Sensitive voltammetric method for the fast analysis of the Sunagreen using a boron doped diamond electrode 
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Abstract
A voltammetric method has been developed for the determination of a mixture of 2−aminobenzoic acid (AB) and 2−hydroxybenzoic acid (HB), that are presented in the preparation Sunagreen used as a plants growth stimulator. Linear sweep voltammetry (LSV) under the optimized experimental conditions was applied for determination of these species. A boron-doped diamond electrode was chosen as the working electrode due its attractive electrochemical sensing characteristics that are useful in analytical applications. In this work, the mathematical algorithm was proposed for the evaluation of measured voltammetric signals, because the dependence of concentrations on the peak currents was nonlinear. Limits of detection (LOD) for 2-aminobenzoic acid and 2-hydroxybenzoic acid were estimated to be 5,24.10-6 mol L-1 and 7,0.10-7 mol L-1, resp. Results obtained by analyses of real samples were in good agreement with declared values.
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Úvod
Růst rostlin je ovlivňován nejen pomocí přirozených fytohormonů, ale i syntetickými růstovými regulátory, jejichž účinky jsou podobné fytohormonům. Mezi přirozené rostlinné hormony patří auxiny, cytokininy, giberaliny, kyselina abscisová a etylen.

Auxiny se v rostlinách syntetizují z tryptofanu. Jejich nejznámějšími představiteli jsou kyseliny indolyl-3-octová a fenyloctová. V rostlinách mají mnohostranné působení, z něhož je nejdůležitější podpora prodlužování buněk. Dále se uplatňují při poranění rostlinného pletiva, kdy stimulují zacelení rány vrstvou zkorkovatělých buněk. Auxiny také ovlivňují tzv. apikální dominanci, tzn., že omezují vliv vegetačního vrcholu ve prospěch níže položených pupenů.  Velmi pozitivně působí na větvení kořenů, oddalují stárnutí rostlin, opad listů, květů a plodů1. 

Sunagreen2 je pomocný přípravek používaný jako rostlinný stimulátor. Je určen pro zvýšení kvality a výnosu semen, plodů a hlíz kulturních rostlin. Jedná se o směs kyseliny 2−aminobenzoové (AB, antranilové) a kyseliny 2−hydroxybenzoové (HB, salicylové), která je dodávána na trh ve formě kapalného koncentrátu ředitelného vodou. Přípravek se aplikuje v dávce 0,5 l koncentrátu na hektar, zředěný vodou na objem 200 až 400 l. Postřik bývá často kombinován s listovými hnojivy, fungicidy, insekticidy, popřípadě se selektivními herbicidy. Kyselina 2−aminobenzoová je velmi vzdálený prekurzor auxinu. Pro dosažení auxinové aktivity musí být nejdříve metabolizována na aminokyselinu tryptofan, ze kterého může být dále syntetizována kyselina indolyloctová (tj. auxin). Reakce je pod přísnou metabolickou kontrolou. Kyselina 2−hydroxybenzoová se podílí na přenosu stresového signálu (hlavně u biotického stresu).

Nesprávná aplikace růstových stimulátorů auxinoidní povahy může vést u některých citlivých rostlin k poruše fytohormonální hladiny způsobující změnu metabolismu a následnou deformaci růstu nebo dokonce až k odumření rostlinné tkáně.

Výrobu a aplikaci růstových regulátorů je třeba kontrolovat pomocí dostatečně citlivých analytických metod. V současné praxi se nejvíce ke stanovení těchto látek, a to jak v rostlinách, zelenině či v potravinách využívá vysokotlaká kapalinová chromatografie vybavená vysoce citlivými detektory. Například autoři Guoliang a kol.3 pracovali s fluorescenčním detektorem, v další práci4 byl využit hmotnostní detektor. V menší míře je ke stanovení rostlinných hormonů zvolena kapilární elektroforeza5.

Nedílnou součástí praktických analýz je izolace analytů z matrice vzorků. K tomu se používá buď mikroextrakce vhodným rozpouštědlem6 nebo adsorpce na pevný sorbent umístěný v kolonce (SPE)7. Výše uvedené metody jsou jak po stránce instrumentální, tak cenové velmi náročné. Voltametrický přístup ke stanovení prostředků na podporu růstu rostlin představuje snadněji proveditelnou a dostupnou alternativu k dosud používaným metodám.

Experimentální část
Standardní roztoky kyseliny antranilové a kyseliny salicylové o koncentraci 0,01 mol.l-1 byly připraveny navážením daného množství pevných substancí čistoty p.a. (Lach-Ner, ČR) a rozpuštěním v 96 %ním ethanolu (PENTA, ČR). Po celou dobu experimentální práce byly tyto roztoky uchovávány při teplotě 4°C. Analyzované roztoky byly připravovány ředěním těchto standardů. Fosfátový pufr o pH 7,0 byl připraven rozpuštěním 3,58 g Na2HPO4 .12H2O (čistoty p.a., Lachema, Brno) ve 100 ml redestilované vody. Hodnota pH byla upravena na definovanou hodnotu pomocí 85 %-ní kyseliny fosforečné (čistoty p.a., Lachema Brno). Metoda byla aplikována na dva praktické vzorky, a to Sunagreen a M-Sunagreen, které byly dodány firmou BIOSFOR, s.r.o. (Slepotice 36, ČR).

K voltametrickému stanovení jak modelových roztoků kyselin, tak jejich směsí, popřípadě reálných vzorků, byl použit elektrochemický analyzátor EP 100VA (HSC servis Bratislava, Slovensko). Měřící článek se skládal z pracovní borem dopované diamantové elektrody (BDDE), referenční argentchloridové elektrody a pomocné platinové elektrody (obě vyrobeny v Monokrystalech, Turnov). Indikační elektroda byla vždy ráno před měřením elektrochemicky upravována pomocí pěti cyklů v rozsahu potenciálů + 1500 až -1000 mV. 

Stanovení přípravku Sunagreen, což je směs kyseliny antranilové a salicylové bylo realizováno metodou LSV (linear sweep voltammetry) ve vodně-ethanolickém prostředí fosfátového pufru. Pracovní elektroda byla polarizována v rozsahu potenciálů +200 až +1400 mV, rychlost nárůstu potenciálu byla 40 mV/s.

Vážení probíhalo na vahách Denver TB 124 A (Denver Instruments). K homogenizaci roztoků byl použit ultrazvuk UC 005 AJ1 (Tesla, ČR).

Výsledky a diskuse
Ze struktury analyzovaných kyselin je zřejmé, že k jejich voltametrickému stanovení lze využít elektrochemickou oxidaci. Její průběh byl testován v závislosti na pH pomocí metody LSV. K analýzám byl vybrán fosfátový pufr, v němž vykazovaly analyty největší rozdíl v hodnotách E1/2, a to pro kyselinu 2−aminobenzoovou 935 mV a pro kyselinu salicylovou 1240 mV.

Na základě dalších experimentů bylo zjištěno, že závislost proudu na koncentraci analyzované látky v roztoku je nelineární. Matematicky lze tuto závislost popsat funkcí ve tvaru polynomu druhého stupně:




kde:   … proud,

… koncentrace analyzované látky v roztoku,

… jsou konstanty.



Při realizaci metody standardního přídavku výchozí roztok obsahuje neznámou koncentraci  analyzované látky , jednotlivé přídavky pak lze označit jako  analyzované látky. Pro závislost naměřeného proudu na koncentraci analyzované látky v roztoku platí:










Následně je třeba vypočítat hodnoty parametrů  uvedeného regresního vztahu tak, aby pro koncentraci  platilo . To znamená, že příslušná regresní křivka bude procházet počátkem souřadného systému. Vzhledem k tomu, že výchozí koncentrace není známa, známy jsou pouze hodnoty jednotlivých přídavků , je třeba provést transformaci výše uvedeného vztahu a zkoumat závislost proudu  na konkrétních hodnotách přídavků analyzované látky :






Po takto provedené transformaci nebude příslušná regresní křivka procházet bodem , ale bude procházet bodem . 









Za předpokladu, že koncentrace  jsou změřeny s dostatečnou přesností, a že proud  je náhodná veličina, která závisí na nenáhodné veličině , a má normální rozdělení , hodnoty neznámých parametrů  lze odhadnout standardní metodou nejmenších čtverců a tyto odhady se označí jako . Koncentraci analyzované látky , pro kterou bude platit , se pak vypočítá z kvadratické rovnice


,







která má dva kořeny. První kořen má zápornou hodnotu , druhý naopak kladnou . Vzhledem k výše uvedené transformaci je zřejmé, že druhý kořen  nemá fyzikální smysl. Z prvního kořenu , pro který platí  se vypočítá neznámá výchozí koncentrace  analyzované látky v roztoku. Tento postup je součástí programu Nelin8 a vyžaduje od experimentátora pouze zadání naměřených dat. Pro určení tvaru nelineární závislosti a následně pro výpočet stanovovaného množství bylo třeba přidat minimálně 5 přídavků standardního roztoku analytu.

Navržený postup lze aplikovat i na analýzu směsí výše diskutovaných kyselin, které se nachází v přípravku Sunagreen. Obr. 1A,B přináší křivky anodické oxidace směsi AB a HB o poměru 1:1, část A pak křivky po následných přídavcích kyseliny 2-aminobenzoové, část B zobrazuje záznam analýz po přídavcích kyseliny 2-hydroxybenzoové k uvedené směsi.

Vypracovaná metoda byla aplikována na dva praktické vzorky rostlinných stimulátorů, a to Sunagreen a M-Sunagreen. Dosažené výsledky jsou uvedeny v tabulce I.
.

Obr. 1. Křivky anodické oxidace směsí kyseliny 2-aminobenzoové a 2-hydroxybenzoové. Jednotlivé křivky jsou výstupem těchto analýz: 1 základního elektrolytu, 2 vzorku obsahujícího AB a HB v poměru 1:1, 3 až 7 v části A přídavky po 50 μl 0,01 mol.l-1 kyseliny 2-aminobenzoové, v části B pak přídavky po 50 μl 0,01 mol.l-1 kyseliny 2-hydroxybenzoové.

Tabulka I.
Porovnání deklarovaného a stanoveného obsahu kyselin antranilové a salicylové 
 v rostlinném stimulátoru Sunagreen.
	Vzorek
	Deklarováno v g.l-1
	Stanoveno v g.l-1*

	
	AB
	HB
	AB
	HB

	Sunagreen
	5,0 ±0,5
	2,5±0,5
	4,99
	2,38

	M-Sunagreen
	5,0 ±0,5
	2,5±0,5
	5,18
	2,45


*Stanovené hodnoty jsou průměrem ze tří měření
Z nalezených hodnot vyplývá, že složení testovaných přípravků odpovídá deklarovanému obsahu účinných látek.

Závěr
V rámci této práce byla vyvinuta voltametrická metoda stanovení složek rostlinného stimulátoru Sunagreenu. Jedná se o karboxylové kyseliny a to 2-aminobenzoovou (antranilovou) a 2-hydroxybenzoovou (salicylovou). Stanovení probíhá metodou LSV ve vodně−alkoholickém neutrálním prostředí fosfátového pufru při pH 7,0  anodickou oxidací na borem dopované diamantové elektrodě. Pro vyhodnocení nelineárních závislosti I = f(c) byl navržen matematický algoritmus. Při opakovaných analýzách postup vykazuje spolehlivé výsledky. Meze detekce pro jednotlivé analyty jsou 5,24.10-6 mol.l-1 pro kyselinu antranilovou a 7,0.10-7 mol.l-1 při kyselinu salicylovou9. Metoda je aplikovatelná na praktické vzorky rostlinných stimulátorů typu Sunagreen, Hergit, Paban a dalších.
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