Tak
naptiklad, nejvétsi vliv na stanoveni FPX mél bentazon. V piipadé MFZ, interferen¢ni vliv byl
Casto zpusoben tim, ze piky obou latek se nachéazely velmi blizko sebe, a tak se vzajemné
piekryvaly, jako v ptipad€ cyproconazolu, triclopyru a epoxiconazolu. Pro MCZ nejvétsimi
interferenty byly triticonazol a penconazol které ovliviiovaly stanoveni MCZ jiz pii
koncentraénim poméru 1:1, chyba stanoveni byla —35,21 % a —30,72 % resp. Je potieba také
uvést, ze pokud byl studovan rusivy vliv MFZ anebo FPX pfi velkém nadbytku, a to 10:1, byla

pozorovana zna¢na chyba stanoveni. AvSak zatim neni zndmy zadny komerc¢ni ptipravek, ve
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kterém by tyto latky byly v tak velkém nadbytku. Stejné jako je nepravdépodobné, Ze by takovy
ptebytek byl v redlnych matricich.

Tabulka 14: Vysledky interferen¢ni studie pro MFZ, FPX a MCZ

. . i 0,
Interferent Vliv na lpwrz) (%) Vliv na Ipepx) (%) Vlivna lpcz) (%)

Cinf: Cmrz/Crpx ~ 1:10 1:1 10:1 § 1:10 11 10:1 | 1110 11 10:1

Picloram +0,47 +0,22 -14,13{-1,83 1,18 -10,67 {+2,21 3,18 —52,41
Clopyralid +2,35 +1,04 +1,77 {—0,39 —0,15 +125 {+2,85 —498 —0,76
Glyphosate +3,31 0,36 +4,39 {+2,89 +4,82 +3,16 {+4,98 +4,72 +4,66
Triclopyr -0,97 2,6 —34,09 +4,41 +1,01 -11,23 - - -
Triticonazol - - - - - - +0,73 —35,21 -
Epoxiconazol +0,65 —3,84 —23,02 {+1,32 +3,27 +1297 | - - -
Penconazol +3,94 +3,95 —-12,48 |+3,40 +2,86 —0,72 |+0,46 —30,72 —95,22
Cyproconazol +1,94 -5,34 -31,60{+1,81 +8,81 +20,07 - - -

Bentazon +0,91 +1,11 +23,54 |+4,52 +30,99 +141,31|+1,17 +0,53 +3,80
Fluxapyroxad -0,26 —4,83 —4421 - - - +2,31 2,38 —32,49
Mefentrifluconazol - - - -1,02 +3,53 +31,01 ! - - -

3.3.9. Stanoveni MFZ, FPX a MCZ v komer¢né dostupnych ptipravcich

S vyuzitim poznatkd, ziskanych béhem analyz modelovych smési, byla dalsi prace
zaméfena na analyzu redlnych fungicidnich ptipravkl. Celkem bylo analyzovano Sest komeréné
dostupnych preparatii, a to Revysol, obsahujici 75 g L™ MFZ, Sercadis, obsahujici 300 g L™
FPX, Caramba, obsahujici 60 g L™t MCZ, Revytrex, obsahujici 66,7 ¢ L™ MFZ a 66,7 g L™*
FPX, Revystar XL, obsahujici 100 g L™* MFZ a 50 g L™* FPX a Librax, obsahujici 42 g L™
MCZ a 62,5 g L' FPX. Analyza kazdého ptipravku byla opakovéna tiikrat s pouZitim metody
standardniho pfidavku. Jako prvni byly analyzovany vzorky, obsahujici pouze jednu latku.
Zaznamy téchto analyz jsou uvedeny na obrazku 36. V piipadé€ analyzy Revysolu Ize z obrazku
36a soudit, ze kromé Cistého MFZ, je zde patrné€ ptitomna né&jaka piimes, projevujici se malym
pikem pted kiivkou MFZ. Pfes tuto skute¢nost se podatilo najit vhodny zptisob vyhodnocovani
ziskanych kiivek a spolehlivé stanovit obsah MFZ. Béhem stanoveni FPX v pfipravku Sercadis,

zadny rusSivy vliv nebyl pozorovan (viz. obrazek 36b). V ptipad¢ analyzy Caramby byla
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zaznamenana kromé piku MCZ ptitomnost dalsi latky, jak je patrné z obrazku 36¢, na stanoveni
zajmového analytu to v§ak nemélo zadny vliv. Stanovené mnozstvi vSech analytl odpovidalo

deklarovanym hodnotam uvadénych vyrobcem, jak dokumentuje tabulka 15.
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Obrazek 36: DP voltamogramy piipravki Revysol (a), Sercadis (b) a Caramba (c) spolu

s ukazkou vyhodnoceni analytii metodou standardniho ptidavku

(zékladni elektrolyt (V = 15 mL) — BR pufr (pH 9) s 33 % ACN, Ein=+500 mV,
Efin=+2200 mV, A =+50mV, t=80ms,v=40mVs?) kifivky: 0 — zakladni
elektrolyt, 1 — ptidavek komercniho piipravku (Vrewsot = 10 pL, Vsercadis = 20 pL,
Vcaramba = 30 pL), 2, 3 resp.4 — standardni pridavky analytu: (Vmrz= 30 pL, Vrex = 20 pL,
Vmcz =20 pL), ¢ =4 mmol L)

vvvvvv

matrice. Obsahovaly pravdépodobné néjaké dalsi pfimési, coz ovliviiovalo zaznam pfi oxidaci

vzorku viz. obrazky 37 a 38. Diky zkuSenostem z piedeslych experimentt se ve vétsing pripada
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podafilo piky MFZ, FPX a MCZ spolehlivé vyhodnotit, a tak dosahnout vérohodnych vysledkd,
které prinasi tabulka 15. Jediny problém nastal pii stanoveni FPX v Libraxu. Z obrazku 38 je
vidét, ze pik FPX je ovliviiovan dalsi latkou, coz zpiisobuje velkou pozitivni chybu, viz.
tabulka. Tato skute¢nost byla potvrzena nezavislou analyzou pomoci HPLC/DAD. Bylo
zjisténo, ze kromé dvou hlavnich slozek (MCZ a FPX) se na chromatogramu vyskytuji dalsi
dva piky viz obrazek 39. Navic chromatograficka analyza FPX v Libraxu stanovila nizsi

hodnotu, nez byla deklarovana vyrobcem, takZe by se mohlo jednat o jeho rozkladné produkty.

Vsechny vySe uvedené ptipravky byly rovnéz analyzovany nezavislou metodou
HPLC/DAD. Ziskané vysledky jsou shrnuty v tabulce 15. Je zde vidét, ze hodnoty zjisténé
pomoci nové vyvinutych voltametrickych metod se az na jednu vyjimku (FPX v Libraxu)
shoduji s témi, které zjistila srovnavaci metoda HPLC/DAD. Navic byly potvrzeny deklarované
obsahy studovanych fungicidi v komer¢nich pfipraveich. Zavérem lze konstatovat, ze navrzena

metoda poskytuje spolehlivé a opakovatelné vysledky pfi analyze redlnych vzorki.

1000 1400 1800 2200
E [mV]

Obrazek 37: DP voltamogramy piipravkii Revytrexu (a) a Revystaru XL (b)

(zakladni elektrolyt (V = 15 mL) — BR pufr (pH 9) s 33 % ACN, Eix=+500mV,
Efin=+2200 mV, A =+50 mV, t=80ms, v=40 mV S‘l) kiivky po odectu zakladniho
elektrolytu: 0 — piidavek Revytrexu (a) (V = 30 pL), resp. Revystaru XL (b) (V = 30 uL);
1,2 — standardni piidavek FPX: V =30 uL, ¢ = 3,8 mmol L1 3,4 — standardni pridavek MFZ:
V=30puL,c=3,7mmol L)

95



< —_
= 9 Mg
~ =04 |
1,2 -~ "7’ b)
0
08 1600 1900 2200
' Elmv] |
04 | FPX
0 !
------------------ | 1000 1400 1800 2200
0 E[mV]
1000 1500 2000
E[mV]

Obrazek 38: DP voltamogram piipravku Librax (a), anodické kiivky MCZ ziskané po odectu
kiivky 1 (b), anodické kiivky FPX ptipravku Librax (c)

(zakladni elektrolyt (V = 15 mL) — BR pufr (pH 9) s 33 % ACN, Ei, = +500 mV, Efin = +2200
mV, A =+50 mV, t =80 ms, v =40 mV s 1) a): kiivky: 0 — zakladni elektrolyt, 1,2 — piidavky
Libraxu (V =30 pL), 3-5 — standardni pfidavky MCZ: V =30 uL, ¢ =4 mmol L%; ¢): k¥ivky:
0 — zakladni elektrolyt, 1 — ptidavek Libraxu (V = 30 pL), 2-4 — standardni ptidavky FPX:
V=30pL,c=4mmol LY

FPX

MCz

Obrazek 39: Chromatogram separace FPX a MCZ v komerénim piipravku Librax

(kolona C18 (250 x 4 mm, velikost ¢astic 5 um), T = 25 °C, mobilni faze - acetonitril/H20
(80/20, v/v), injekéni objem - 20 ul, prittok = 1 ml min?, vlnova délka detektoru DAD = 225
nm, tm(FPX) = 2,69 min, tn(MCZ) = 4,06 min)
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Tabulka 15: Vysledky analyz MFZ, FPX a MCZ v komer¢nich ptipraveich

RSD
Komerc¢ni Deklarovano  Stanoveno Vytéznost
o Metoda  Analyt _ - n=3
pipravek 'L gL g )
DPV 75,05+1,48 98,5-103,2 1,97
Revysol MFZ 75
HPLC/DAD 75,83+1,72 97,6-103,2 2,27
DPV 302,30+£3,39  99,5-101,7 1,12
Sercadis FPX 300
HPLC/DAD 301,62+4,60  98,1-102,1 1,52
Caramba DPV MCZ 60 61,58+1,84  99,2-105,0 2,99
MFZ 66,67+3,44  96,5-105,6 5,16
DPV
FPX 65,25+2,64 94,5-104,6 4,04
Revytrex 66,7
MFZ 66,90+£2,65  95,4-104,8 3,95
HPLC/DAD
FPX 66,82+2.45  97,2-1058 3,67
MFZ 100 99,88+2,58  97,5-104,0 2,58
DPV
FPX 50 50,8+2.,26 97,1-106,0 4,44
Revystar XL
MFZ 100 102,18+3,47  97,7-106,5 3,40
HPLC/DAD
FPX 50 50,61+1,53  98,5-105,6 3,02
MCZ 45 43,79+2,03  94,2-101,6 4,63
DPV
FPX 62,5 113,39+4,43 176,5-188,6 3,84
LIBRAX
MCZ 45 45,18+ 1,19  97,8-105,2 2,63
HPLC/DAD
FPX 62,5 54,95+0,90  86,8-90,5 1,63

97



Zavér

V této disertacni praci je podrobné popsan vyvoj metod voltametrického stanoveni Sesti
biologicky vyznamnych latek. Jedna se o PBZ, DMZ a jeho rozkladny produkt UDMH, které
patii do skupiny regulatoru rtstu rostlin, dale také MFZ, FPX a MCZ které jsou Siroce

pouzivanymi fungicidy.

Pro stanoveni vyse uvedenych latek byla pouzivana elektrochemickd metoda DPV,

pracovni elektrodou byla BDDE.

Nejdtive bylo hleddno vhodné slozeni zdkladniho elektrolytu a hodnota pH. PBZ lze
stanovovat Vv alkalickém roztoku 0,07 mol L™* NaOH s33 % ACN, coz bylo doporuceno
v ramci diplomové prace [8]. Pro DMZ a jeho rozkladny produkt UDMH byl jako zdkladni
elektrolyt vybran ¢isty BR pufr o pH 9. Pro MFZ, FPX a MCZ byl zvolen BR pufr s 33 % ACN
o pH 9. V uvedenych zdkladnich -elektrolytech poskytovaly studované latky dobie
vyhodnotitelnou, citlivou a stabilni proudovou odezvu, kterd navic linearn¢ odrazela

stanovované mnozstvi.

Dale s vyuzitim CV bylo zjiSténo, ze vSechny studované analyty podléhaji ireversibilni
anodické oxidaci. Na zaklad¢ studie zavislosti proudové odezvy na rychlosti polarizace bylo
nalezeno, ze fidicim procesem elektrodové reakce DMZ a UDMH je kinetika a pro PBZ, MFZ,
FPX a MCZ se jedna o difuzi s vlivem kinetiky. Pozornost byla také zaméfena na studium

reakéniho mechanismu v pritbéhu oxidace vSech latek s vyjimkou MCZ.

Béhem kvantitativnich analyz zajmovych latek byly vypocteny hodnoty LOD a LOQ,
které byly 0,083a 0,277 umolL™* pro PBZ, 0,44 a 146 umol L pro DMZ,
0,063 a 0,209 umol L™* pro UDMH, 10,81 a 36,04 nmol L™ pro MFZ, 13,98 a 46,61 nmol L™
pro FPX a 32 a 107 nmol L™ pro MCZ. Pro ovéieni spolehlivosti a spravnosti navrhovanych
metod byly provedeny opakovatelné stanoveni rtiznych koncentraci studovanych analyt. Po
vyhodnoceni vysledk, bylo zjisténo ze doporu¢ované postupy voltametrického stanoveni jak
regulatort ristu, tak 1 fungicidl poskytuji spravné a dobie opakovatelné vysledky. Pro vétSinu

analyzovanych latek RSD nepfesahovala hodnotu 5 %.

Navrhované metody Ize s tispéchem vyuzit 1 pro analyzu smési vybranych analytd, a to
DMZ spolu s UDMH, MFZ spolu s FPX a FPX spolu s MCZ. Béhem stanoveni DMZ ve smési
s UDMH, bylo zjisténo Zze UDMH vyrazné ovlivituje vysledek DMZ jiz pfi koncentraénim

pomért vy$$im nez 1:1. Proto byl navien postup eliminace UDMH, ktery spociva v kratkém
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povateni vzorku v prostiedi 1 mol L™* NaOH. Béhem analyzy viech uvedenych smési byly

dosazeny opakovatelné a spolehlivé vysledky.

Soucasti predlozené prace je také interferencni studie, ktera zkouma rusivy vliv jinych
bézné pouzivanych pesticidnich latek na stanoveni zajmovych analytt, a to PBZ, MFZ, FPX a

MCZ.

Na zavér byly navrzené metody aplikovany na realné vzorky. Celkem bylo analyzovano
osm komer¢né¢ dostupnych ptipravka a ¢tyii vzorky obohacenych vod. Stanovené mnozstvi
analyzovanych latek, s vyjimkou FPX v Libraxu, se shodovalo s deklarovanymi obsahy. Tyto

vysledky byly rovnéz potvrzeny nezavislou metodou HPLC/DAD.

Na zéklad¢ vyse uvedenych skutecnosti lze konstatovat ze vypracované metody
poskytuji spolehlivé vysledky pti analyze samotnych analyti, jejich smési 1 pfi analyze redlnych

komer¢nich piipravk.
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