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UvVoD

Captan je Siroce pouzivany fungicid ze skupiny ftalimidovych derivati, ktery se vyuziva
zejména v ochrané ovoce a zeleniny pied houbovymi chorobami. Vzhledem k tomu, ze mize
mit negativni vliv na zivotni prostfedi, je dilezité pfesn¢ stanovit jeho koncentraci jak v
piipravcich, tak v environmentalnich vzorcich. Voltametrie v nevodném prostiedi pfedstavuje
perspektivni piistup k analytickému stanoveni captanu diky své vysoké citlivosti, rychlosti,
nizkym provoznim nakladiim a dopadu na Zivotni prostredi.

Cilem této bakalaiské prace je vyvoj a optimalizace voltametrické metody v nevodném
prostfedi pro stanoveni captanu, jehoZ navrzeny analyticky postup by mél byt dostatecné
ptesny, citlivy a reprodukovatelny, a zdroven pouzitelny jak pro modelové roztoky, tak pro
komeréné dostupné pesticidni piipravky. Soucésti prace je rovnéz porovnani vysledki s

chromatografickou metodou HPLC/DAD.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Voltametrie

Voltametrie (n¢kdy téz volt-ampérometrie) se fadi mezi elektrochemické metody, pfi
které se sleduje zavislost elektrického proudu (/) prochazejiciho ¢lankem (mezi pracovni a
pomocnou elektrodou) na vkladaném potencidlu (E£) na stacionarni pracovni elektrodu
z vnéjSiho zdroje v ustdleném stavu nebo za nestaciondrnich podminek v roztoku vodivého
elektrolytu. Stanoveni se da provést jak ve vodném, tak i v nevodném prostiedi neboli
zakladnim elektrolytu [1]. Jednim z charakteristickych ryst voltametrie je prubéh aplikovaného
napéti, pficemz nejjednodussi formou je linedrni narlist nebo pokles napéti v ¢ase. Pouzité
elektrody, dle jejich materidlu, umoznuji obvykle bud’ anodické oxidace nebo katodické
redukce pfipadné oboje. Vysledny zdznam znazornuje voltametrickou kfivku (voltamogram),
ktera ptedstavuje zavislost / na E [2]. Tato méfeni se uplatiuji v Siroké Skale oblasti, véetné
monitorovani zivotniho prostfedi, kontroly kvality v primyslu nebo biomedicinskych analyz
[3]. Historie voltametrie saha do 20. stoleti, kdy byla odvozena od elektrochemické metody
nazyvané polarografie. Tuto metodu vyvinul v roce 1922 ¢esky chemik Jaroslav Heyrovsky,
ktery se zamétil na méfeni zavislosti proudu na aplikovaném potencialu pomoci kapky rtuti
(kapajici rtutové elektrody, DME) jako pracovni elektrody. Tento objev vedl k vytvofeni
prvnich polarografickych kfivek NaCl, které byly zaznamenany ru¢né zavedenim potencialu
mezi DME a protip6lovou elektrodu tvofenou rtutovym dnem. Méfeni proudu bylo provadéno
galvanometrem. Kapka rtuti v pritbéhu métfeni postupné rostla od malé velikosti (velikost
odpovidajici praméru kapilary) az po vétsi kapku béhem nékolika sekund, a poté spadla a byla
nahrazena novou kapkou, coz zpisobovalo, Ze méteny proud osciloval béhem celého méteni.
V roce 1924 Heyrovsky se svym spolupracovnikem Masuzo Shikatou vyvinuli pfistroj, ktery
umoznoval automatické zaznamenavani /-E kiivek na fotografickém papiru, ktery byl upevnén
na otacejicim se bubnu. Tento buben se otacel, jak se ménil aplikovany potencial a papir byl
osvétlen svételnym paprskem z galvanometru. Tento pfistroj byl dilezitym krokem v rozvoji
polarografie a nasledné i voltametrie [4]. Diky tomuto objevu ziskal Jaroslav Heyrovsky v roce
1959 Nobelovu cenu za chemii [3]. Nasledujici text bude pojednéavat o zakladnim uspotadani
voltametrického ¢lanku, pouzitych elektrodach, voltametrickych metodach a typech zakladnich
elektrolytii s dirazem na moznosti voltametrie v nevodnych prostiedich v environmentalni

analyze.
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1.1.1 Voltametricka cela

K voltametrickému meéfeni se vyuziva elektrochemicky c¢lanek oznacovany jako
voltametricka cela neboli soubor dvou nebo tii elektrod. Pro dvouelektrodové uspotradani se
pouziva pracovni elektrody, na jejimz povrchu dochazi k elektrochemické reakci analytu, a
referentni elektrody udrzujici konstantni potencial [1,5]. Material pracovni elektrody zasadné
ovlivituje vlastnosti daného ¢lanku, mezi nejcasteji pouzivané patii uhlik, zlato, platina, rtut
nebo smésné materialy jako jsou amalgamy, kompozity ¢i uhlikové pasty. V soucasné dobé se
pouzivaji obvykle elektrody staciondrni, tedy se stabilnim pracovnim povrchem, a hovofime
pak o voltametrii. Metody vyuzivajici pracovni elektrody s proménlivym povrchem, typicky
DME, se vyuzivaji v polarografii a v soucasné dob¢ stoji na okraji zajmu. Jako srovnéavaci se
vyuzivaji referentni elektrody neboli elektrody II. druhu, jako je elektroda kalomelova,
argentochloridova nebo merkurosulfatova. V soucasné dobé dochazi k omezovani pouziti rtuti
a jejich sloucenin v analytické chemii, vzhledem k principlim tzv. Green Analytical Chemistry
[6], takze kalomelova, merkurosulfatova a pracovni elektrody na bazi rtuti jsou vyuzivany
minoritné. Pro tfielektrodové usporadani, které v soucasné elektroanalyze prevlada, se
k méfeni pfidava i pomocna elektroda z inertniho materialu, jako je platina, zlato nebo uhlik.
Tato elektroda je dilezitd pro méteni s vysokymi proudy pii nucené konvekci. Bez této
pomocné elektrody by referentni elektroda ztratila svoji zdkladni srovnavaci funkei [1,2].
Napéti v trielektrodovém zapojeni je generovano elektronickym potenciostatem a mezi
pracovni a referentni elektrodou je zaznamenavano voltmetrem, pfi¢emz intenzita proudu, ktery
prochazi v tfielektrodovém zapojeni mezi pracovni a pomocnou elektrodou, je métfena
ampérmetrem [1]. Proudové odezvy zaznamenané v nékterych experimentech muzou
dosahnout rozsahu pikoampérd (1x10~!2 A). Vyskytuje-li se analyzovana latka pobliZ rozhrani
pracovni elektrody, na kterou je aplikovany optimalni potencial, 1ze sledovat vyménu elektronti
mezi analytem a elektrodou, coz zpiisobuje zménu sledovaného proudu. Méfenim zavislosti

proudu na potencialu ziskame grafické vyjadieni jako polariza¢ni kiivku [1,2,5].

15



1.1.2 Zakladni voltametrické metody

Voltametrické metody zahrnuji rtizné ptistupy lisici se zejména ve vkladani potencialu.

Tato kapitola pfinasi stru¢ny piehled tfech v praxi nejvice vyuzivanych.

Cyklicka voltametrie

Cyklicka voltametrie (CV, z angl. cyclic voltammetry) spociva v aplikaci rostouciho a
nasledné klesajiciho (¢i naopak) potencidlu na pracovni elektrodu. Zavislost vkladaného
potencialu na Case ma pak tvar trojuhelniku a je znadzornéna na obrazku 1A1. Vysledné
polarizacni kiivky vykazuji tvar piku (obrazek 1A2), z jehoz polohy lze dany analyt zhodnotit
kvalitativné a z vysky Ize urcit jeho mnozstvi (kvantitu). CV je obvykle vyuzivana pro zakladni
studium elektrochemického chovani analytu v daném prostiedi ¢i na konkrétni pracovni
elektrodég, protoze v ramci jednoho méfeni 1ze zaznamenat jak redukéni, tak oxidacni signaly.

Z rozdilu jejich poloh lze urc¢it miru reverzibility sledované elektrodové reakce [1,7].

Diferencné pulsni voltametrie

Diferencn¢ pulsni voltametrie (DPV, z angl. differential pulse voltammetry) je zaloZena
na aplikaci napét'ovych pulst s urcitou amplitudou na linearn€ rostouci potencidlovou rampu
(obrazek 1B1). Hodnota / je odecitana dvakrit a zaznamenavé se rozdil (diference) mezi
hodnotou namétenou pied vloZenim a néasledné na konci pulsu, kdy nabijeci neboli kapacitni
proud (/c) klesne. Tento proudovy rozdil je zavisly na aplikovaném potencidlu. Eliminace /.
ptispivda ke zvySeni citlivosti dané metody. Piiklad DP voltamogramu je uvedeny na
obrazku 1B2. Vyska piku je zavisla na koncentraci analytu, poloha piku pak souvisi s typem
analytu. DPV se Casto vyuziva pti méfeni stopovych hladin organickych a anorganickych latek

a je bézné prvni volbou pii vybéru voltametrické techniky [1,3,7].

Voltametrie s vkladanym pravouhlym napétim

Voltametrie s vklddanym pravothlym napétim neboli tzv. square wave voltametrie
(SWV, z angl. square wave voltammetry) patii jako DPV mezi pulsni voltametrické techniky.
Princip této metody spociva v aplikovani linearné rostouciho potencidlu a jeho modifikaci
pomoci stiidavého napéti pravouhlého tvaru s malou amplitudou, ale s vetsi rychlosti nez u
DPV. Potencidlovy pribéh této metody je schodistova vina superponovand se symetrickou
obdélnikovou vinou. Proud je béhem kazdého pulsu méfen opét dvakrat. Vysledkem je zdznam

zavislosti mezi rozdilem dvou métenych vzorkli proudu na potencialu elektrody, tzv. SW
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voltamogram, jehoz ptiklad je zndzornéna na obrazku 1C1 [1,3,7]. Na vysledné voltametrické
ktivce, lze stejné jako v pripadé DPV, pozorovat piky odpovidajici sledované elektrodové
reakci. SWV se vyuziva k identifikaci ireverzibilnich a reverzibilnich elektrodovych déju,
zejména v analyze anorganickych iontli a molekul, ale i pro stanoveni nizkych koncentraci

organickych latek jako jsou pesticidy nebo léciva [2].

Al A2
.',.E: ‘1:
_CV ¢ s
Cas EV
Bl B2
g -
DPV £l 1. <
m— S e
LI}
1]
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Cl C2
SWV £ 3
- &
Ly 0
I
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Obrazek 1 Priibéh vklidaného potencidlu na case a prislusné voltametrické kiivky pro CV (A1 a A2),
DPV (Bl a B2) a SWV (Cl a C2), prevzato z [7] (prelozeno a upraveno autorkou).

1.1.3 Zakladni elektrolyt

Roztok zékladniho elektrolytu, v kterém jsou ponoieny elektrody a probihaji v ném
elektrodové reakce, je diilezitou soucasti voltametrické analyzy. Tento roztok zajistuje vodivé
prostfedi mezi pracovni, referentni a pomocnou elektrodou, kde dochézi k proudéni iontd.
Podptirny elektrolyt by mél byt rozpustny ve zkoumaném rozpoustédle, disociovat na ionty pro
zajiSténi dostateCné vodivosti roztoku, mit Siroky potencidlovy rozsah, byt odolny vici
oxida¢nim a reduk¢énim reakcim, a nakonec by nemél mit neptiznivy vliv na elektrochemickou
reakci [8]. Mezi zcela disociované elektrolyty patii anorganické soli, silné mineralni kyseliny
a silné zasady. Roztok zakladniho elektrolytu plni pfi méteni vice uloh, které ptiznivé ovliviiuji
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prubéh elektrochemického méfeni, napi: zabranuje migraci elektroaktivnich latek, vytvari
konstantni iontovou atmosféru, pomahd stabilizovat elektrokineticky potencidl, potlacuje
ohmickou polarizaci, upravuje podminky pro analyzu (typicky pH), eliminuje vliv latek nebo
spusténi predchozich reakci, které vedou k tvorbé derivati s lepSimi analytickymi vlastnostmi
atd. [1].

Pti sledovani redukénich pfemén je potieba odstranit molekularni kyslik ze zakladniho
elektrolytu, vzhledem k tomu, ze kyslik se sam redukuje ve dvou naslednych reakcich a dochazi
tedy casto k prekryti sledovanych analytickych signali. Tohoto vysledku se docili pomoci

probublavani proudem dusiku nebo argonu [1,5].

1.2 Specifika voltametrie v nevodném prostiredi

Voltametrie v nevodném prostiedi se zejména vyuziva k analyze latek, které jsou Spatné
rozpustné ve vod¢é nebo ve vodnych roztocich podléhaji hydrolyze. K méfeni se pouzivaji
nevodna dipolarni aprotickd rozpoustédla, jako jsou nejCastéji dimethylformamid (DMF),
dimethylsulfoxid (DMSO) nebo acetonitril (ACN). V téchto rozpoustédlech je nezbytné, aby
se podpirny elektrolyt disocioval na ionty, coZ zajiStuje dostatecnou vodivost roztoku.
Aproticka rozpoustédla se silnou zédsaditosti se nazyvaji protofilni, zatimco ta se slabou
zasaditosti protofobni [1,9]. Tato rozpoustédla se vyznacuji velkymi dipélovymi momenty u >
3 D arelativné vysokou permitivou &> 15. Kvuli dobfe vazanému vodiku ve strukturach téchto
rozpoustédel nemohou fungovat jako donory protont, na rozdil od protonickych rozpoustédel
jako je tfeba voda, karboxylové kyseliny nebo alkoholy, které protony poskytuji [9,10].
Chemické a fyzikalni vlastnosti, které jsou dale duilezité pro charakterizaci rozpoustédel, jsou
uvedeny v tabulce 1 [9].

Aby se dosahlo dostatecné vodivosti analyzovaného roztoku, ptidava se do né€j vodiva
slozka. V pfipadé organickych rozpoustédel jsou bézné pouzivané elektrolyty soli
tetraalkylamonia. Tetraethylamonny kationt (Et4N*) a tetrabutylamonny kationt (BusN*) jsou
obvykle voleny jako kationtové slozky tetraalkylamoniovych soli a perchloratovy iont (C1047),
tetrafluoroboritanovy iont (BF4") a hexafluorofosfatovy iont (PFes ) jsou Casto pouzivany jako
aniontové slozky [8]. Mezi bézn¢ pouzivané vodivé soli v nevodném prostiedi se fadi LiClO4,

LiBF4, LiPFs, LiCl, NaClO4, TBABFs, TBACIOs, TPACIO4 a TEtACIO4.
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Tabulka 1 Fyzikalni a chemické viastnosti rozpoustedel, prevzato z [9].

Fyzikalni vlastnosti Bod tani/tuhnuti, bod varu, molarni hmotnost, viskozita, hustota, tlak
par, tepelna kapacita, vyparné teplo, index lomu, elektricka vodivost,
relativni permitivita, molekuldrni vlastnosti, dipdlovy moment,

polarizovatelnost.

Chemické vlastnosti ~ Acidita (zahrnuje schopnost piisobit jako donor protond, donor
vodikovych vazeb, akceptor elektronovych pari a elektronil);
bazicita (zahrnuje schopnost ptisobit jako akceptor protontl, akceptor

vodikovych vazeb, donor elektronovych part a donor elektroni).

Pro pouziti elektrody jako senzoru pro kvantitativni méfeni v nevodném prostiedi by
mely byt splnény podminky jako je stabilni potencial, kratkd doba odezvy a dlouhodoba
zivotnost elektrody. Dale by mél byt potenciél reprodukovatelny a stabilni v ¢ase, m¢l by byt
reverzibilni a fidit se Nernstovou rovnici vzhledem k potencidln¢ urcéujicim druhtim v roztoku,
m¢él by se vratit na pocatecni hodnotu, kdyz elektrodou prochazi maly proud a poté se zastavi,
a elektroda by neméla vykazovat zddnou hysterezi s teplotnimi cykly [11,12]. Referentni
elektroda by méla byt ptfipravena bud’ s bezvodym elektrolytem (napt. argentchloridova s
roztokem LiCl v etanolu) nebo by mohla byt vyuzita referentni elektroda se solnym mustkem,
aby doslo k oddéleni vnitiniho vodného elektrolytu referentni elektrody od analyzovaného
roztoku [12]. Jako ptiklad nejCastéji pouzivanych typii a uspofadéani referentnich elektrod
pouzivanych v DMF muze slouzit tabulka 2, pro ostatni rozpoustédla se pouZivaji obvykle

obdobna uspotadani a stejné typy referentnich elektrod.

Tabulka 2 Prehled typii referentnich elektrod a jejich usporadani pro rozpoustédlo DMF, prevzato z
[12].

Rozpoustédlo Typ elektrody Priklad usporadani elektrody
Ag/Ag* Agl0,01 M Ag* +0,1 M M TBACIO4
Ag/Ag* Agl0,1 M AgNO; + 0,1 M TEtACIO4
Ag/Ag’ Ag|0,1 M AgClO4 + 0,1 M TPACIO4
DMF
Ag|AgCl(s)|AgCl (sat.) + 0,1 M TEtACI; {0,1 M
Ag/AgCl TEtACIO4}
Ag/AgCryp’ Ag|0,005 M AgClO4 + 0,01 M Cryp(22) + 0,05 M

TEtACIO4; {0,05 M TEtACIO.}
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1.2.1 Nejéastéji vyuZivana rozpoustédla pro bezvodé zakladni elektrolyty

Jak jiz bylo zminéno, aproticka rozpoustédla DMF, DMSO a ACN patii mezi nejcastéji
vyuzivana pro piipravu zdkladnich elektrolyti v pfipadé¢ nezadouci piitomnosti vody.
Nasledujici podkapitoly ptindseji piehled nejcasteji vyuzivanych zakladnich elektrolytl na bazi

bezvodych roztokli a popis jejich zakladnich vlastnosti a specifik.

Dimethylsulfoxid

DMSO je dipoléarni aprotické rozpoustédlo s vysokou polaritou, které snadno poskytuje
elektrony. Jedna se o bezbarvou kapalinu v Sirokém rozsahu teplot, bez zapachu a
s hygroskopickou vlastnosti — to znamena, ze je schopna pohlcovat vlhkost [1,10]. Pti kontaktu
se vzduchem se ¢isty DMSO rychle fedi [13]. Jeho struktura umozituje dobrou solvataci
kationtli a Spatnou solvataci aniontl [9]. Vyznacuje se bodem varu okolo 189 °C, bodem tuhnuti
18,5 °C, hustotou 1,095 g/cm?, viskozitou 1,99x1073 Pas, vodivosti 2x107° S cm™!, tlakem par
0,6 mmHg a relativni permitivitou (&) 46,5 [14].

Mezi toxikologické a terapeutické uéinky nebo vlastnosti nalezi jeho pronikani ptes
biologické membrany, vliv na koagulaci, zachycovani volnych radikalt a anticholinesterazova
aktivita [13]. Mezi dobfe rozpustnd organickd rozpoustédla a latky v DMSO patii napf.
alkoholy, glykoly, aldehydy, karboxylové kyseliny, ketony, ethery, nitrily a aminy. V DMSO
se také dobfe rozpousti sacharidy, tuky, barviva a 1é¢iva [10].

Co se tyce elektrochemickych analyz, je vyuzitelny jako rozpoustédlo pro pifipravu
elektrolytu rozpusténim LiClOg4 a jeho potencidlové okno neboli rozmezi, ve kterém je mozné
provadet voltametrickou analyzu, se pohybuje od —3,8 V do +1,3 V viici referentni elektrodé
SCE a s vyuzitim pracovni Pt elektrody. Zejména diky moZnostem analyzy v katodické oblasti
je vhodny pro sledovani redukénich reakei [15]. Pro elektrochemickd méfeni je nezbytné
pouziti vysoce ¢ist¢tho DMSO, nebot’ ptitomnost vody a jinych necistot miiZze ovlivnit vysledky
analyzy. Cisténi DMSO bylo podrobngji popsano Gogleyem a Butlerem. Purifikace za¢inala
suSenim pies molekularni sita a nasledovala vakuovéa destilace pfti teploté¢ pod 50 °C. DalSim
krokem byla vakuova destilace v pfitomnosti amidu sodného v rota¢ni odparce pfi pfiblizn¢ 40
°C. Nakonec se provedla frakéni destilace pti snizeném tlaku a 40 °C. Takto vycistény DMSO
ma nizky obsah vody, mensi nez 30+5 ppm [16].

Jako ptiklad vyuziti DMSO lze uvést voltametrickou studii nékolika kyselin, kovovych
iontl, chinonil a kysliku. Zjistilo se, Ze kyselina chloristé, sirovd a chlorovodikové jsou v

DMSO monoprotické silné kyseliny. Kobalt (IT) a nikl (IT) se nevratné redukuji na kapajici
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rtutové elektrod¢ s velkymi nadpotencialy, coz naznacuje silnou solvataci. Polarogramy
chinont vykazovaly v nepfitomnosti donorid protoni dvé katodové viny nestejné vysky,

pricemz mechanismus jejich redukce v DMSO byl nasledn¢ podrobnéji diskutovan [17].

Acetonitril

ACN patii mezi hlavni rozpoustédla v chemickém primyslu, zejména ve farmacii. Ma
velmi dobrou solvata¢ni schopnost vii¢i riznym druhtim poléarnich a nepoléarnich rozpustnych
latek a patii mezi pomérné malo toxické latky [18]. Pfestoze byl ACN podroben testovani, jeho

karcinogenni potencidl nebyl dosud prokazan ani vyvracen. Neékteré dokumenty vSak poukazuji
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metabolizaci ACN v organismu. Pfiznaky této otravy zahrnuji mélké nebo nepravidelné
dychani, zhorSenou motorickou aktivitu, bolest hlavy, nevolnost a zvraceni [19,20].

Vyznaduje se relativng inertni povahou, malou viskozitou o hodnoté 3,41x107* Pas,
nizkym bodem varu okolo 81,6 °C a bodem tuhnuti —43,8 °C [21]. Dielektricka konstanta neboli
také relativni permitiva (&) acetonitrilu ma pti 25 °C hodnotu 38 a tim spada do intermedidlniho
rozsahu, kdy mensi zmény v koncentraci riiznych elektrolytti mohou zpuisobit vyraznéj$i zmény
ve sdruzovani (asociaci) iontli [22]. Déle se vyznaluje hustotou 0,7765 g/cm?®, vodivosti
6x1071°S cm™! a tlakem par 88,8 mmHg [21].

Cisty ACN lze ziskat frakéni destilaci z hydridu vapenatého (CaHa). ACN obsahuje
béZznou necistotu akrylonitril, ktera se odstraniuje pomoci refluxu s KOH nebo NaH. Pro
odstranéni stop aromatickych uhlovodikii se vyuzivd postup zahrnujici refluxovani
s benzoylchloridem. PouZiti materidlu s vysokou ¢istotou vysuseného pomoci molekuldrniho
sita ukdzalo, Ze je mozné ziskat acetonitril s obsahem necistot nizSim nez 10 ppm [16].

Z hlediska elektrochemickych méteni bylo popsano naméftitelné potencidlové okno na Pt
elektrod€ ve smési LiClO4 viici SCE v rozsahu —3,0 V az +2,5 V, tudiZ je vhodny pro oxidaéni
i redukéni procesy [15]. Priklad vyuziti ACN jako rozpoustédla pro zakladni elektrolyt 1ze uvést
studii vyuzivajici CV pro stanoveni polypyrrolu (PPy). Podle této studie provedené Baozhen a
kol. byla pomoci CV zkoumana elektrochemicka polymerace pyrrolu v bezvodém prostiedi
ACN s ptidavkem chloristanu tetraethylamonného (TEtACIO4). Zjistilo se, Ze se ucastni pouze
hloub&ji vazana dopovaci mista, pravdépodobné v disledku uvolnéni H' ionti béhem
polymerizace, coz vedlo k vytvofeni jediného ostrého piku pti —0,56 V pfi prvnim redukénim
zdaznamu. V dalSich cyklech reoxidace a redukce se zapojila i voln€ vdzana dopovaci mista, coz
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vedlo k vytvoteni dvou pikd. Rezidudlni proudy mezi oxidaci a redukci byly faradické, nikoli
kapacitni. Pfitomnost vody v ACN béhem polymerizace ztizila deinsertaci protiiontd v PPy
filmu. Pii pouziti elektrolytu LiClOs byl vznikly PPy(ClO47) elektrochemicky neaktivni
v roztoku TEtACIlOg4, ale vykazoval bézné voltamogramy v roztoku LiClO4. Pii CV v roztoku
LiCIO4 doslo k pomalé a netplné deinsertaci ClO4 aniontli a tento proces byl doprovazen
CasteCnym vloZenim Li" kationtd, které byly uvolnény pii nasledné reoxidaci, zatimco ClO4

anionty se op¢t insertovaly [23].

N,N-dimethylformamid

Vzhledem k vyuziti DMF v experimentalni ¢asti této prace bude tomuto rozpoustédlu
vénovana veEtsi pozornost v nasledujici ¢asti textu. DMF je derivat formamidu. Jednd se o
bezbarvé organické rozpoustédlo s vysokym bodem varu, které je misitelné s vétSinou béznych
organickych rozpoustédel a také s vodou. V technické kvalité mize mit rybi zapach kvuli
necistot¢ dimethylaminu [24]. Mezi jeho dalSi mozné nelistoty patii voda, formamid a
dimethylaminformiat vzniklé rozkladem DMF [25]. Jeho hodnota dielektrické konstanty je 38,3
pti 20 °C a hodnota dipdlového momentu je pii pokojové teploté 3,9 D [16,26]. Dale se DMF
vyznacuje hustotou 0,9439 g/cm?, viskozitou 8,02x10™* Pa-s, vodivosti 6x107® S cm™!, bodem
varu 153 °C, bodem tuhnuti —60,4 °C a tlakem par 3,7 mmHg [21]. Pfi teploté varu dochazi
k ¢aste€nému rozkladu, pfi kterém vznikd dimethylamin a oxid uhelnaty. Tato reakce muliZe
probihat 1 pfi bézné teploté, pokud je DMF ve styku s uritymi kyselymi nebo zasaditymi
latkami. Pouziva se jako ucinny ligand napf. pti ptipravé kovovych komplext, prekurzor, zdroj
reduk¢nich Cinidel, dehydratacni ¢inidlo nebo 1 katalyzator. Diky své molekularni struktuie
dokéze vstupovat do fady chemickych reakci, kde hraje dilezitou roli pfi tvorbé funkénich
skupin jako napt. O, —CO, —Me, —CHO, —NMe; atd. [27]. DMF se dale casto pouziva jako
rozpoustédlo pro piipravu koloidd, pfi syntéze blokovych kopolymerti nebo pii organickych
reakcich jako je allylace, polymerace nebo dekarboxylace. Vyznaluje se jako skv¢lé
rozpoustédlo pro peptidové vazby ve farmacii, pti vyrobé¢ lepidel, syntetickych kazi, vlaken,
povrchovych natérl a pti vyvoji a vyrobé pesticidii. Nakonec se také vyuzivé jako ¢inidlo napft.
pti Vilsmeierové—Haackové reakci nebo Friedelové—Craftsove reakcei [24].

Radi se mezi rozpoustédla vyrabéna ve velkém mnozstvi a za nizkou cenu [26]. Pro
ziskéani Cistého bezvodého DMF se v prumyslovém méfitku bézné vyuzivaji metody jako
destilace a iontova vyména. V prumyslu pfevlada destilace, pti které se obsah necistot pohybuje
mezi 5-10 mg L', coz nestaéi pro elektrochemické pouziti. Cisténi DMF pomoci
iontoménicovych pryskyfic je méné energeticky narocné, ale iontoménice se rychle nasycuji a
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musi se regenerovat vodnym roztokem, coz zt€zuje oddéleni DMF [25]. Pro dosazeni vyssi
urovné Cistoty existuji i dal$i metody, které jsou popsany v nésledujici ¢asti.

1. Piiprava bezvodého DMF: Jednou z metod je vyuZiti azeotropni destilace s 10 %
objemovych suchého benzenu, kterd odstranuje azeotrop vody a benzenu pii atmosférickém
tlaku a udrzované teploté pod 80 °C. Poté se DMF susi pomoci molekularnich sit po dobu 1 az
4 dni. Nésleduje chromatografické ¢isténi pres sloupec naplnény aluminou a par hodin bublani
susit chemickymi ¢inidly, napt. bezvodym BaO, MgSO4, NaxCO3 nebo CuSOs.

2. Neutralizace: Tato metoda slouzi k odstranéni zasaditych nebo kyselych necistot.
Provadi se prottepavanim DMF s kyselinou pikrovou nebo s peletami KOH.

3. Destilace: DMF se refluxuje a destiluje za pfitomnosti P2Os nebo CaHz. Aby se
zabranilo tepelné degradaci, je vhodné nejprve rozpoustédlo dekantovat, prevést v atmosféie
suchého dusiku, a poté destilovat za snizeného tlaku, pti¢emz teplota nesmi piekrocit 60 °C
[28].

Mezi akutni/chronické ucinky DMF na c¢lovéka patii nevolnost, zvraceni, jaterni
abnormalita, podrazdéni o¢i, kiize a poskozeni plodnosti. DMF miize zpiisobit 1 nesnasenlivost
alkoholu [24].

Z hlediska elektrochemickych méfeni je dulezité potencidlové okno, které lze na Pt
pracovni elektrodé v prosttedi DMF + TBACIO4 zaznamenat v rozmezi —2,8 V az +1,6 V vici
SCE [15]. DMF miize reagovat bud’ jako elektrofilni nebo nukleofilni ¢inidlo a vyuziva se
zejména pro redukcni reakce [29]. V tabulce 3 jsou uvedeny ptiklady védeckych studii, které
se zabyvaji pouzitim DMF ve voltametrii. Tyto prace dokumentuji konkrétni experimentalni
podminky vcetné typl elektrod a pouZitého elektrolytu. Z tabulky je ziejmé, ze nejcastéji byl
vyuzivéan zékladni elektrolyt zaloZeny na DMF a kombinaci s TBACIO4 [31, 32] nebo TBABF4
[30, 35]. Jako referentni elektroda byla hojné vyuZivana argentchloridova [30, 31, 33, 35] nebo
nasycena kalomelova elektroda (SCE) [32]. Z hlediska pracovnich elektrod bylo nejcastéji
vyuZzivano pracovni elektrody ze skelného uhliku (GCE) [31,32] nebo statické rtut'ové kapkové
elektrody (SMDE) [34, 35]. Co se tyce pomocné elektrody, platinova elektroda byla pouzita ve
vSech zminénych studiich [30-35]. V ramci studii se uplatnily voltametrické techniky, z nichz
nejvice prevazovala cyklicka voltametrie [30, 32-35] a ve vétSing ptipada se autofi zaméftili na
sledovani elektrochemického chovani analytu [30, 32-35]. Pouze jedna studie se zabyvala

stanovenim koncentrace analytu (LSD) [31].
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Tabulka 3 Priklady studii popisujici vyuziti voltametrie v prostredi rozpoustédla DMF.

Analvt Zakladni  Pracovni Referentni Pomocna Metoda Citace
y elektrolyt elektroda elektroda elektroda

TBABF,

sira v DMF GCDE Ag/AgCl Pt Ccv [30]
TBACIO4 Ag/AgCl/Na
LSD v DMF GCE Cl Pt AdSV [31]
. TBACIO4
karbamazepin v DMF GME SCE Pt DPV [32]
. TBACIO4
karbamazepin v DMF GCE SCE Pt Cv [32]
TBAPFs
benzofenon v DMF PtDE Ag/AgCl Pt Cv [33]
2-(4'-N,N-
dimethylaminosty
ryl)-I- TEWACIO:  qyipE Ag/AGNO; Pt cv [34]
s v DMF
ethylpyridinium
jodid
methylkobalamin {/B]SAI\I?HI:} SMDE Ag/AgCl/CI Pt Cv [35]

GCDE - diskova elektroda ze skelného uhliku, GCE — elektroda ze skelného uhliku, GME — grafitova
mikrodiskova elektroda, PtDE — platinova diskova elektroda, SMDE — staticka rtutova kapkova elektroda, SCE —
nasycena kalomelova elektroda, LSD — diethylamid kyseliny lysergové, DMF — dimethylformamid, CV — cyklicka
voltametrie, DPV — diferencné pulsni voltametrie, AASV — adsorpéni rozpoustéci voltametrie, TBABF4 —
tetrafluoroboritan tetrabutylamonny, TBACIO4 — chloristan tetrabutylamonny, TBAPF¢ — hexafluorofosforecnan

tetrabutylamonny, TEtAClO4 — chloristan tetracthylamonny.

1.2.2 Vyuziti v environmentalni analyze

Vyuziti voltametrie v nevodném prostfedi v environmentdlni analyze pfichdzi v
pfipadech, kdy vodné prostfedi selhdva — naptiklad u sloucenin, které maji velmi nizkou
rozpustnost ve vode nebo v tomto prostfedi nejsou dostateéné stabilni. Pfipadné zjednodusuje
moznosti analyzovat extrakty pfimo z pud, krmiv a dal$ich matric bez dal$iho fedéni ¢i uprav.
voltametrické metody, ¢imz nabizeji nové moznosti pro citlivé a selektivni monitorovani latek

potencidlné skodlivych pro zivotni prosttedi.
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I dnes je zeméd¢lstvi uzce provazano s agrochemickym, pfic¢emz pesticidy piedstavuji
jeden ze zakladnich néstroji moderniho zemédélstvi. Vzhledem k Sirokym moZznostem
voltametrickych metod v environmentalni analyze se v poslednich letech zvySuje zajem o jejich
aplikaci pti detekci pesticidl, zejména v piipadé latek, které nelze stanovit ve vodném prostiedi.
Pesticidy jsou chemikalie Siroce pouzivané v zeméd¢lstvi k ochrané plodin pfed plisnovymi
chorobami, plevelem, hmyzem a dalimi nezadoucimi organismy. Cast téchto latek miize
kontaminovat okolni pidy a vodni zdroje [36]. Mezi znecist'ujici latky v Zivotnim prostredi
patii mimo jiné také 1éCiva, kterd tvoii vyznamnou skupinu tzv. emergentnich polutantd. Jejich
pfitomnost vzbuzuje obavy zejména kviili jejich perzistenci, moznym negativnim ekologickym
dopadiim a obtiznosti jejich u¢inného odstranéni z prostredi. V nésledujici ¢asti jsou shrnuty
publikované studie zaméfené na voltametrické stanoveni pesticidi, 1€Civ a dalSich bioaktivnich
nebo toxickych latek, které se v Zivotnim prostfedi vyskytuji ve stopovych koncentracich. To,
ze voltametrické metody predstavuji ¢inny ndstroj pro environmentalni analyzu, deklaruje
napiiklad studie od C.Chauhana zroku 2021, ktera hodnotila vyuziti modernich
voltametrickych metod a jejich aplikaci na analyzu pesticidii. Cilem studie bylo zhodnotit
efektivitu téchto metod v kombinaci s riznymi elektrodami a povrchové aktivnimi ¢inidly pro
Siroké spektrum aplikaci. Bylo zjisténo, Ze ackoliv jsou voltametrické metody v primyslu méné
beézné nez spektroskopické €1 chromatografické metody, nabizeji citlivé a spolehlivé feSeni pro
kvalitativni 1 kvantitativni analyzy. Nové&jsi vyzkumy ukdzaly na rostouci uplatnéni téchto
technik v analyze rliznych tiid pesticidd, vcetné thiomocovin, benzimidazolli, organofosforu,
dithiokarbamati, triazint, karbarylu a organochlorovanych sloucenin atd. Voltametrie je dnes
Siroce vyuzivana v oblasti védy a techniky, vCetné environmentalni analyzy pesticidi na
komer¢ni Grovni i Urovni rezidui. Dulezitym aspektem je optimalizace experimentalnich
podminek — zejména volba vhodného elektrolytu, rozpoustédla, referenéni a pomocné
elektrody, coZ vyrazné ovlivituje kvalitu voltametrické odezvy. Moderni voltametrické metody

.7

tak predstavuji ucinny nastroj pro monitorovani kontaminantl v zivotnim prostiedi [37]. Tato
kapitola pfindsi piehled publikovanych voltametrickych metod vyuZivajicich bezvodé
elektrolyty pro stanoveni environmentalné vyznamnych latek. Souhrnny pfehled pfinasi tabulka
4 a vybrané ptiklady jsou diskutovany v nasledujicim textu.

Jako ptiklad vyuziti nevodnych elektrolytl 1ze uvést studii autorii Sofiia Ivakh a kol.
publikovanou v roce 2025, ktera se zamétovala na voltametrické stanoveni nikarbazinu ve
vzorcich krmiva pro driibez v nevodném prostiedi [38]. Nikarbazin (NIC) je veterinarni
kokcidiostatikum ze skupiny karbanilidi, které se pouzivda k prevenci kokcididzy —

parazitarniho onemocnéni u zvifat. Je urceny hlavné pro vykrm kutat do véku 28 dni [39].
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Cilem bylo porovnat DPV a kapilarni elektroforézu s ampérometrickou detekci (CE-AD) pii
analyze vzorkd krmiva. Stanoveni probihalo v nevodném prosttedi ACN, pfiCemz
elektrolyticky roztok obsahoval acetat amonny a kyselinu octovou. Zdznamy zminéného
analytu a jeho oxidacnich produktl z obou elektrochemickych technik jsou uvedeny na obrazku
2. Z obrazku je ziejmé, ze NIC poskytoval jeden oxidacni signal za danych podminek okolo
potencidlu 1,25 V. Obé metody vykazovaly shodné elektrochemické charakteristiky, dobrou
reprodukovatelnost a vysokou citlivost, pfiCemz jejich meze detekce (LOD) a kvantifikace
(LOQ) se pohybovaly ve spodnim mikromoladrnim rozsahu, konkrétné¢ pro DPV LOD =
3,3 umol L' a LOQ = 11,1 umol L', Vysledky stanoveni pomoci obou metod korelovaly s
vysledky referencni analyzy kapalinovou chromatografii ve spojeni s tandemovou hmotnostni
spektrometrii (LC-MS/MS), coz potvrzuje jejich vhodnost pro stanoveni NIC ve vzorcich
krmiv. V této studii byla také zkoumana elektrochemickd oxidace molekuly 4,4'-
dinitrokarbanilid (DNC). Pomoci dodatecného méfeni metodou kapilarni elektroforézy s
hmotnostni spektrometrii (CE-MS) byla potvrzena disociace NIC na molekuly DNC a 2-
hydroxy-4,6-dimethylpyrimidin (HDP) [38].

e ),
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Obrazek 2 Zaznamy CE-AD (vlevo) a CV (vpravo) roztokii nikarbazinu (NIC, oranzova), 4,4'-
dinitrokarbanilidu (DNC, modra), 2-hydroxy-4,6-dimethylpyrimidinu (HDP, zelend) a kofeinu (CAF,
Seda), prevzato z [38].

Dalsim ptikladem vyuziti nevodného prostiedi je studie autord Jitky Klikarové a kol.
publikované v roce 2023, kterda se zaméfuje na voltametrické stanoveni Zzenskych hormonti
pomoci riznych uhlikatych pracovnich elektrod. Byla vyvinuta elektroanalytickd metoda pro
stanoveni estrogenii (E2, EE2) a dienogestu (DGN) v peroralni antikoncepci a produktl

hormonalni substitu¢ni terapie. Metoda vyuzivala anodickou oxidaci na uhlikovych/borem-
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dopovanych elektrodach v ACN pomoci SWV. Bylo zji§téno, ze komercn¢ dostupné elektrody
ze skelného uhliku (GCE) a elektrody z borem dopovaného diamantu (BDDE) vykazovaly
podobné vysledky, jako je Siroky linearni rozsah (>100 pmol L', obrazek 3) a limit
kvantifikace pfiblizné 1,6 pmol L' pro kazdy hormon. Déle bylo dosaZeno uspokojivé
piesnosti (relativni smérodatna odchylka < 4 %) pro smés o koncentraci 10 umol L™ E2 a DGN.
Vyvinuta elektroanalytickd metoda byla nasledné aplikovana pro stanoveni zenskych hormont
pritomnych ve farmaceutickych piipravcich. Ziskané vysledky byly porovnany s vysledky
referen¢ni metody, vyuzivajici vysokouUcinnou kapalinovou chromatografii s obracenymi
fazemi a detektorem diodového pole, coz potvrdilo praktické vyuziti této metody v rutinni

analyze [40].
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Obrdzek 3 SW voltamogramy 0-100 umol L' E2 zaznamenané na CPE/SDS (a), EE2 a DGN samostatné
na GCE (b) a E2 s DGN soucasné na BDDE (c), vsechny méiené v 99 % ACN obsahujicim 0,1 mol L™’
LiClOy, prevzato z [40] (prelozeno autorkou,).

Ttetim zvolenym ptikladem, tentokrat z oblasti pesticidl, jsou derivaty triazinu. Studie
publikovana autory N. Farzinnejada a kol. vroce 2005 se zabyvala elektrochemickym
chovanim derivatl triazinu na elektrodé ze skelného uhliku v prostitedi DMF. Autofi studovali
elektroredukci 4-amino-6-methyl-3-thio-1,2,4-triazin-5-onu (I), 6-methyl-3-thio-1,2,4-triazin-
5-onu (II) a 2,4-dimethoxy-6-methyl-1,3,5-triazinu (IIT). Mechanismus elektrodového procesu
byl zkouman pomoci ¢tyt elektrochemickych metod, mezi néz pattily i metody DPV a CV. Z
analyzy voltametrickych a spektroskopickych dat byl navrZzen mechanismus pro elektroredukci
danych slouc¢enin. Redoxni chovani sloucenin I a II se projevilo dvéma katodickymi piky. Na
rozdil od nich sloucenina III bez thiolové skupiny vykazovala jen jeden katodicky pik ve
shodném potencialnim rozsahu jako druhy pik u slou¢enin I a II. Vysledky této studie ukazuji,

ze prvni redukéni vina odpovidala jednoelektronové redukci thiolové skupiny za vzniku
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disulfidovych dimerii a ve druhé redukéni vin€ pak dochézelo ke dvouelektronové redukci
triazinového skeletu. Elektrochemické chovani monomerti bylo zkouméno v zévislosti na
ruznych fyzikalnich a elektrochemickych parametrech, ptficemz cyklické voltamogramy
zaznamenan¢ za raznych podminek ukazaly nevratny charakter téchto procesti. Dale autofi
stanovili difazni konstantu, pfenosovy koeficient a rychlostni konstantu néasledné chemické
reakce [41].

Tabulka 4 ptinasi piehled publikovanych metod, jejichz cilem je vyvoj metody stanoveni
bioaktivnich analytli vyznamnych z hlediska zivotniho prostiedi. Jedna se o pesticidy, mezi néz
patii zminéné derivaty triazinu [41] a allethrin [42], dale o veterinarni 1éCivo nikarbazin [38],
humanni 1é¢iva — estrogeny (E2, EE2, DGN) [40], carvediol [43], diloxanid furoat [44],
karbamazepin [32] a nakonec bismut ve form¢ Bi(IlI)oxinatu [45], coz je reprezentant skupiny
tézkych kovil [46]. Z tabulky je ziejmé, Ze ve vétSin€ praci [32, 40-42, 44] autoii vyuzivali
pracovni elektrody na bazi uhliku, dvé prace se zaméfily na aplika¢ni moznosti platinovych
[38, 43] nebo rtutovych [42, 45] pracovnich elektrod. Z hlediska elektrolytti byl nejcastéji
vyuzivan TBACIO4 v kombinaci s DMF [32, 41] nebo ACN [32, 40]. V ptevazné casti studii
byla sledovéana redukéni reakce [32, 41, 42, 44, 45], zatimco oxidacni reakce byla popsana
pouze ve dvou ptipadech [38, 40]. Hodnoty limitu detekce (LOD) byly v tad¢ studii v
mikromolarnim rozsahu [32, 38, 40, 42, 44], vyjimku tvofila pouze jedna studie, kde se LOD

pohyboval v nanomolarnim rozsahu, presnéji 3,5x10~° mol L™ [45].

Z obsahu této kapitoly je ziejmé, Ze voltametrické metody ve spojeni s bezvodymi
elektrolyty jsou uplatnitelné 1 v environmentalni analyze zejména z hlediska specifickych
pozadavkl, jako je napf. citlivd analyza latek lipofilnich (estrogeny [40]), pfiméd analyza
extraktl (nikarbazin [38]), studium elektrochemickych reakei triazinovych slou¢enin (derivaty
triazinu [41]), pesticidl (allethrin [42]), farmaceutickych ptipravki a latek (karbamazepin [32],
carvediol [43], diloxanid furoat [44]) nebo stopovych prvka (Bi(Ill) oxinat [45]). Cilem této
prace je vyvoj metody stanoveni fungicidu captanu, ktery ve vodném prostiedi podléha
hydrolyze, a jehoz stabilni analyza vyzaduje specifické podminky, jeZ bezvoda voltametrie

muze poskytnout.
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Tabulka 4 Souhrn studii voltametrického chovani/stanoveni pesticidui, léCiv a jinych bioaktivnich latek s vyuzitim bezvodych elektrolytii.

. , Pracovni Typ sledované - 1 .
Analyt Metoda Zakladni elektrolyt elektroda clektrodové reakce LOQ [molL™'] LOD [mol L] Cit.
. DPV, 0,1 M TBACIO4
derivaty triazinu vV v DMF GCE redukce - - [41]
GCE 2,0x1073 5,1x10°°
allethrin DPV 0,1 MTEtABF, redukee [42]
v ACN HMDE 1,5x10°° 4,5x107
1,0 M CH3COOH + 10
CE-AD mM CH;COONH4 2x107° 6,6x10°¢
) . v ACN PtDE oxidace
nikarbazin 0.5 mM CH,COOH + 5 [38]
DPV mM CH3;COONH,4 3,3x10°° 11,1x10°°
v ACN
CPE/SDS ~1,6x107¢ 0,15x10°
E2, EE2, DGN SWV 0,1 M LiClOsv ACN GCE oxidace ~1,6x107° 0,57x107° [40]
BDDE ~1,6x10°° 1,10x10°¢
carvedilol CV 0,1 M TBACIO;v ACN PtDE oxidace 9,84x107° 3,25x10°° [43]
diloxanid furoat SWV 0.1 ?gCBIfI‘BF“ GCE redukee ] 5.5%10°6 [44]
0,1 M TBACIO4
GCE 3,21x10°°
: DPV v DMF -
karbamazepin 0.1 M TBACIO, redukce [32]
v ACN GCE 3,89x10°°
0,75SMPP+025MP
Bi(III) oxinat DPASV v CHCLs HMDE redukce - 3,5x107° [45]

PP — chloristan piperidinia, P — piperidin, E2 — 17B-estradiol, EE2 — 17a-ethinylestradiol, DGN — dienogest, CH;COONH,4 —acetat amonny, CHCI3 — chloroform, CPE/SDS —

nevodna uhlikova pastova elektroda, BDDE — borem dopovana diamantova elektroda, HMDE — elektroda s visici rtutovou kapkou.
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1.3 Captan

1.3.1 Vlastnosti

Captan (CPT, N-trichlormethylthiotetrahydroftalimid, obrazek 4) je hojné pouzivany
pesticid, jehoZ spotieba v roce 2020 &inila podle oficialni zpravy Ustfedniho kontrolniho a
zkusebniho ustavu zemédélského (UKZUZ) 23 589,77 kg za rok [46]. Klasifikovan je jako
fungicid — latka vyuzivana k ochran¢ ovoce a zeleniny pied houbovymi chorobami, véetné
plisni. Jedna se o zastupce skupiny karboximidi, které zahrnuji chloroalkylthio skupinu [47,
48]. Jeho vyuzivani v zemédélstvi zapocalo roku 1951 a trva dodnes [49]. Primarné se uplatiiuje
pti predchazeni a potlacovani chorob zeleniny a ovoce, zaroven vSak nachazi vyuziti jako
slozka natérovych hmot, kde omezuje riist fas a usazovani moiskych organismi na lodich [50].
Jeho hlavni mechanismus spociva v reakci s thiolovymi skupinami (—SH) vyskytujicimi se v
proteinech i1 v neproteinovych molekuléch, coz nasledné vede ke snizeni enzymatické aktivity,
respirace a dal§im fyziologickym a morfologickym zménédm u hub [51].

Co se tyCe chemickych a fyzikalnich vlastnosti, jeho molekulovd hmotnost je
300,6 g/mol, m4 bilou krystalickou strukturu, hodnotu hustoty 1,74 g/cm?® a jedna se o lipofilni
latku [52]. CPT ma bod tani piiblizn¢ 172 °C. Bod varu nelze piesné stanovit, protoze pfi
teplotach nad touto hodnotou dochazi k jeho tepelnému rozkladu. Tenze par se pii 20 °C
pohybuje okolo 4,2x10-° Pa. Rozpustnost ve vodé je pfi 20 °C 4,8 mg L ' piipH5a 5,2 mg L™
pii pH 7. Rozdélovaci koeficient oktanol/voda (log Kow) ma pii této teploté hodnotu 2,5 [53].

Do organismu se miiZze dostat riiznymi cestami — vdechnutim, kontaktem s pokoZkou ¢i
o¢ima nebo pozitim, jenz vede k jeho okamzité¢ absorpci [49]. Podle Agentury pro ochranu
zivotniho prosttedi EPA je CPT klasifikovan jako mozny lidsky karcinogen (skupina 2B) [52].
Nadmérmné mnozstvi CPT muze narusit imunitni systém, nervovou soustavu, krvetvorbu,
plodnost, hormonalni rovnovahu a jeho toxické ucinky souvisi také s blokddou enzymu
acetylcholinesterazy v jeho aktivni oblasti [54]. Pfijatelny denni piijem (Acceptable Daily
Intake, ADI) a akutni referencni ddvka (Acute Reference Dose, ARfD) pro ¢lovéka byly dle
Svétové zdravotnické organizace (WHO) stanoveny na 0,1 mg/kg a 0,3 mg/kg télesné
hmotnosti za den [55]. CPT byl zaregistrovany v souladu s natizenim REACH, které stanovuje
pozadavky bezpecnostniho nakladani s chemikéliemi v rdmci Evropské unie a roc¢né je

vyrabén/dovazen do Evropského hospodaiského sektoru od 100 do 1 000 tun [56].
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Obrazek 4 Strukturni vzorec CPT.

Jednou z popisovanych metod piipravy CPT je jeho vicefazovy technologicky postup ve
vézovém reaktoru. V prvni fazi se 1,2,3,6-tetrahydroftalimid rozpusti v alkalickém roztoku za
vzniku smési, kterd je nasledné ochlazena. Ve druhém kroku dochézi ke kondenzacni reakci s
perchlormethylmerkaptanem za soucasného zavéadéni stlaceného vzduchu, ¢imz se vytvoii
pénovy postiik. Ziskand pénova a kapalna faze se ve tretim kroku oddéli, pti¢emz kapalna faze
je nasledné zahtivana, filtrovana, promyta a susena, coz vede ke vzniku findlniho produktu CPT

[57].

1.4 MozZnosti stanoveni captanu

Vzhledem k velmi efektivnimu ptisobeni jako fungicid, je CPT pomérné Siroce pouzivan
pro ochranu plodin, coz vytvafi potfebu pro kontrolu jeho mnozstvi v pouzivanych ptipravcich
¢1 vprostitedi a oSetfovanych zemédé€lskych plodindch. Tato kapitola pfinasi vybér jiz
vyvinutych a publikovanych analytickych technik vyuZitelnych pro stanoveni této latky se

zameéfenim na voltametrii.

1.4.1 Separa¢ni a optické metody stanoveni

Mezi Casto vyuzivané metody pro stanoveni CPT patii plynovd chromatografie (GC),
s kterou se poji naptiklad studie zamétena na stanoveni CPT a folpetu v plodech kaki a kvétaku.
V této studii s ndzvem Residue Determination of Captan and Folpet in Vegetable Samples by
Gas Chromatography/Negative Chemical lonization Mass Spectrometry, kterou publikovala
Mercedes Barred a kol. (2006), byla vyvinuta metoda vyuzivajici plynovou chromatografii s
negativni chemickou ionizaci a hmotnostni spektrometrii (GC/NCI-MS). Metoda vykazovala
dobrou linearitu v oblasti koncentraci 50-2500 ng mL ™!, vyt&znost 82-106 %, nizkou relativni

smérodatnou odchylku (RSD) < 11 % a LOD pro obé slouc¢eniny 0,01 mg kg ! [58].
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Dalsi popsanou metodou je vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii (MS). Touto metodou se zabyva studie nazvana Development and
Validation of High-Performance Liquid Chromatography Method for Determination of Some
Pesticide Residues in Table Grape zpracovana autory Lenche Velkoska-Markovska a kol.
(2017). Studie byla primarn¢ zamétena na vyvinuti a validaci metody vysokotc¢inné kapalinové
chromatografie s reverzni fazi (RP-HPLC) pro simultdnni stanoveni zbytkti CPT, folpetu a
metalaxylu ve vzorcich stolnich hroznti, a to pomoci ultrafialové detekce za pouziti diodového
pole (UV-DAD). Chromatogramy odpovidajici jednotlivym vzorklim jsou uvedeny na obrazku

5[59].
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Obrazek 5 Chromatogramy ziskané pro (a) standardni smés metalaxylu (I), CPT (II) a folpetu (Ill) pri
koncentracich odpovidajicich MRL, (b) nefortifikovany vzorek stolnich hroznii a (c) vzorek stolnich
hroznii fortifikovany na uroven MRL, prevzato z [59].

Dalsi metodou, tentokrat spektrofotometrii, se zabyval c¢lanek Spectrophotometric
determination of the fungicide captan od autori Tereza Galeano a kol. (2002). Studie byla
zaméfena na vyvoj spektrofotometrické metody stanoveni CPT zalozené na jeho reakci
s thiosemikarbazidem a s méfenim absorbance pti 315 nm. Kalibra¢ni zavislost byla ziskéna v

rozsahu 1,2-30 ppm, detekéni limit ¢inil 0,5 ppm a RSD byla 1,34 % [60].

1.4.2 Voltametrické metody stanoveni

Stanovenim pesticidu CPT pomoci klasickych voltametrickych metod se zabyvaly nize
popsané studie [47, 61]. Dalsi prace se zabyvala aplikaénimi moznosti laboratorné ptipraveného
biosensoru s vyuzitim CV a DPV [62]. Pro studium stability CPT byla také, kromé jinych
metod, vyuzita CV v publikaci [63]. Spojeni HPLC a elektrochemické detekce pro stanoveni
CPT kombinuje vyhody obou analytickych technik a bude diskutovano na zavér této kapitoly
[64].
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Prace Electroreduction of the fungicides Folpet, Captan and Captafol on mercury
electrodes (1998) zpracovana autory R. Carabias-Martinez a kol. se zaméfovala na
elektrochemickou redukci tfi strukturnich analogi, pfi¢emz vSechny vykazovaly fungicidni
ucinky. Analyza byla provedena prostiednictvim metod stejnosmérné polarografie (DCP),
diferenc¢ni pulsni polarografie (DPP) a coulometrie. Jako zakladni elektrolyt byla vyuzita smés
DMF a pufru o pH 2,6 tvofeném CH3COOH a CH3;COONa. K charakterizaci
elektrochemického chovani zkoumanych fungicidt byly vyuzity udaje ziskané polarografii a
coulometrii s doplnénymi metodami jako infraCervend spektroskopie s Fourierovou
transformaci, spektroskopie nuklearni magnetické rezonance a plynova chromatografie s
hmotnostni detekci. Pro polarografii byl pouzit tfielektrodovy systém slozeny z pracovni
HMDE, pomocné Pt elektrody a SCE jako referentni elektrody, zatimco coulometrie byla
provadéna s rtutovou velkoplosnou (,,pool*) katodou a oddélenou pomocnou elektrodou
propojenou pies fritovany sklenény disk. Pomoci navrzenych polarografickych metod bylo
zjisténo, Ze vzajemna pritomnost fungicidi ovlivituje jejich polarografické chovani a nelze
provést simultdnni kvantitativni stanoveni vSech tii fungicidl soucasné¢ bez ptedchozi separace.
LOD pro CPT dosahl hodnoty 7,9x10~" mol L™!, coz bylo niz8i nez u folpetu (1,1x10-¢ mol L)
a captafolu (2,5%107% mol L!). Rozdily v elektrochemickém chovéni studovanych fungicidi ve
forme& DC a DPP polarogramt ukazuje obrazek 6. Z uvedenych polarogrami je ziejmé, ze CPT
poskytoval 3 redukéni signaly oznacované jako /1 (E = 0,0 V), L (E= -550 mV) a 5 (E =
—1000 mV) [47].

015 pA (DC) |
0.063 LA (DPF)

0.5 pA (DC)
0063 pA (DPP)

015 pA (DC) |
0.063 LA (DFF)

-14 -10 - s -0z
EY

+02 - Lo -6 -0z +0.:

Obrazek 6 DC a DP polarogramy a voltamogramy fungicidii: folpet (a), CPT (b) a captafol (c), v
elektrolytu tvoreném 10 obj. % DMF ve vodé obsahujicim 0,2 M CH;COOH a CH;COONa, pH 2,6; T
=25 °C, prevzato z [47].
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Prace Resolution by polarographic techniques of the ternary mixture of captan, captafol
and folpet by using PLS calibration and artificial neuronal network (2001) tentokrat
zpracovana autory Agustina Guiberteau a kol. byla zalozena na polarografickém stanoveni
smési CPT, captafolu a folpetu. Vzhledem k ptekryvajicim se polarografickym signalim byly
pro jejich stanoveni vyuzity také rtizné chemometrické metody. V tielektrodovém uspotadani
byla pouzita referentni elektroda Ag/AgCl v KCl, jako pomocna elektroda Pt dratek a pracovni
rtutova elektroda. Kalibracni roztoky obsahovaly ficni vodu se zndmymi koncentracemi
fungicidi a jejich méfeni probihalo pomoci metod DCP a DPP. Kalibrace parcialnich
nejmensich ¢tverct (Partial Least Squares, PLS) byla ve vétSing ptipadd usp€s$na a umoziuje
stanoveni az 0,25 ppm kazdého fungicidu po prekoncentraci extrakci do diethyletheru [61].

Stanovenim CPT pomoci biosenzorii se zabyvala studie nazvana Glutathione-s-
transferase based electrochemical biosensor for the detection of captan (2009), kterd byla
zpracovana autory Ravindra Pratap Singh a kol. V této studii byl vyvinut biosenzor zalozeny
na inhibici enzymu glutathion-S-transferazy (GST), imobilizovaného na zlaté elektrodé
modifikované samouspotfadanou monovrstvou pro detekci pesticidu CPT a jeho metaboliti.
Biosenzor vykazoval rychlou dobu odezvy 12 s, LOD v rozmezi 8,32x1077-5,32x107> mol L™,
vysokou citlivost 4,5 A ppm ™! a miru inhibice aktivity enzymu GST piesahujici 72 %. CV
voltamogramy zaznamenané pii riznych koncentracich CPT a doplnéné o kalibra¢ni zavislosti

jsou uvedené niZe na obrazku 7 [62].
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Obrazek 7 CV kiivky zaznamenané pri riiznych koncentracich CPT (0,25-16 ppm) spolu s viozenymi
kalibracnimi zavislostmi: (i) proud v zavislosti na koncentraci CPT; (ii) procentudlni inhibice enzymu
GST v zavislosti na logaritmu koncentrace, prevzato z [62] (preloZeno autorkou).
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Dalsi z ¢lankd, které se zabyvaji voltametrickym stanovenim CPT, je studie Simultaneous
voltammetric determination of captan, carbosulfan, 2,3,7,8-tetrachlorodibenzodioxin and
pentachlorophenol in groundwater by ceria nanospheres decorated platinum electrode and
chemometrics (2017) zpracovéana autory Noel Nesakumar a kol. Byla vyvinuta metoda linearni
skenovaci voltametrie pro stanoveni CPT, carbosulfanu, 2,3,7,8-tetrachlordibenzodioxinu a
pentachlorfenolu s vyuzitim Pt elektrody pokryté nanosférami (nanokulickami) oxidu ceru a
chitosanem v ramci tiielektrodového systému s Pt dratem jako pomocnou elektrodou a
Ag/AgCl nasycenou KCIl jako referentni. Elektroda (Pt/CeQOx/chitosan) vykazovala vyraznou
elektrokatalytickou aktivitu smérem k redukci vSech analyzovanych pesticidd, jak je
znazornéno na obrazku 8. Jednotlivé signaly piislusely redukci sledovanych analyti
nasledovné: (i) CPT, (ii) karbosulfan, (iii) tetrachlordibenzodioxin a (iv) pentachlorfenol.
Piekryvajici se signaly byly rozliSeny pomoci prokladani Gaussovych kiivek a kvantitativni
analyza byla provedena linearni regresi. Ovéfeni spolehlivosti metody probéhlo pomoci

realnych vzorkti podzemnich vod [63].
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Obrazek 8 a) DC voltamogramy ziskané na Pt elektrodé a na Pt/CeQy/chitosanem pokryté elektrodé v
deionizované vodeé s pesticidy, b) voltamogramy zaznamenané pri riiznych koncentracich pesticidii (5-
30 nM) c) po zakladnim oSetieni a d) Gaussovské proloZeni kiivek pro rozliSeni prekryvajicich se
signalii, prevzato z [63], (prelozeno autorkou)
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Rovnéz lze zminit studii nazvanou Determination of the fungicides folpet, captan and
captafol by cloud-point preconcentration and high-performance liquid chromatography with
electrochemical detection (1996) zpracovanou autory Rita Carabias Martinez a kol. V této
studii zabyvajici se stanovenim folpetu, CPT a captafolu byla pouzita metoda HPLC
s elektrochemickou detekci pomoci pracovni GCE samostatné nebo dvojitych. Jako referentni
elektroda byla pouzita Ag/AgCl v roztoku KCI a jako pomocna zlata elektroda. Dvojité
elektrody byly vyhodnéjsi pii oxidacné-redukeni detekei nez samostatna elektroda pfi piimé
redukci. ZvySeni koncentrace rezidui bylo provedeno pomoci neiontové latky Triton X-114.
Metoda poskytla opakovatelné vysledky s vysokou mirou spolehlivosti, kdy kolisani mezi
méfenimi nepfesahlo 10 % a meze detekce fungicidi dosahovaly hodnoty kolem

1,33x1078 mol L™! [64].

1.5 Hydrolyza captanu

Krom¢ detekénich metod je vSak dilezité také sledovani osudu pesticidii v zivotnim
prostiedi, vCetné jejich rozkladu. Jednim z vyznamnych mechanismt rozkladu pesticidu je
hydrolyza. Rychlost hydrolyzy CPT vyrazné zavisi na pH — pii pH 5 ma polocas rozpadu
18,8 hodin, zatimco pii pH 9 se zkracuje na pouhych 8,3 minuty. Pii pH 7 byl poloc¢as hydrolyzy
CPT stanoven na 4,9 hodiny [65]. Z toho vyplyva, ze CPT podléhd pomérné snadno hydrolyze
v alkalickém prostiedi (pH > 8), zatimco pi1 neutralnim ¢i kyselém pH vykazuje vyrazné vyssi
hydrolytickou stabilitu [52]. Mezi hlavni produkty hydrolytick¢ degradace CPT patii
tetrahydroftalimid (THPI, také oznaovany jako 4-cyklohexen-1,2-dikarboximid), oxid uhli¢ity
(CO2), kyselina chlorovodikova (HCI) a sira [66]. THPI je pfi pH 4 stabilni, pficemZ jeho
polocas rozpadu pii 25 °C piesahuje jeden rok. Pti pH 7 se polocas zkracuje na 152 dni a pii
pH 9 dale klesa na ptiblizné 3 dny [65]. Podle studie autory N. Lee Wolfe a kol. bylo zjisténo,
ze CPT podléhé ve vodném prostfedi hydrolyze pti pH 2-6 pomalu, nezavisle na hodnoté pH,
a odpovidd reakci pseudoprvniho fadu s rychlostni konstantou (1,8+0,1)x10°s!. Pfi
hodnotach pH wvysSich nez 7 se hydrolyza vyrazné¢ zrychluje a zavisi na koncentraci
hydroxidovych iontli — jedna se o reakci druhého ¥adu (5,7+0,4)x10°> M~! s7!, coz ukazuje na

vyrazny vliv koncentrace hydroxidovych iontl [66].

36



ol o
/ o /
N—S+CI + 2H:0 ——= NH + 3HClI + CO2 + S
\ ¢ \
@] 8]

Obrazek 9 Rovnice degradace CPT ve vodeé na THPI.

Z uvedeného prehledu v této kapitole je ziejmé, ze fungicid CPT je hojné vyuZzivanou
agrochemikalii, ktera se muze uvolnovat do zivotniho prosttedi. I z tohoto hlediska je vhodné
se zam¢rit na jeho analytické stanoveni, at’ uz pro sledovani jeho pohybu v prostredi, tak pro
kontrolu pouzivanych ptipravkl. Z této kapitoly také vyplyva, ze pro jeho stanoveni se
vyuzivaji rGzné analytické ndstroje, jako jsou chromatografické techniky (GC, HPLC) ¢i
optické metody, ale i elektrochemické techniky jako je voltametrie a coulometrie. Kazda z
uvedenych metod mé své specifické vyhody, a to zejména z hlediska citlivosti, selektivity,
rychlosti analyzy ¢i moznosti jejich vyuziti pfimo v terénu. Pét ze sledovanych studii se
soucasn¢ zaméfily i na stanoveni fungicidu folpetu, coZ umoznilo jejich porovnani. Dtlezitym
faktorem ovliviiujicim vysledky analyz je i samotna stabilita latky, pti¢emz z ptehledu vyplyva,
ze CPT podléhd hydrolytickému rozkladu, ktery predstavuje jeho hlavni degradacni

mechanismus vyrazné¢ zavisly na pH a teploté prostiedi.

37



2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pouzité chemikalie

V prubéhu pocatecnich experimentll praktické Casti byla testovana moznost vyuziti
vodnych elektrolytt (sledovani zmény pH). Pro tato méteni byl vyuzit Brittontiv-Robinsontiv
pufr (BRB) pfipravovany smisenim kyselé¢ slozky (roztok piipraveny smisenim H3POa,
CH3;COOH a H3BOs4 o koncentraci 0,04 mol L") a slozky alkalické (0,2 mol L' NaOH) na
pozadované pH. VSechny zminéné chemikalie potfebné pro pfipravu pufru byly ve formé
koncentrovaného roztoku (H3PO4, CH3COOH) nebo pevné latky (H3:BO4 a NaOH) a pochazely
od spole¢nosti Penta (PENTA® Chemicals Limited, CR, jakost pro analyzu). Nasledné
experimenty byla realizovany pouze v nevodnych organickych rozpoustédlech s pfidavkem
vodivé soli. Pfi vybéru vhodného elektrolytu pro dany fungicid probéhlo testovani nasledujicich
rozpoustédel: ACN (Honeywell + Riedel-de Haén™, jakost pro HPLC), DMF a DMSO
(PENTA® Chemicals Limited, CR, jakost pro analyzu), pfi¢emz vodivost roztoku zajistoval
ptidavek LiClO4 (Sigma-Aldrich®, jakost pro analyzu). Jednotlivé roztoky byly vzdy
pripraveny navazenim vhodného mnozstvi latky a nasledné rozpustény optimalnim mnozstvim
rozpoustéla na pozadovanou koncentraci. Pro vnitini elektrolyt referentni elektrody byl vybran
2 mol L roztok vodivé soli LiCl (Roth®) rozpusténé v ethanolu. Standardni roztok CPT
(PESTANAL®, Sigma-Aldrich®, jakost pro analyzu) o koncentraci 1x107mol L' byl
pfipravovan navazenim odpovidajiciho mnoZstvi pevné latky na analytickych vahach a jeho
nasledném rozpusSténim ve 100 mL ACN za pouziti ultrazvukové lazné, roztoky o nizsi
koncentraci byly pfipravovany fedénim zasobniho roztoku. Stejné byly pfipraveny i roztoky
dalSich pesticidli pouzitych v interferencni studii. Jednalo se o nasledujici latky: benalaxyl,
cyprodinil, folpet, glyfosat, hexythiazox a tritikonazol (PESTANAL®, Sigma-Aldrich®, jakost
pro analyzu). Jako redlny vzorek byl vybran ptipravek MERPAN 80 WG (ADAMA, Izrael)
s ucinnou latkou CPT. Pro zachovani stability byly vSechny roztoky uchovavany v lednici a
temnu. Pfed métfenim byly v§echny analyzované roztoky v polarografické nadobce probublany

dusikem (Linde Gas, CR) a pfi méfeni byla zajisténa inertni atmosféra stejnym plynem.
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2.2 Pristrojové vybaveni

Meg¢ieni byla provadéna pii pokojové teploté s vyuzitim potenciostau/galvanostatu
Autolab PGSTAT204 od spole¢nosti Metrohm, Nizozemsko. Cely pribéh analyzy byl ovladan
pies PC rozhrani pomoci softwaru Nova 2.1.5. Elektrochemické aparatura obsahovala napojeni
na zdroj inertniho plynu (dusiku), magnetické michadlo umisténé v polarografické nadobce pro
zajisténi homogenity roztoku a v neposledni fad¢ tiielektrodové uspotadani (elektrochemicky
¢lanek, obrazek 10A), které je spolecné s pfistrojem zachyceno na obrazku 10B.
Elektrochemicky ¢lanek byl tvofen pracovni elektrodou ze skelného uhliku (GCE), bezvodou
referentni argentochloridovou elektrodou (Ag/AgCl) neboli Ag dratkem ponofenym do roztoku
LiCl v ethanolu a pomocnou elektrodou ve formé Pt dratku. K davkovani nizkych objemt pii
pfipravé analyzovanych roztokli slouZily automatické pipety s rozsahem jednotek uL. Pro
navazeni pevnych latek slouzila analytickd vdha KERN ALS120-4N (Kern a Sohn, Némecko),
umoziujici vazeni s pfesnosti na Ctyfi desetinnda mista v gramech. Pro zajiSténi uplného
rozpusténi byly odmérné banky s roztokem vystaveny ptsobeni ultrazvukové lazni Bandelin

Sonorex RK31 od spole¢nosti Bandelin Electronic (Némecko).

]

Obrazek 10 Elektrochemicky clanek (4), pouZity potenciostat spolecné s pripojenim elektrochemického
Clanku (B).

Pro porovnani vysledkti stanoveni obsahu CPT v pesticidnim pfipravku byla zvolena
chromatograficka technika — vysokoucinna kapalinovd chromatografie s detekci diodového
pole (HPLC-DAD) se zafizenim Agilent 1260 Infinity II Quaternary System (Agilent
Technologies, USA), uvedena na obrazku 11. K zdznamu a vyhodnoceni dat slouzil software

Chromatography Data Systems OpenLab.
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Obrazek 11 Chromatograficky pristroj vyuzivany v experimentu.

2.3 Pracovni postupy
2.3.1 Voltametricka méreni

Kazdy den pied zacatkem méteni byla vyuzivand pracovni GCE oplachnuta ACN a
nasledné byla provedena kontrola voltametrické odezvy sérii dvaceti méfeni v prostiedi
zékladniho elektrolytu DMF o objemu 10 ml obsahujicim 0,1 mol L™! LiClO4 v potencialovém
okné& od 0 mV do —2000 mV a v =100 mV s '. Po rozméfeni elektrody se kazdé dalsi méteni
opakovalo zpravidla minimaln¢ tfikrat az do dosazeni stabilniho pribéhu kiivky. Zakladni
elektrolyt byl vzdy pted zacatkem kazdého méfeni probublavan inertnim plynem — dusikem.
Nasledovalo promichéani roztoku magnetickym michadlem uvnitt nddobky a nasledné méteni.
Pro studium vlivu riznych koncentraci zékladniho elektrolytu na elektrochemické chovani CPT
byly vyuzity metody CV a DPV suvedenymi parametry: pro CV Ein = 0 mV, Eswitch =
—2000 mV, Efin = 0 mV a v =100 mV s ' a pro DPV Ei, = 0 mV, Efn = 2000 mV, v =
20mV s~!, 4=50mV, ¢ = 80 ms. Nasledn& byla provedena optimalizace podminek pro metodu

DPV, jejiz zvolené hodnoty parametrt jsou uvedeny v tabulce 5.
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Tabulka 5 Souhrn optimalizovanych parametrit pro DPV.

Metoda Ein [mV] Efin [mV] v [mV s A [mV] t [ms]

DPV 0 —2000 40 60 80

Mg¢fieni ve voltametrické aparatufe bylo ovladano pomoci software Nova 2.1.5, ktery
slouzil k vyhodnoceni namétenych dat a k jejich naslednému odecteni signalu zakladniho
elektrolytu byl vyuzit program Origin 9.0 (OriginLab Corporation, USA). K pozd¢jsSimu
grafickému zpracovani ziskanych dat slouzil program MS Excel 365 (Microsoft, USA).
Statistické parametry jako mez detekce (LOD) a mez kvantifikace (LOQ) byly vypocteny
pomoci nize uvedenych rovnic sestavenych ze smérnice kalibra¢ni pfimky (k) a smérodatné

odchylky useku (SD).
3xSD

LoD = = (1)
LOQ — 10>;SD (2)

Soucasti této prace byla také interferencni studie, kterd sledovala vliv vybranych
pesticidnich latek na priibéh voltamogramu CPT. Piidavky interferentd vii¢i 6x107° mol L™
CPT byly davkovany postupné od 6x10~7 mol L™! ptes 6x107¢ mol L™! az po 3x107> mol L,

resp. koncentrace interferentd byla vzdy v poméru 1:0,1; 1:1 a 1:5 ve vztahu ke CPT.

2.3.2 Analyza pesticidniho pripravku

Analyza pesticidniho pfipravku CPT slouzila k ovéfeni pouzitelnosti vyvinuté metody
stanoveni. Jako experimentalni vzorek byl zvolen jednoslozkovy ptipravek MERPAN 80 WG
ve formé praSku s deklarovanym mnoZstvim 800 g CPT na kg pfipravku. Analyzovany
ptipravek je na obrazku 12. Pro analyzu byl pfipraven roztok vzorku o koncentraci CPT
1x10~*mol L™!, ktery vznikl navazenim vhodného mnoZstvi piipravku s jeho naslednym
rozpusténim v ACN v prostiedi ultrazvukové lazné. Méteni v 10 mL zadkladniho elektrolytu
nejprve zahrnovalo ptidavek roztoku vzorku o objemu 500 pL a nasledné tfi jednotlivé ptidavky
standardniho roztoku 1x107° mol L' CPT o objemu 50 pL. Timto zpiisobem bylo stanoveni
opakovano pétkrat a z naméfenych hodnot proudové odezvy, resp. ze stanovenych koncentraci
byl pak vypocitan RSD opakovaného stanoveni a vytézek.

Za ucelem porovnani a ovéteni vysledkl ziskanych voltametrickou metodou byla dale

optimalizovdna chromatografickd metoda HPLC/DAD s nésledujicimi parametry: pomér
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mobilni faze (MF) 25 % H20/75 % ACN, rychlost prittoku Frn= 0,75 mL min!, doba analyzy
¢t = 6 min, objem nastiiku Vinj = 3 uL, teplota 7= 25 °C a vlnova délka detektoru A =210 nm.

Stanoveni bylo provedeno nejprve na modelovém roztoku a nasledné ve vzorku ptipravku s

vyhodnocenim metodou kalibra¢ni ptimky.

Méﬁ"““@

g0 WG

Specialista na
skvrnitosti listo

{ H

Obrazek 12 Pripravek s obsahem CPT analyzovany v experimentalni casti.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Vliv zakladniho elektrolytu na voltametrické chovani captanu

Volba zékladniho elektrolytu hraje zasadni roli pro vyvoj voltametrické metody stanoveni
sledovaného analytu. Vzhledem k jiz publikovanym vysledkiim v pracich [47, 61], ale i s
ohledem na jiz dosazené vysledky pro stanoveni strukturniho analogu folpetu na naSem
pracovisti [67], byla nejprve provedena srovnavaci méieni pomoci DPV jak v prostredi
vodnych elektrolytd, ve kterych folpet vykazoval rapidni hydrolyzu a nizkou proudovou
odezvu, tak v prosttedi DMF s LiClO4, ve kterych naopak folpet vykazoval stabilni
voltametrické odezvy [67]. VSechna méfeni probihala pii koncentraci CPT 1x10™* mol L.
Porovnani vyslednych kiivek je na obrazku 13, ze kterého je ziejmé, Ze ve vodnych prostiedich
o kyselém pH (3 a 4) je patrny jeden redukéni Spatn€ vyvinuty signal (pro ptehlednost nejsou
uvedeny kiivky zdkladniho elektrolytu). V prostfedich o vyssim pH (5) je patrny vyznamny
pokles a v prostedi o pH 7 neni mozné detekovat zddny signal. Navic 1 v kyselych prostfedich
byl signal nestabilni a diky jeho potencidlu (—1470 mV) i velmi Spatné vyhodnotitelny
v dusledku rozkladu zakladniho elektrolytu. Naproti tomu v prostiedi DMF s LiClO4 je ziejmy
jeden vyrazny, dobfe vyhodnotitelny a stabilni signal okolo potencidlu —1420 mV. Navic
v bezvodych elektrolytech je patrné i §irSi potencidlové okno neZ v testovaném pufru, proto

nebyla sledovana odezva ovlivnéna rozkladem elektrolytu.
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Obrizek 13 DPV kiivky 1x10~* mol L™ CPT zaznamenané v Britton-Robinsonové pufiu (pH 3, 4, 5 a
7)av 0,1 M LiClOs (DMF). Parametry: DPV — Ei, = 500 mV, Ein = =2000 mV, A = 50 mV, t = 80 ms,
v=20mVs"

3.2 Studie vlivu sloZeni nevodného zakladniho elektrolytu

Vzhledem k prvotnim vysledkiim bylo dale vyuzivano pouze nevodnych prostiedi.
Nejprve byla testovana tii rozpoustédla — DMF, ACN a DMSO vzdy s piidavkem 0,1 mol L™
LiClOs. V pocatecnim méfenim byla sledovana nejdiive odezva bez a nasledné s piidavkem
CPT na GCE pomoci DPV a CV. Vysledné cyklické voltamogramy pro jednotliva rozpoustédla
jsou uvedeny na obrazku 14. I pfes odstranéni kysliku z roztoku zdkladniho elektrolytu
bublanim, se okolo potencidlu =600 mV objevovala redukéni vina kysliku, kterd byla patrnd 1
na kiivkach zakladniho elektrolytu bez ptidavku analytu. Po ptidavku CPT byla patrna 1
reduk¢ni odezva, ktera byla nejlépe vyvinuta a nejstabilngjsi v prosttedi LiC104 v DMF. Béhem
méfeni vyuzivajici zbyla dveé rozpoustédla pro ptipravu zékladniho elektrolytu byla pozorovana
redukéni odezva CPT ovlivnéna $itkou potencidlového okna, resp. rozkladem zékladniho
elektrolytu a signal byl velmi Spatné vyhodnotitelny. Vzhledem k tvaru kiivky zékladniho
elektrolytu a vyrazného signalu poskytovaného CPT na GCE v prostiedi 0,1 mol L™! LiClO4 v

DMF kolem hodnoty potencialu —1400 V bylo zvoleno toto prostiedi pro navazujici méteni.
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Obrazek 14 Cyklickeé voltamogramy zaznamenané na GCE v riuznych rozpoustédlech s 0,1 M LiClOy
pred a po pridavku 50 umol L' CPT. Parametry: CV — Ew = 0 mV, Esyieh = —2000 mV, Egn= 0 mV, v
=100mVs".

Kromé volby rozpoustédla byla testovana 1 koncentrace pouZité soli.
Slouceniny obsahujici perchloratovy iont, napt. LiClO4 nebo TBACIOs, jsou bézné vyuzivany
pro voltametrické analyzy v nevodnych elektrolytech (napt. v [32, 40-43]), a proto byl LiClO4
vyuzit pro dalsi experimenty. Jako rozpoustédlo byl na zéklad¢ pfedchoziho méfeni vybran
DMF a byly porovnany koncentrace elektrolytu 0,01; 0,1 a 0,5 mol L™!. Cilem bylo nalézt
koncentraci, kterd zajisti co nejvyraznéjsi reprodukovatelnou elektrochemickou odezvu CPT.
Testované koncentrace LiClO4 nevedly k podstatnym zménam v tvaru, po¢tu nebo v polohach
zaznamenanych signalt. Z tohoto divodu byla pro naslednd meéfeni zvolena koncentrace

0,1 mol L™!. K¥ivky CV analyz jsou uvedeny na obrazku 15.
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Obrizek 15 CV kiiivky zaznamenané v rozpoustédle DMF s 0,01, 0,1 a 0,5 mol L™ LiCIO, pred a po
pridavku 50 umol L' CPT. Parametry: CV —Ewn = 0 mV, Eswicch = —2000 mV, En = 0, v= 100 mVs '

3.3 Studie vlivu rychlosti polarizace

Dal$im krokem v experimentu bylo zkoumani voltametrického chovani CPT pfi zménach
rychlosti polarizace. S vyuZitim CV byl proméfen pomérné Siroky rozsah rychlosti polarizace
(v = 25-200 mV s !) za Gicelem charakterizace fidicich elektrodovych d&ji. Se zvysujici se
rychlosti polarizace rostla proudova odezva piku CPT (obrazek 16A). Tento prubéh nebyl
linearni (obrazek 16B), ¢imz byla vyloucena adsorpce jako tidici d€j. Naopak byla prokdzéana
linearita sestrojené zavislosti vysky sledovaného piku na druhé odmocning rychlosti polarizace
(obrazek 16C), coz je charakteristické pro elektrodové dé€je fizené difuzi. Rovnéz byla vynesena
logaritmickéd zéavislost vySky piku na rychlosti polarizace (obrazek 16D) a byla sestavena
prislusna rovnice pfimky této linearni zavislosti (rovnice 3). Z této rovnice bylo ziejmé, ze
smérnice (0,5613) se blizila teoretické hodnoté 0,5, coz indikovalo difuzi jako fidici

elektrodovy dg;.

log(I, [nA]) =(0,5613 + 0,0060) log(v [mV s7]) + (1,02 + 0,0064),R = 0,9997 (3)
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Obrazek 16 Cyklické voltamogramy 1x107* mol L™' CPT zaznamenané pri zméndch rychlosti
polarizace v zdkladnim elektrolytu 0,1 mol L™' DMF s obsahem LiClO; na GCE (A), zavislost I, na v
(B), zavislost I, na v (C) a logaritmicka zavislost I, na v (D). Parametry CV — Ein = 0 mV, Esyitch =
—2000 mV, Egin = 0, v = 25-200 mV s .
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3.4 Optimalizace parametri metody DPV pro stanoveni captanu na GCE

Nalezeni vhodnych parametrti testované voltametrické metody DPV pro stanoveni CPT
predstavuje klicovy krok pro zlepsSeni citlivosti ¢i opakovatelnosti detekce/stanoveni sledované
latky. Zaroven napomaha lepSimu rozliSeni mezi analytem a ruSivymi slozkami, a tim i ke
snizeni vlivu interferenci. Byly studovany nasledujici parametry s ménénym rozmezim hodnot,
pfi¢emz ostatni podminky ziistavaly neménné: rychlost polarizace (v), amplituda pulsu (4) a
modulacéni Cas (7). Sledoval se vliv téchto zmén na polohu, vysku a tvar analytického signalu.
Pro viechna stanoveni bylo vyuZito prosttedi DMF s obsahem 0,1 mol L' LiClO4 a 1x107*
mol L™! CPT.

Prvnim optimalizovanym parametrem byla rychlost polarizace. Jeji vliv byl sledovan
v rozsahu 10-100 mV s ! s krokem 10 mV s! a naméfeny priib&h kiivek je znazornén na
obrazku 17A. Z obrazku lze vy¢ist, Ze s rostouci rychlosti polarizace dochazelo k vyraznému
zvySeni hodnoty 7, a mirnému posunu piku k negativnéjSim potencidliim, coz potvrzuje
ireverzibilitu reakce. Nejvyssi narist /, byl pozorovan na poc¢atku nizsich rychlosti polarizace
a od hodnoty v =40 mV s! byl nariist jiz méné vyrazny. Na zakladé t&chto vysledki byla pro
naslednd méfeni zvolena v=40 mV s !

DalSim zkoumanym parametrem byla amplituda v rozmezi hodnot 10-100 mV. Z
vyslednych voltamogramli uvedenych na obrazku 17B lze usoudit, Zze dochazelo k posunu
k z&pornéjSim potenciallim a rostouci hodnoty 4 zplisobovaly zuZeni piku a jeho rist. Z tohoto
divodu byla zvolena hodnota 4 = 60 mV.

Jako tfetim a zaroven poslednim optimalizovanym parametrem byl modulacni ¢as (doba
pulsu). S pfedchozimi stanovenymi parametry bylo zkoumano rozmezi hodnot 10-100 ms a
jejich vysledné voltamogramy s vybranou hodnotou # = 80 ms jsou zobrazeny na obrazku 17C.

Pro ovéfeni, Ze za navrzenych podminek je sledovana odezva stabilni, bylo proméfeno
15 kiivek CPT o koncentraci 50 pumol L™! a byla stanovena hodnota RSD = 1,05 %. Z této
hodnoty je zifejmé, ze odezva je opakovatelnd a stabilni za navrzenych experimentalnich

podminek.
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Obrdzek 17 DP voltamogramy 1x10* mol L' CPT zaznamenané v zéakladnim elektrolytu 0,1 mol L™
LiClO4s (DMF) na GCE pri zménach rychlosti polarizace (A), amplitudy pulsu (B) a modulacniho casu
(C), viozené prislusné zavislosti I, na v (A), A (B) a t (C). Parametry: DPV — Ew, = 0 mV, Esn = —2000
mV, v =150 (B, C), resp. 10-100 mVs '(4), A = 50 (4, C), resp. 10-100 mV (B) a 60 mV (C), t = 50 (4,
B), resp. 10-100 ms (C).

3.5 Stanoveni statistickych parametri

Nasledujici experimenty byly zaméfeny na ovéfeni pouzitelnosti navrzené DPV metody
pro rizné koncentrace CPT a stanoveni linearniho dynamického rozsahu (LDR), tj. rozsahu, v
némz vyska signdlu analytu linearné koreluje s jeho koncentraci. Byly proméfeny tady
koncentraci stanovovaného analytu a z jejich zavislosti bylo zji$téno, Ze naméteny signal roste
linedrné s rostouci koncentraci v rozmezi od 1-200 pmol L™! CPT. Ziskané voltamogramy
s odectem zéakladniho elektrolytu jsou zobrazeny na obrazku 18 vcetné vloZené zavislosti /p-c.
Pro vypocet parametrit LOD a LOQ byly vyuzity parametry z pfimky 1-200 pM a program
Origin 9.0. Z hodnot smérnice ptimky k a SD byly vypoéteny hodnoty LOD = 0,4x107° mol
L!'aLOQ =1,33x10"°mol L™!. Navrzen4 metoda poskytla $iroky LDR a vykazala vysokou

citlivost vuéi CPT.
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Obrizek 18 DP voltamogramy koncentracni sady 1-200 umol L™ CPT, véetné vioZené kalibracni
zavislosti I, na ¢ zaznamenané v zakladnim elektrolytu 0,1 mol L™" LiClO4 (DMF) na GCE. Parametry:
DPV — En=0mV, Esn=—=2000mV,v=40mV s, A =60 mV, t = 80 ms.

3.6 Stanoveni captanu v modelovych roztocich

Navrzend metoda byla nasledné ovéfena z hlediska stanoveni CPT v modelovych
roztocich o zndmé koncentraci. Opakované byly analyzovény roztoky o koncentraci 5 pmol L™
a 2 umol L™! za pouziti metody standardniho ptidavku, pti niz byly aplikovany 3 ptidavky a
celkové stanoveni probihalo vzdy 5%. Pro snadnéj$i vyhodnoceni byla odectena kiivka
zakladniho elektrolytu. Priklady voltamogrami jednotlivych stanoveni jsou uvedeny na
obrazku 19A (5 umol L™!) a 19B (2 umol L™!). Stanovena koncentrace CPT modelového
roztoku byla dopoctena z rovnic piimek sestrojenych zavislosti 7, na ¢ CPT a porovnana
s ptidanou koncentraci (tabulka 6). Ze stanovenych hodnot je zfejmé, zZe vysledky jsou spravné
a presné. Ziskané hodnoty RSD pro roztok 5 umol L' CPT byly 1,2 % a pro 2 pmol L™! CPT

4,52 %, coz potvrzuje i dobrou opakovatelnost stanoveni.
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Obrdzek 19 DP voltamogramy stanoveni CPT v modelovém vzorku o znamé koncentraci 5x10° mol L™
a 2x107° mol L' pomoci metody standardniho piidavku a jejich grafické vyhodnoceni stanoveni.
Parametry vizte obrazek 18.

Tabulka 6 Porovnani pridané a stanovené koncentrace CPT v modelovych roztocich.

PFridano [umol L™!] Stanoveno [mol L] Vytéznost [%] RSD [%]
5,00 5,01+0,06 99,0-101,4 1,20
2,00 2,04+0,09 97,5-106,5 4,52

3.7 Stanoveni captanu v reialném vzorku — pesticidnim pripravku

Po uspésném stanoveni CPT v modelovych vzorcich byla vyvinutd metoda pouzita na
stanoveni analytu v redlném vzorku — jednoslozkovém pesticidnim ptipravku Merpan 80 WG
s deklarovanym mnozstvim 800 g kg™! (750-850 g kg ') CPT. Pro stanoveni bylo vyuzZito
metody standardniho ptipravku. Postup pfipravy vzorku a samotné analyzy je popsan
v experimentalni ¢asti této prace. Pro lepsi vyhodnoceni byla od jednotlivych kiivek odectena
kiivka zakladniho elektrolytu. Ziskané kiivky a grafické vyhodnoceni koncentrace CPT jsou
vyobrazeny na obrazku 20, z kterého je patrné, ze se zvySujici se koncentraci pridavkl
standardu CPT rostl naméteny pik. Hodnoty jsou stanoveni jsou pak shrnuty v tabulce 7.
Z vysledki je ziejmé, Ze bylo dosazeno nizs$i hodnoty (731,28+23,85 g kg ') o zhruba 10,5 %,
nez bylo deklarovano vyrobcem jako priimérny obsah (800 g kg!). Vzhledem k dobré

opakovatelnosti stanoveni (2,87 %) lze ale fici, Ze navrzend metoda je vhodna pro stanoveni

vvvvvv
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Obrazek 20 DP voltamogramy ziskané pri analyze pripravku CPT Merpan po odecteni zakladniho
elektrolytu a grafické vyhodnoceni prislusného stanoveni. Parametry vizte obrdzek 18.

Tabulka 7 Porovnani deklarované a stanovené koncentrace CPT, vytéznosti stanoveni a RSD.

Deklarovano Stanoveno Vytéznost
g kg™ g kg™'] [%]

~ 800,00 (750-850)
(75-85 hm. %)

RSD [%]

(731,28+23,85) 88,4-94,4 2,87

Pro srovnani naméteného obsahu CPT v ptipravku Merpan 80 WG byla pouzita metoda
HPLC s DAD detekci. Byla navrZzena metoda stanoveni, jejiz parametry jsou uvedeny
v experimentalni Casti této prace. Za uvedenych podminek byla na zakladé ziskanych
chromatogramu sestrojena kalibracni pfimka, kterd je zndzornéna na obrazku 21 (rovnice 4).
Nejprve bylo provedeno stanoveni v modelovém vzorku (5 pmol L), které 1ze zhodnotit jako
spravné, presné a opakovatelné (stanoveno 4,95+0,08 pmol L™!; RSD = 1,44 %). Nésledné byla
provedena analyza ptipravku Merpan 80 WG s vysledky, které se blizi deklarovanému
mnozstvi (831,27+35,21 g kg ) a opét byla shledana i dobra opakovatelnost stanoveni (RSD =
4,3 %).

A [mAU s] = (109,370 + 0,828)c [umol/L] + (0,112 + 0,515), R=1 (4)
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Obrazek 21 Chromatogramy kalibracni fady vietné vlozené kalibracni zavislosti. Modre — ki'ivka
modelového roztoku (MR), Cervené — kiivka vzorku Merpan 80 WG (PR). Parametry: MF 25% H>0/75%
ACN, Fon= 0,75 mL min™', t = 6 min, Vioy=3 uL, T=25°C, 2 =210 nm.

3.8 Interferenc¢ni studie

ZavéreCné experimenty byly zaméfeny na interferencni studii s cilem zjistit pifipadné
rusivé vlivy dalSich pesticidnich latek na odezvu CPT. Za navrZzenych podminek bylo
analyzovano 6 pesticidii o nésledujicich koncentracich 6x1077 mol L™!, 6x10® mol L™! a
3x10°mol L™!, tedy v poméru koncentraci 1:0,1; 1:1 a 1:5 v@i¢i 6x10°° mol L' CPT. Na
pocatku byl proméfen roztok elektrolytu, nésledn& byl piidan 1x10~> mol L™! CPT o objemu
60 uL a po jeho proméfeni byly postupné davkovany ptidavky zkoumaného interferentu, a to
postupné od 10x niz§i koncentrace oproti koncentraci CPT, pies jeho stejnou koncentraci, az
po 5% vy§§i koncentraci, neZ byla koncentrace analytu. Kazdy pfidavek byl zaznamenan jako
voltamogram a pfislusné kiivky jsou zobrazeny na obrazku 22. Podle ziskanych grafi lze
usoudit, Ze cyprodynil, hexythiazox, benalaxyl, glyfosat a tritikonazol vyraznéji neovliviiovaly
voltametrickou odezvu CPT, pouze pifi Snasobném nadbytku cyprodinilu bylo pozorovano
mirné zplo§téni sledovaného signalu (zména sledovaného signalu okolo 7 %). Po ptidavku
ostatnich latek (kromé¢ folpetu) byla zména v jednotkdch % a lze tedy fici, Ze Zadny

z testovanych interferentli nerusi stanoveni CPT. Jind situace nastala v pfipadé strukturniho
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analogu folpetu, ktery zejména pii stejném ¢i Snasobném mnozstvi vykazoval piky, které
ptekryvaly sledovanou odezvu CPT. V piipadé¢ poméru 1:0,1 (CPT:folpet) byla zména piku
CPT do 5 % a lze hovotit, Ze pii nadbytku CPT folpet nerusi. Pfi poméru 1:1 byla zména
sledovaného signdlu o cca 60 % a pfi vy$$im obsahu folpetu byla odezva CPT jiz kompletné
prekryta a nebylo mozné ji spravné vyhodnotit. Z téchto experimentii je tedy mozné fici, zZe
vétSina testovanych latek, které se pouzivaji pomérn€ bézné k ochrané plodin nebo ve vefejném
sektoru (glyfosat), nevadi jejich pfitomnost ve vzorcich uréenych pro stanoveni CPT. Naopak
rusiva muze byt ptitomnost folpetu ve vyssich koncentracich. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o
latku se stejnymi u€inky, nepouzivaji se tyto latky ve stejnych piipravcich a pravdépodobnost
jejich spoleéného vyskytu je relativné mala. Navic, jak bylo zjisténo i v predchazejicich
analyzach na naSem pracovisti, folpet podléhd pomérné rychlé hydrolyze a pravdépodobné se

nebude vyskytovat v environmentalnich vzorcich.
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Zakladni elektrolyt
CPT =
Pomery koncentraci CPT:interferent: 1:0,1 — 1:1— 1:5 —

55



4 ZAVER

Cilem této bakalarské prace bylo na jedné strané piinést piehled dostupnych technik na
bazi voltametrie v nevodném prostiedi v environmentalni analyze a na stran¢ druhé vyvoj a
optimalizace voltametrické metody pro stanoveni lipofilniho fungicidu captanu s vyuzitim
nevodného elektrolytu. Teoretickd Cast prace se tedy zameéfila na charakteristiku
voltametrickych metod, specifika vybéru vhodnych elektrolytii, pracovnich elektrod a jejiho
uplatnéni v environmentalni analyze. Soucasti této Casti byla také reSerSe dostupnych metod
pro stanoveni captanu. V experimentalni ¢asti byl hlavni diraz kladen na vyuziti elektrody ze
skelného uhliku pro studium chovéni analytu v riznych podminkéch, véetné vybéru vhodného
zakladniho elektrolytu a optimalizace experimentalnich parametri diferenéné pulsni
voltametrie jako je rychlost polarizace, amplituda pulsu ¢i modula¢ni ¢as. Pro zakladni
elektrolyt byl zvolen chloristan lithny, a to na zakladé pfedchozi analyzy na nasem pracovisti a
dostupnych studii, jehoz roztok byl pfipraven rozpusténim v dimethylformamidu. Ziskané
vysledky ukéazaly, Ze captan vykazuje stabilni redukéni voltametrickou odezvu v tomto
prostiedi, které bylo zvoleno jako zékladni elektrolyt pro vSechna dal§i méteni. Po provedené
optimalizaci parametr vykazovala vyvinutd metoda velmi dobrou reprodukovatelnost, a to jak
pfi jednotlivych méfenich, tak v ramci stanoveni. Voltametricka metoda byla dale uspésné
aplikovana jak na modelové vzorky, tak na komeréné dostupny pesticidni piipravek Merpan
80WG a vysledky byly porovnany s hodnotami ziskanymi pomoci chromatografické metody
HPLC-DAD, pti¢emz byla zaznamenana dobréa shoda. Na zavér byla provedena interferencni
analyza, ktera potvrdila, Ze vyvinuta voltametrickd metoda je vhodna i pro stanoveni captanu v
pfitomnosti moznych rusivych latek. Tyto vysledky potvrzuji, Ze voltametrie v nevodném
prostiedi mize byt pii spravné zvolenych podminkach efektivni a spolehlivou alternativou
k nakladnéjSim metodam, jako je HPLC, pro analyzu vybranych pesticidnich latek v rdmci

environmentalni analyzy.
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