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ANOTACE

Cilem této diplomové prace byl vyvoj voltametrické metody pro stanoveni retardantu rostlin
paklobutrazolu. Stanoveni bylo provadéno v alkalickém zékladnim elektrolytu, kterym byl
0,07 mol.I"" NaOH za ptitomnosti 33% acetonitrilu, pomoci diferen¢ni pulzni voltametrie za
uziti BDDE jako indika¢ni elektrody. V ramci experimentalni ¢asti byla také stanovovéana
doprovodna slozka paklobutrazolu v realném ptipravku TOPREX — difenokonazol. Stanoveni
obou dvou latek bylo nejdiive testovano na modelovych vzorcich. Poté byla provedena

analyza realného ptipravku. Nalezené hodnoty byly v dobré shod¢ s deklarovanymi obsahy.
KLICOVA SLOVA

Paklobutrazol, retardant rastu rostlin, diferen¢ni pulzni voltametrie, BDDE

TITLE

Voltammetric determination of paclobutrazol by using a boron doped diamond electrode

ANNOTATION

The aim of this master thesis was to develop a voltammetric method for determining of plant
retardant — paclobutrazole. The analysis was carried out in the alkaline electrolyte with
0,07 mol.I" NaOH in the presence of 33% acetonitrile. Differential pulse voltammetry was
applied by using BDDE as an indicator electrode. In the experimental part, there was also
definitely a substance accompanying paclobutrazole in the real preparation TOPREX -
diphenoconazole. The determination of both substances was first tested on model samples.
Then the analysis of the real sample was made. The found values are in good correlation with

the declared composition.
KEYWORDS

Paclobutrazol, plant growth retardant, differential pulse voltammetry, BDDE
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Uvod

Lidska populace na$i planety se rozsifuje velkym tempem, coz klade velké naroky na
produkci potravin. Dilezitou Glohu v této oblasti hraje rostlinna strava. Péstovani rostlin je
viak spojeno s celou fadou probléma. Skodlivy vliv hmyzu, plisni a nejrizn&jsich skadcd, je
dostateCn€ vyfeSen pouzitim pesticidd. Existuji vSak i problémy spojené s piirodnimi jevy a
jejich nasledky. Jedna se zejména o bourky, kroupy, povodng, silny vitr, nedostatek vody atd.
Je tieba, aby rostliny byly vice odolné proti t€émto jevim. Za timto GCelem se pouzivaji
nejriznéjsi regulatory rastu. Tyto latky maji velkou Skalu ucinkii. Mezi né patii jak
stimulovani, tak i potlaCovani rastu stonkt a kofent, regulace tloustky stonku a kveteni,

zabranéni opadavani listd a plodu, stimulovani tvorby chloroplastu a tak dal.

Regulatory rastu muzeme rozdé€lit na prirodni (fytohormony a dalsi latky s rustové
regulaéni aktivitou) a syntetické. Mezi fytohormony patii gibereliny, cytokininy, auxiny,
kyselina abscisova, etylén, strigolaktony a brassinosteroidy. V zéavislosti na koncentraci

mohou tyto latky jak inhibovat, tak i stimulovat rast a vyvoj rostlin [1].

Syntetické regulatory lze, stejn€ jako pfirodni, rozdélit na stimulatory a inhibitory rastu
rostlin. Syntetické stimulatory vSak nemaji stejnou povahu jako fytohormony, ale ovliviiuji
jejich metabolismus nebo transport. Tak naptiklad syntetické auxiny jsou pouzivané jako
herbicidy. NejCastéji pouzivanymi stimulatory jsou retardanty rastu, které slouzi
k ovliviiovani prodluzovani stonkt. Utinek téchto latek je vétSinou zaloZen na inhibici
syntézy giberelinu. Retardanty ristu mizeme rozd€lit na tii skupiny, podle stupn€, ve kterém
blokuji biosyntézu giberelinu a tim potlacuji u€innost urcitych enzymu. Jednou z téchto
skupin jsou triazolové slouceniny, inhibujici enzymy patfici do monooxidédz, které oxiduji

kauren na kaurenovou kyselinu [1,2].

Tato diplomova prace je zaméfena predevsim na vyvoj rychlé a citlivé voltametrické
metody stanoveni paklobutrazolu, ktery je predstavitelem triazolovych sloucenin. Triazoly se
hojné zacaly pouzivat v 60. letech 20. stoleti pro kontrolu houbovych chorob rostlin a
zivoCichu. Teprve nedavno bylo zjisténo, ze triazolové slouCeniny jsou schopné chranit
rostliny pfed podminkami stresu prostfedi, jako je napt. sucho, extrémni teplota, plynny oxid

sifiCity a plisiové infekce. Triazolova ochrana stresu je Casto vysvétlovana hormonalnimi
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zm&nami. Biochemické ulinky triazolu zahrnuji detoxikaci reaktivnich forem kysliku,

zvySeni hladiny prolinu, antioxidantd a obsahu chlorofylu [3].

Kvuli sirokému pouziti se paklobutrazol dostava skoro do vSech slozek zivotniho
prostiedi. Vzhledem k tomu, Ze neni zcela bezpecny, obzvlast pro zivocCichy, jeho obsah se

musi ve slozkach zivotniho prostredi neustale sledovat.
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1 Teoreticka c¢ast

1.1 Vlastnosti paklobutrazolu

Paklobutrazol [(2RS, 3RS)-1-(4-chlorofenyl)- 4, 4-dimethyl-2-(1H-1, 2, 4-trizol-1-yl)-
pentan-3-ol], dale uvadén jako PBZ, jehoZ vzorec je zndzornény na obr. 1, je systémovym
retardantem rGstu rostlin, Siroce pouZivanym v zemédélstvi a zahradnictvi. Je nepolarni
slouceninou a je stabilni v pldnim i vodnim prostredi. Vykazuje dlouhy polocas rozpadu
(v pldé DT = 180 - 360 dnd, v bazické pldé tento proces probiha rychleji (DTH< 42 dny))
jak za aerobnich, tak za anaerobnich podminek. Je staly k fotolyze a hydrolyze v kyselém,

neutralnim i bazickém prostfedi [4].

Obrazek 1: Strukturni vzorec paklobutrazolu[4]

V literatufe lze nalézt velké mnoZstvi praci, které se zabyvaly vlastnostmi

paklobutrazolu, takzZe jeho G€inky jsou dostate¢né znamé.

Morfologické plsobeni zplsobené paklobutrazolem zahrnuje zmenseni vysky rostlin a
velikosti listll, zvétseni tloustky listu, sniZzeni prodlouzeni vyhonku a délky trichonu, zvyseny
epikutikularni vosk, zvétSeni chloroplastu a zvySeny rlst korenu. SniZeni vysky rostlin je
zplisobeno tim, Ze paklobutrazol inhibuje cyt P-450 a tim zpomaluje dlleZité reakce vedouci
k produkci giberelind. Giberelin stimuluje prodluZzovani bunék, takze jeho indukce vede
k tomu, Ze se buriky déli, ale neprodluzuji se. Ve vysledku dostavame kratsi rostliny, ale se

stejnym poctem listll. [5-7].

Diky svym acinkim se paklobutrazol pouziva na oSetfeni okrasnych rostlin. Jedna
studie z Ciny se zabyvala vlivem PBZ na fotosyntetickou aktivitu u pivonék a bylo zjiténo,

Ze jeho aplikace vyrazné zvySovala rychlost fotosyntézy a rychlost transpirace. Navic listy
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oSetfenych rostlin mély tmavsi zelenou barvu se snizenou svitivosti a zvySenym uhlem

odstinil ve srovnani s neoSetfenymi, coz pravdépodobné svéd¢i o zvySeni obsahu chlorofylu

[8].

Dalsi studie z Ciny se zabyvala vlivem paklobutrazolu na rast melount a bylo zjisténo,
ze pii aplikaci vyssich koncentraci PBZ se snizila primérna hmotnost ovoce, kira se ztencila

a také se mirn¢ snizil obsah rozpustnych latek v ovoci [9].

Paklobutrazol také zvysSuje odolnost nékterych rostlin proti vodnimu stresu. Pouziva se
v oblastech s nedostatkem vody. Touto problematikou se zabyvala jedna studie s Thajska a
bylo zjisténo, ze rostliny oSetfené paklobutrazolem spotiebovavaji méne vody a 1épe prezivaji
sucho. To bylo zplsobeno hlavné biochemickymi zménami, jako jsou zvySeny obsah
antioxidantl, snizeny unik elektrolytii a také zvySeni hladiny prolinu, ktery je pfi vodnim
stresu syntetizovan z kyseliny glutamové, aby udrzoval vodni rovnovahu v buikéach a ve

vnéj$im prostredi [10].

Dalsi studie sledovala mozny vliv paklobutrazolu na aktivitu oxida¢nich enzymi v
rostlinach rostoucich v zasolené pude€. Bylo dokéazano, ze pfi pouziti paklobutrazolu negativni
uCinky zvySené solnosti pudy byly minimalizovany. Také bylo zjisténo, ze u rostlin
oSetfenych PBZ se projevoval silny antioxida¢ni obranny mechanizmus proti reaktivnim
formam kysliku (ROS). Doslo ke zvysené regulaci takovych enzyma jako je katalaza (CAT),
superoxid dismutaza (SOD) a peroxidaza (POD), zndmych jako antioxida¢ni enzymy [11, 12].

Pti toxikologickych studiich byly zjistény u€inky paklobutrazolu uvedené nize, které
ukazuji, ze nadmérné Uniky paklobutrazolu hlavné do vody Skodi rybam, takze je dulezité

sledovat jeho osud v Zivotnim prosttedi [4].

Peroralni toxicita pro krysy LDso= 1300-2000 mg/kg

Dermalni toxicita pro krysy a kraliky LDso > 1000 mg/kg
Inhala¢ni toxicita LCso= 3,2 — 4,8 mg/dm3 vzduchu

Lehce drazdi pokozku a o¢i LCso pro ryby 27,8mg/kg

Neni toxicky pro ptaky, vCely, datnie a rasy [4].

Jak jiz bylo popsano vyse, paklobutrazol je zastupcem skupiny triazolovych sloucenin.
Velka c¢ast triazolovych fungicidl jsou chiralni latky. Obsahuji jedno nebo dvé stereogenni

centra. Kazdy enantiomer ma odliSnou biologickou aktivitu vaci cilovym rostlinam.
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Napfiklad Ctyfi enantiomery paklobutrazolu také vykazuji velké rozdily v biologické aktivité
a mohou se vyrazné lisit v toxicité. Podobné jejich degradace, transformace a bioakumulace
jsou obvykle enantioselektivni. Enantioselektivita hraje dllezitou roli pfi hodnoceni
nebezpec€nosti latky pro organizmy a Zivotni prostfedi. V soucasné dobé se bohuZzel pfi
zavadéni pravnich predpisll tykajicich se pesticidl zatim nefesi jejich chiralita, presto, Ze
priblizné 28 % pesticidli jsou chiralni slouceniny [13,14].

Paklobutrazol ma dvé stereogenni centra a mize tedy existovat ve ¢tyfech
stereoizomernich formach. Komercni latka obsahuje pouze dva enantiomery (2R,3R a 2S,3S),
protoZe maji mnohem vysSi fungicidni a rostlinolékarské ucinky. Jejich strukturni vzorce jsou
uvedeny na obrazku 2. Isomer (2S,3S) inhibuje biosyntézu giberelin(, které primarné reguluji
prodlouzeni vyhon(, zatimco latka (2R,3R) ma nizkou aktivitu v{ci rdstu rostlin, ale naopak

vysokou fungicidni aktivitu [13,14].

Obrazek 2: Strukturni vzorce (2R, 3R) a (2S, 3S) enantiomerd paklobutrazolu [15]

Vzhledem k tomu, Ze se paklobutrazol Siroce vyuZivd v zemédélstvi a zahradnictvi,
zanechava za sebou stopu v Zivotnim prostfedi. Jedna studie z Brazilie se zabyvala moznosti
biodegradace PBZ pomoci rliznych pldnich bakterii. Béhem této prace bylo zjisténo, Ze
bakterie Pseudomonas jsou schopné paklobutrazol velmi G¢inné rozkladat [16].
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1.2 Metody stanoveni paklobutrazolu

Paklobutrazol se S§iroce pouziva v zemé&délstvi a zahradnictvi, a proto je nutné

kontrolovat jeho emise do zivotniho prostiedi, zejména do pudy a vody.

Mezi metody Casto pouzivané pro stanoveni této latky patii vysokoucinna kapalinova
chromatogratie HPLC, kapalinova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii LC-
MS, plynovd chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii GC — MS popftipadé

imunologicky test atd.

Kapilarni plynova chromatografie

Jednou z metod pro stanoveni zbytkového mnozstvi paklobutrazolu ve vodé, pudé a

rostlinach je kapilarni plynovéa chromatografie s termoioniza¢nim detektorem (TID).

Stanoveni paklobutrazolu ve vod¢ se provadi po jeho extrakci smési hexan — ethylacetat
vpoméru 8 : 2. Z pudy a zelené hmoty fepky se extrahuje vodnim acetonem a ze semen a
fepkového oleje pak acetonitrilem. Ci§téni extraktu probiha bud’ v kolonce ze silikagelu anebo
reextrakci v systému nemisitelnych rozpoustédel. Identifikace latky se provadi na zakladé
porovnani retencniho €asu se standardem. Ke kvantitativnimu stanoveni se vyuziva kalibracni
kiivka. Tato metoda stanoveni paklobutrazolu je vyuzivana v Ruské Federaci jako normovana

metoda [4].

Stereoselektivni metody

Jak jiz bylo popsano, paklobutrazol patfi do skupiny triazolu a je chiralni slou¢eninou.
Chiralni pesticidy se stereoselektivné degraduji ve vodé€, ptdé, rostlinach a sedimentech. Tyto
déje mohou vést k obohaceni zivotniho prostfedi vice ¢i méné toxickymi isomery, takze je
nezbytné sledovat jejich osud, a proto se nékteré studie zabyvaly hlavné vyvojem

stereoselektivnich metod [17].

Diive k oddéleni chiralnich pesticidd byly pouzivany metody jako je plynova

chromatogratie (GC), kapalinova chromatografie (LC) a kapilarni elektroforéza (CE).
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Nejmén¢ pouzivanou metodou byla kapilarni elektroforéza. U GC-MS a LC-MS metod se

k separaci isomeru nejCastéji pouziva chiralni stacionarni faze [17,18].

Nejlepsich vysledki bylo dosazeno metodou LC-MS diky vyssi citlivosti a §irsi
vyuzitelnosti. Diky rychlému vyvoji chiralnich stacionarnich fazi pro kapalinovou
chromatorafii je enantiomerni separace velmi usnadnéna a citlivost 1 specifita hmotnostni
spektrometrie umoznuje simultanni kvantifikaci spousty enantiomerd chiralnich sloucenin

[17].

Metoda GC-MS je méng univerzalni, protoze nedokaze analyzovat mén¢ tékavé vzorky,
tepelné nestabilni slouCeniny a také latky s vysokou polaritou. V praxi se také pouziva
kapalinova chromatografie ve spojeni s trojitym kvadrupolem (LC-MS/MS) [17]

U stereoselektivnich metod je rozhodujici spravny odbér vzorku a jeho uchovévani,
protoze zvySeni €i snizeni teploty nebo zmeéna pH mohou vést k racemizaci nebo i k ztraté

jednotlivych forem pesticidu.

LC-MS v kombinaci s SPE a DLLME

Jednou s dalSich enantioselektivnich metod je LC-MS vyuzivajici pii zpracovani vzorki
postupy SPE a DLLME pro stanoveni chiralnich pesticidi vcetné paklobutrazolu
v pastovitych vzorcich, napt. v medu. Jak jiz bylo popsano vyse, kapalinova chromatografie
spojena s hmotnostni spektrometrii se Casto pouziva pfi analyze rezidui pesticidi. Extrakce
v pevné fazi (SPE) a disperzni mikroextrakce kapalina — kapalina (DLLME) jsou Casto
pouzivanymi technikami ve stopové analyze, ale vétSinou se pouzivaji oddélené. Pro
stanoveni pesticidi v medu a dal§ich matricich byly tyto techniky spojené a diky vysoké

schopnosti Cisténi a priznivému obohaceni bylo dosazeno velmi dobrych vysledka [17].

Vyuziti imunologického testu

Dal$i metodou pro stanoveni paklobutrazolu je imunologicky test ELISA. Jedna se o
enzymovy imunosorbentovy test k detekci PBZ na zaklad¢ monoklonélnich protilatek. Jednou
s takovych protilatek je mAb6H73C9. Obecné je tato metoda zaloZzena na vazb€ mezi
antigenem a pfislusnou protilatkou. ELISA se pouziva k detekci hormont, toxini, antigent a

protilitek v mnoha oborech a je jednou =z nejpouzivanéjSich metod v klinickych a
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biochemickych laboratofich. Pro stanoveni stopovych koncentraci paklobutrazolu vsak neni
dostatecn¢ citliva. Dosud publikované informace se zaméfuji pouze na stanoveni

paklobutrazolu v pSeni¢nych zrnech. Pro analyzu vod a pud nebyl tento test dosud pouzit

[19,20].

1.3 Voltametrie

Elektrochemické metody jsou §iroce vyuzivany v analyze zZivotniho prostredi diky své
jednoduchosti, rychlosti a piesnosti. Mezi elektrochemické metody patii voltametrie,

polarografie, potenciometrie, konduktometrie, amperometrické a potenciometrickeé titrace atd.

Hlavni odlisnosti voltametrie od polarografie je ta, ze voltametrie pouziva pevné
elektrody, popftipadé visici rtutovou kapku, kdezto polarografie pracuje s kapkovou rtutovou
elektrodou s neustdle obnovovanym povrchem. V soufasné dobé se pro anodické oxidace
latek s vyhodou pouziva borem dopovand diamantova elektroda. Vykazuje Siroké
potencialové okno, nepodléhd pasivaci. Je mechanicky odolnd a vyzaduje minimalni
oSetfovani v prubehu analyz. Metodami Casto pouzivanymi pfi praktickych voltametrickych

analyzach jsou diferencni pulzni voltametrie (DPV) a cyklicka voltametrie [21,22].

Diferen¢ni pulzni voltametrie je velmi citliva metoda pouzivanad v praxi a ma Siroké
uplatnéni ve stopové analyze [21,22]. Pii této metod€ se na linearn€ zvySujici se napéti
vkladaji napétové pulzy o vhodné amplitudé a dobé v fadech desitek ms. Mgeii se rozdil
prouda té€sné pred vloZenim pulzu a na jeho konci. Vysledna zavislost rozdilu proudu na

potencialu ma tvar piku. Jeho poloha zavisi na druhu analytu, vyska pak odrazi kvantitu.

U DPV se zlepsuje citlivost stanoveni se zvétSujici se hodnotou AE, ale zaroven kvuli
rozsifovani pikd se zhorSuje selektivita. DPV ma spoustu vyhod ve srovnani s ostatnimi
elektrochemickymi metodami, naptiklad mé& podobnou hodnotu citlivosti u reverzibilnich a
ireverzibilnich déji. Dale DPV umoznuje provadéni analyzy ve znacn€ ziedénych roztocich
s nizkou vodivosti, coz snizuje riziko kontaminace vzorku necistotami pii stopové analyze a
také pii analyzach jak mofskych tak 1 pfirodnich vod. DPV je ¢asto mnohem citlivéjsi nez

vétSina chromatografickych metod nebo atomova ¢i molekulova spektroskopie [21,22].
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Obrazek 3: Snimani proudu pfi diferencni pulzni voltametrii [22]

Cyklicka voltametrie, je staciondrmi metodou s rychlosti polarizace ve tvaru dE/dt. Tato
metoda neni Siroce vyuzivana pro klasické elektrochemické analyzy. Pouziva se hlavné pfi
studiu mechanismu elektrodovych reakci, z ¢ehoZz se nasledné da zjistit, zda se jednd o

reverzibilni i ireverzibilni dgj [21,22].

Obrazek 4: Proudova odezva pfi cyklické voltametrii [22]
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Chemikalie a roztoky

Standardni roztoky paklobutrazolu byly ptipravovany v koncentra¢nim rozmezi od 34,8
do 41,8 mg/25ml acetonitrilu navazenim piislu§ného mnozstvi pevného paklobutrazolu

(Sigma — Aldrich, PESTANAL™ analyticky standard) a rozpusténim v acetonitrilu.

2

Podobnym zptusobem byl pfipravovan standardni roztok difenokonazolu navazenim 44,1 mg

DFK (Sigma — Aldrich, PESTANAL™, analyticky standard) do 25ml odmé&mé baiiky a

2

naslednym doplnénim po rysku acetonitrilem.

Acetonitril Cistoty p.a. od firmy Penta byl pouzivan jako rozpoustédlo a jako slozka

zakladniho elektrolytu.

Béhem studia nalezeni vhodnych hodnot pH pro vlastni stanoveni PBZ byly pouzivany
tyto zasobni roztoky: 0,1 mol.I" NaOH, 0,1 mol.lI" fosfatovy pufr o pH 7,01, 0,1 mol.I"
octanovy pufr o pH 4.6 a roztok 0,1 mol.l" H,SO,. Zasobni roztok 0,1 mol.I" NaOH byl
ptipravovan rozpusténim odpovidajiciho mnozstvi pevného hydroxidu sodného (firma
Lachema Brno o Cistoté 98%) v destilované vody. Fosfatovy pufr byl pfipraven navazenim
piislusného mnozstvi hydrogenfosfore¢nanu sodného p.a. (Lachema Brno, Neratovice) a
naslednym rozpusténim destilovanou vodou. Uprava pH na 7,01 byla provadéna kyselinou
fosfore¢nou za soufasného méfeni nastavované hodnoty pH — metrem. Octanovy pufr byl
pfipraven rozpusténim piislu§ného mnozstvi pevného octanu sodného o Cistote p.a (Lachema
Brno) v destilované vod¢€ a naslednou upravou pH na pozadovanou hodnotu kyselinou
octovou pod pH — metrem. Roztoky 0,1 a 0,6 mol.I" H,SO, byly pfipravovany fedénim
kyseliny sirové. (1:1), ktera byla pfipravena z koncentrované 96% kyseliny sirové od firmy

Penta.

Jako realny vzorek byl pouzit ptipravek TOPREX od firmy Syngenta Czech s.r.o,
obsahujici 11,3 % paklobutrazolu a 22,5 % difenokonazolu. 0,5 ml ptipravku TOPREX bylo
nadavkovano do 50 ml odmérky a doplnéno po rysku acetonitrilem. K analyze bylo
davkovano 50 pul tohoto zasobniho roztoku. Pii vyhodnoceni byly pfiddvany standardy PBZ a

DFK o koncentraci 34,8 mg/25 ml acetonitrilu a 44,1 mg/25 ml acetonitrilu v mnozstvi 20 pl.
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2.2 Pouzité pristroje a vybaveni

Voltametrické analyzy byly provadény pomoci elektrochemického zafizeni EP 100
(HSC Bratislava). Tento pfistroj je ovladan pocitatem pomoci software EP100 VA. Méfené
zaznamy je mozné tisknout nebo ukladat do dalSiho pfipojeného pocitace. Mérny Clanek se
skladal ze tfi elektrod, ato pracovni BDD elektrody, referentni argentchloridové elektrody a

pomocné platinové elektrody. Cely vyuzivany mérny systém je uveden na obrazku 5.

Obrazek 5: Elektrochemicky analyzator EP 100 propojeny s tiskarnou a
elektrochemickym ¢lankem

K vézeni latek béhem pripravy zasobnich roztokd, popripadé pufrl, byly pouzivany
analytické vahy Denver Instrument. Pro stanoveni a Upravu pH byl pouZzit pH-metr MV 870
(Pracitronic).
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2.3. Postup voltametrického stanoveni paklobutrazolu

Do voltametrické nadobky bylo nadavkovano 15 ml zékladniho elektrolytu o sloZeni
33% acetonitrilu a 0,07 mol.IL NaOH. Pfed kaZzdym meéfenim byla indikacni elektroda
oSetfena vloZzenym potencidlem, a to 2200 mV, - 200 mV a 2200 mV vzdy po dobu 10
sekund. Na zacatku kazdého dne bylo tfeba tento postup opakovat tak dlouho, aZz vykazoval
mérny Clanek stejnou odezvu. Poté byl pfidan analyt a nasledna analyza byla realizovana za
podminek, které jsou uvedeny na obrazku 6. Tyto hodnoty byly zjistény experimentalné.
Vyhodnoceni vysledkl se provadélo metodou standardniho pfidavku nebo pomoci kalibracni

krivky.
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Obrazek 6: Parametry voltametrického stanoveni paklobutrazolu
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3 Vysledky a diskuze

Vzhledem ke struktufe analyzované latky byla k jejimu voltametrickému stanoveni

zvolena anodicka oxidace.

3.1 Vliv organického rozpoustédla v ziakladnim elektrolytu na analyzu
paklobutrazolu

Pii vyvoji voltametrické metody ke stanoveni paklobutrazolu, bylo velmi dulezité
nejdiive nalézt vhodné prostiedi, ve kterém by byla analyzovana latka rozpustna a stabilni.
Vzhledem k jeji pomérné slozité strukture bylo jasné, ze vodni prostfedi nebude vyhovovat.
Na zakladé celé tfady experimentd, kdy byla pfidavana do zakladniho elektrolytu ruzna
rozpoustédla (sulfolan, acetonitril, isopropanol a dalsi), bylo zjisténo, ze vySe vytyCenym
pozadavkim nejvice vyhovuje acetonitril. Analyt byl za pfitomnosti tohoto rozpoustédla

dokonale rozpustén a stabilni.

Dalsi experimenty byly zaméfeny na studium vlivu pfitomnosti acetonitrilu na vlastni
stanoveni PBZ. Tato studie probihala v kyselém zakladnim elektrolytu, kterym byla
0,6 mol.I'" H,SO4, koncentrace acetonitrilu se ménila v rozmezi od 20 do 47 % a koncentrace
analytu se meénila v rozmezi od 5,57 do 44,56 pug/ml. Bylo zjisténo, ze se zvySujici se
koncentraci acetonitrilu v zdkladnim elektrolytu se piky PBZ mirn€ posunuji k pozitivnéj§im
potencialim a to od 2020 do 2190 mV. Citlivost stanoveni se vyznamné neménila. Jak je
vidét z obrazku 7, zavislost vySky pikd na koncentraci je v daném zakladnim elektrolytu
nelinearni a maxima pikl se posouvaji se zvySujici se koncentraci analytu k pozitivnim

potencialim, které se nachazi nad 2000 mV. V dalsi praci byl pouzivan 33 %-ni acetonitril.
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Obrazek 7: Piky anodické oxidace paklobutrazolu v kyselém prostfedi za pritomnosti
33% acetonitrilu

Jednotlivé kfivky: 0 - odezva zakladniho elektrolytu, 1 az 8 - pfidavky
paklobutrazolu

Zé&kladni elektrolyt: 0,6 mol.l-L1 H2SO4 a 33 % acetonitril, koncentrace PBZ od
5,57 do 44,56 pg/ml

Parametry stanoveni: pocateCni potencial 500 mV, kone¢ny potencial 2500 mV,
rychlost nardistu potencialu 40 mV/s, proudovy rozsah 40 pA
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3.2 Vliv pH na stanoveni paklobutrazolu

Vyznamny parametr, ktery ovliviiuje elektrochemické reakce vyuzivané ke stanoveni
latek je hodnota pH. V této praci byla voltametrickd oxidace paklobutrazolu zkoumana ve
Styfech zékladnich elektrolytech, a to v 0,1 moll" H,SO,, predstavujici kyselé prostiedi,
v 0,07 mol.I"" octanovém pufru o pH 4,66, déle v 0,07 mol.1" fosfatovém pufru o pH 7,01 a
nakonec v 0,07 moll’ NaOH, ktery reprezentoval alkalické prostiedi. Naméfené
voltametrické kfivky v rozsahu koncentraci PBZ od 2,23 do 17,84 pug/ml jsou uvedeny na
obrazcich 8 — 11. Tyto obrazky dokumentuji jak plvodni naméfené zaznamy, tak kfivky po
odecteni pozadi zakladniho elektrolytu. Z obrazka je vidét, Ze stanoveni PBZ lze provadét
v Sirokém rozmezi pH. V kyselém prostiedi (viz obr. 8) se maxima pikli oxidace analytu
pohybuji v zavislosti na koncentraci v rozmezi 1990 az 2100 mV. Zavislost vysky pikd na
koncentraci je zfetelné nelinearni. Mez stanovitelnosti vyhodnocena programem Nelin [23] je
0,88 ug/ml. Provadi-li se stanoveni PBZ v octanovém pufru (viz obr. 9), tak opét dochazi
k posunu maxim pikad v zavislosti na zvysujici se koncentraci, a to od 2005 do 2055 mV.
Zavislost vySky pikt na koncentraci je rovnéz nelinearni, mez stanovitelnosti je 0,59 ug/ml.
Pro kiivky anodické oxidace PBZ ziskané ve fosfatovém pufru (viz obr.10) plati, ze
maximum pikd se mirn€ posouva se vzrustajici koncentraci analytu smérem k pozitivnéj$im
potencialim, a to od 2005 do 2045 mV. Zavislost vysky pika na koncentraci je linearni, mez
stanovitelnosti je srovnatelnd s piedeSlymi vysledky a je 0,36 pg/ml. Kfivky ziskané pfii
stanoveni paklobutrazolu v alkalickém prostiedi (viz obr. 11) vykazuji nejmensi posun polohy
v zévislosti na koncentraci, a to pro maximum od 1970 do 1985 mV rozsahu testovanych
koncentraci. Vysky piku se zvysuji v zavislosti na koncentraci linearn€ a mez stanovitelnosti

j€ 0,30 ug/ml.

Ziskané poznatky této studie jsou shrnuty v tabulce 1. Vedle jiz uvedenych skuteCnosti
jsou zde dokumentovany také rovnice kalibra¢nich zavislosti a meze detekce. VSe bylo
vyhodnoceno programem Nelin [23]. Na zaklade téchto vysledki byl pro dalsi praci zvolen

alkalicky zakladni elektrolyt 0,07 mol.I"' NaOH za piitomnosti 33 % acetonitrilu.
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Obrazek 8: KFivky anodické oxidace paklobutrazolu v prostredi 0,1 mol.l1 H2SOx

a) plvodni namérené piky, b) piky po odecteni odezvy zakladniho elektrolytu

Jednotlivé kfivky: 0 - odezva zé&kladniho elektrolytu, 1 aZz 8 - pfidavky
paklobutrazolu

Zakladni elektrolyt: 0,1 mol.IL H2SO4 a 33 % acetonitril, koncentrace PBZ od
2,23 do 17,84 pg/mi

Parametry stanoveni: pocatecni potencial 500 mV, konecny potencial 2400 mV,
rychlost nardstu potencialu 40 mV/s, proudovy rozsah 40 pA
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Obrazek 9: KFivky anodické oxidace paklobutrazolu v 0,07 mol.l-L octanovém pufru o
pH 4,66

a) plivodni namérené piky, b) piky po odecteni odezvy zéakladniho elektrolytu

Jednotlivé kfivky: 0 - odezva zakladniho elektrolytu, 1 az 8 - pfidavky
paklobutrazolu

Zé&kladni elektrolyt: 0,07 mol.I-L octanovy pufr o pH 4,66 a 33 % acetonitril,
koncentrace PBZ od 2,23 do 17,84 pg/ml

Parametry stanoveni: pocatecni potencial 500 mV, kone¢ny potencial 2400 mV,
rychlost nardstu potencialu 40 mV/s, proudovy rozsah 40 pA
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Obrazek 10: KFivky anodickeé oxidace paklobutrazolu v 0,07 mol.l-1 fosfatovém pufru o
pH 7,01

a) plvodni namérené piky, b) piky po odecteni odezvy zakladniho elektrolytu

Jednotlivé kfivky: 0 - odezva zékladniho elektrolytu, 1 az 8 - pfidavky
paklobutrazolu

Zakladni elektrolyt: 0,07 mol.l-1 fosfatovy pufr o pH 7,01 a 33 % acetonitril,
koncentrace PBZ od 2,23 do 17,84 pg/ml

Parametry stanoveni: pocateCni potencial 500 mV, konecny potencial 2400
mV, rychlost narlistu potencialu 40 mV/s, proudovy rozsah 40 pA
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Obrazek 11: KFivky anodické oxidace paklobutrazolu v prostredi 0,07 mol.l-L NaOH
a) plvodni namérené piky, b) piky po odecteni odezvy zékladniho elektrolytu

Jednotlivé kfivky: 0 - odezva zakladniho elektrolytu, 1 az 8 - pfidavky
paklobutrazolu

Zé&kladni elektrolyt: 0,07 mol.l-L NaOH a 33 % acetonitril, koncentrace PBZ od
2,23 do 17,84 pg/ml

Parametry stanoveni: pocatecni potencidl 500 mV, konecny potencial 2400
mV, rychlost narlistu potencialu 40 mV/s, proudovy rozsah 40 pA
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Tabulka 1: Vysledky studie vlivu pH na voltametrické stanoveni paklobutrazolu v rozmezi koncentraci od 2,23 do 17,84 pg/ml

Zé&kladni elektrolyt Poloha maxima [mV] Kalibracni zavislost Mez stanovitelnosti [pA] Mez detekce [pA]

0,1 moll™ H2S04 33%-ni

I 1990 - 2100 | = - 0,0018¢c2+0,094c - 0,0075 0,88 0,26
acetonitril

0,07 mol. I"loctanovy pufr o 2005 - 2055 _ 059 0,18
pH 4,66, 33%-ni acetonitril | = - 0,0004¢2+0,07c - 0,00009 ’ |
0,07 moITlfosfa,tovy pufr o 2005 - 2045 | = 0,062c - 0,01 0,36 011
pH 7,01,33%-ni acetonitril

0,07 moll"1NaOH, 33%-ni 1970 - 1985 1=0,115¢ -0,033 0,30 0,09

acetonitril

Vysvétlivky k tabulce 1:
| - proud v pA

¢ - koncentrace PBZ v pg/ml



3.3 Kvantitativni stanoveni paklobutrazolu za nalezenych podminek

DalSi pozornost byla zaméfena na testovani reprodukovatelnosti a spravnosti

voltametrického stanoveni paklobutrazolu za navrzenych podminek.

Nejdfive vSak byla ovéfovana linearita zavislosti vysky pikd na koncentraci v rozsahu
nizsich koncentraci, ato od 0,56 aZ do 4,48 ~g/ml a od 0,22 do 1,76 |Jag/ml. Namérené krivky
pfindSi obrazky 12 a 13. Vyhodnocenim programem Nelin byla linearita potvrzena. Rovnice
kalibraCnich kFivek jsou uvedeny v tabulce 2 spolu s mezemi stanovitelnosti a detekce.

Obrazek 12: Anodické kFivky voltametrického stanoveni paklobutrazolu o koncentraci
od 0,56 do 4,48 pg/ml

a) plivodni namérené piky, b) piky po odecteni odezvy zéakladniho elektrolytu

Jednotlivé kfivky: 0 - odezva zékladniho elektrolytu, 1 a7 8 - pridavky
paklobutrazolu

Zakladni elektrolyt: 0,07 mol.I-LNaOH a 33 % acetonitril, koncentrace PBZ od
0,56 az do 4,48 |ig/ml

Parametry stanoveni: pocCatecni potencial 1200 mV, konecny potencial 2200
mV, rychlost narlistu potencialu 40 mV/s, proudovy rozsah 40 |iA
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Obrazek 13: Anodické kFivky voltametrického stanoveni paklobutrazolu o koncentraci
od 0,22 do 1,76 ~g/ml

a) plvodni namérené piky, b) piky po odecteni odezvy zakladniho elektrolytu

Jednotlivé kfivky: 0 - odezva zékladniho elektrolytu, 1 az 8 - pridavky
paklobutrazolu

Zakladni elektrolyt: 0,07 mol.I-L NaOH a 33 % acetonitril, koncentrace PBZ od
0,22 do 1,76 pg/ml

Parametry stanoveni: pocCatecni potencidl 1200 mV, konecny potencial 2200
mV, rychlost narlistu potencialu 40 mV/s, proudovy rozsah 40 pA

Tabulka 2: Vysledky ovérovani linearity zavislosti vysky pikd na koncentraci
paklobutrazolu v rozmezi od 0,56 do 4,48 ~g/ml a od 0,22 do 1,76 ~g/mi

KoncentraCni rozmezi D : .
Kalibracni zavislost ~ Mez stanovitelnosti [pA]  Mez detekce [pA]

[pg/ml]
0,56 - 4,48 I = 0,095¢c + 0,006 0,35 0,10
0,22 - 1,76 I=0,114c - 0,011 0,15 0,05
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Nasledovalo opakované stanoveni modelovych roztokt o tfech koncentracich, a to 2,23
pg/ml, 0,56 pg/ml a 0,22 pg/ml. Vysledky byly zjistovany pomoci t¥i pridavkd standardu
PBZ a statisticky hodnoceny programem Excel. Pfiklady naméfrenych kfivek pro jednotlivé
koncentracni hladiny jsou zndzornény na obr. 14 az 16. Vysledky stanoveni jsou pak shrnuty

v tabulkéch 3 az 5.

Obrazek 14: Anodické kFivky opakovaného stanoveni paklobutrazolu o koncentraci 2,23
pg/ml metodou standardniho pridavku

a) plivodni namérené piky, b) piky po odeéteni odezvy zakladniho elektrolytu

Jednotlivé kfivky: O - odezva zékladniho elektrolytu, 1- pfidavek modelového
vzorku paklobutrazolu o koncentraci PBZ 2,23 pg/ml, 2 az 4 - standardni
pfidavky paklobutrazolu o definované koncentraci

Zakladni elektrolyt: 0,07 mol.I-L NaOH a 33 % acetonitril, koncentrace PBZ od
2,23 do 8,92 pg/ml

Parametry stanoveni: pocatecni potencial 1200 mV, konecny potencial 2200
mV, rychlost narlistu potencialu 40 mV/s, proudovy rozsah 40 pA
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Tabulka 3: Vysledky opakovaného stanoveni paklobutrazolu o koncentraci 2,23 ~g/ml
metodou standardniho pFidavku

Cislo méfeni Stanovené mnozstvi [pg/ml] A [pg/ml] A [%]
1 2,27 0,04 18
2 2,14 -0,09 -4,04
3 2,06 -0,17 -7,6
4 2,07 -0,16 27,2
5 2,36 0,13 5,8

Stfedni hodnota: 2,18 pg/ml
Smérodatna odchylka: 0,13 pg/ml

Interval spolehlivosti: 2,18 + 0,09 pg/ml

Z uvedenych hodnot je vidét, Ze pfi stanoveni 2,23 pg/ml se celkova chyba pohybovala
od - 7,6 do 58 %. Stfedni hodnota se rovnala 2,18 pg/ml, coZ je 0 2,2 % méné, nezZ
stanovovana hodnota. Smeérodatna odchylka se rovnala 0,13 pg/ml, coZ svédCi o dostateCné

spolehlivosti metody.
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Obrazek 15:

Anodické krivky opakovaného stanoveni paklobutrazolu o koncentraci
0,56 ~g/ml metodou standardniho pridavku

a) plivodni namérené piky, b) piky po odecteni odezvy zékladniho elektrolytu

Jednotlivé kfivky: 0 - odezva zakladniho elektrolytu, 1 - pfidavek
modelového vzorku paklobutrazolu o koncentraci 0,56 pg/ml, 2 az 4 -
standardni pfidavky paklobutrazolu o definované koncentraci

Zé&kladni elektrolyt: 0,07 mol.I"1 NaOH a 33 % acetonitril, koncentrace PBZ
od 0,56 do 2,24 pg/ml

Parametry stanoveni: pocateCni potencial 1200 mV, konecny potencial 2200
mV, rychlost narlistu potencialu 40 mV/s, proudovy rozsah 40 pA
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Tabulka 4: Vysledky opakovaného stanoveni paklobutrazolu o koncentraci 0,56 ~g/ml
metodou standardniho pFidavku

Cislo méfeni Stanovené mnozstvi [pg/ml] A [pg/ml] A [%]
1 0,54 -0,02 -3,6
2 0,56 0 0
3 0,57 0,01 18
4 0,52 -0,04 -7,1
5 0,52 -0,04 -7,1

Stfedni hodnota: 0,542 pg/ml
Smérodatna odchylka: 0,023 pg/mi

Interval spolehlivosti: 0,542 + 0,015 pg/ml

PFi zkoumani reprodukovatelnosti stanoveni 0,56 pg/ml se prlmér lisil od realné
hodnoty o 0,018 pg/ml, coz Cini 3,2 %, absolutni chyba se pak rovnala 7,1 %. Smérodatna
odchylka byla 0,023 pg/ml, coZ ukazuje, Ze i pfi tak malych koncentracich dava metoda

vyhovuijici vysledky.
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Obrazek 16: Anodické kFivky opakovaného stanoveni paklobutrazolu o koncentraci
0,22 ~g/ml metodou standardniho pridavku

a) plvodni namérené piky, b) piky po odecteni odezvy zékladniho elektrolytu

Jednotlivé kFfivky: 0 - odezva zéakladniho elektrolytu, 1 - pfidavek
modelového vzorku paklobutrazolu o koncentraci 0,22 pg/ml, 2 az 4 -
standardni pfidavky paklobutrazolu o definované koncentraci

Zakladni elektrolyt: 0,07 mol.I"1 NaOH a 33 % acetonitril, koncentrace PBZ
od 0,22 do 0,88 pg/ml

Parametry stanoveni: pocatecni potencial 1200 mV, konecny potencial 2200
mV, rychlost narlistu potencialu 40 mV/s, proudovy rozsah 40 pA

Z tabulky 5 je vidét, Ze pfi opakovatelném stanoveni 0,22 pg/ml se smérodatna
odchylka rovnala 0,013 pg/ml, coZ ukazuje, Ze tato metoda dava uspokojivé vysledky i pfi
velmi nizkych koncentracich analytu. Ve srovnani s predeSlymi experimenty se chyby
stanoveni o néco zvysily, nachazely se v rozmezi od - 9,1 do 4,5 %. Interval spolehlivosti

0,212 + 0,009 pg/ml, vypovida o dobré presnosti metody.
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Tabulka 5: Vysledky opakovaného stanoveni paklobutrazolu o koncentraci 0,22 ~g/mi
metodou standardniho pFidavku

Cislo méFeni Stanovené mnozstvi [pg/ml] A [pg/ml] A [%]
1 0,23 0,01 4,5
2 0,20 -0,02 9,1
3 0,21 -0,01 -4,5
4 0,22 0 0
5 0,20 -0,02 9,1

Stfedni hodnota: 0,212 pg/ml
Smérodatna odchylka: 0,013 pg/mi

Interval spolehlivosti: 0,212 + 0,009 pg/ml

3.4 Voltametrické stanoveni difenokonazolu

Vzhledem ktomu, Ze soucésti jediného dostupného pripravku v CR obsahujiciho
paklobutrazol - TOPREX se nachazi jako doprovodnd slozka difenokonazol, a to ve
vyznamném mnozstvi, bylo tfeba se nad ramec zadaného diplomového ukolu zaméfFit také na

voltametrickou analyzu této latky.

Studie pH prokazala, Ze DFK lIze svyuzitim diamantové elektrody BDDE oxidovat
v Sirokém rozmezi pH, ato od kyselého prostfedi, po neutralni a také v alkalickém zéakladnim
elektrolytu. Namérené kfivky jsou dokumentovany na obrazcich 17 az 20. Z obrazkd je vidét,
ze v kyselém a neutrdlnim prostiedi se nachazi maxima voltametrickych pik( oxidace
v rozsahu potencialll od 1775 do 1915 mV, pricemz zvySujici se koncentraci analytu se
poloha maxima pik{ posunuje k pozitivnéjsim potencialim. Citlivost odezvy je srovnatelna.
Provadi-li se stanoveni v alkalickém roztoku (viz. Obr. 17), nachazi se piky pfi niZSich
pozitivnich potencidlech (lezi mezi 1500 az 1850 mV) s maximem pfi hodnoté 1675 nebo
1670 podle aktuélniho stavu mérného ¢lanku. Poloha tohoto maxima v zavislosti na zvysujici
se koncentraci analytu se neméni. Vysky pik{ jsou ve srovnani s predeslymi diskutovanymi

analyzami cca 2x vyssi.
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Na zékladé zjisténych skuteCnosti lze konstatovat, Ze experimentalni podminky
doporucené pro stanoveni paklobutrazolu, zejména alkalicky zakladni elektrolyt za

pFitomnosti acetonitrilu, vyhovuji také pro stanoveni doprovodné latky- difenokonazolu.

Obrazek 17: KFivky anodické oxidace difenokonazolu v prostredi 0,07 mol.lI-L NaOH

Jednotlivé kfivky: 0 - odezva zékladniho elektrolytu, 1 az 7 - pridavky
difenokonazolu

Zakladni elektrolyt: 0,07 mol.l-L NaOH a 33 % acetonitril, koncentrace DFK od
1,18 do 8,26 |ig/ml

Parametry stanoveni: pocCatecni potencial 1200 mV, koneCny potencial 2200
mV, rychlost narlistu potencialu 40 mV/s, proudovy rozsah 40 |iA
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Obrézek 18: Krivky anodické oxidace difenokonazolu v 0,07 mol.l-1 fosfatovém pufru o
pH 7,01

Jednotlivé kfivky: 0 - odezva zakladniho elektrolytu, 1 az 7 - pfidavky
difenokonazolu

Zakladni elektrolyt: 0,07 mol.l-L fosfatovy pufr o pH 7,01 a 33 % acetonitril,
koncentrace DFK od 1,18 do 8,26 pg/ml

Parametry stanoveni: pocCateCni potencial 1200 mV, konecny potencial 2200
mV, rychlost narlistu potencialu 40 mV/s, proudovy rozsah 40 pA
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Obrazek 19: KFrivky anodické oxidace difenokonazolu v 0,07 mol.I-L octanovém pufru o
pH 4,66

Jednotlivé kfivky: 0 - odezva zékladniho elektrolytu, 1 az 7 - pridavky
difenokonazolu

Z&kladni elektrolyt: 0,07 mol.I-1 octanovy pufr o pH 4,66 a 33 % acetonitril,
koncentrace DFK od 1,18 do 8,26 pg/ml

Parametry stanoveni: pocCatecni potencidl 1200 mV, konecny potencial 2200
mV, rychlost narlistu potencialu 40 mV/s, proudovy rozsah 40 pA
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Obrazek 20: KFivky anodické oxidace difenokonazolu v prostredi 0,1 mol.I-1 H2SOs

Jednotlivé kfivky: 0 - odezva zékladniho elektrolytu, 1 a7 7 - pridavky
difenokonazolu

Zé&kladni elektrolyt: 0,1 mol.l-LH2SO4a 33 % acetonitril, koncentrace DFK od
1,18 do 8,26 pg/ml

Parametry stanoveni: pocatecni potencial 1200 mV, konecny potencial 2200
mV, rychlost narlistu potencialu 40 mV/s, proudovy rozsah 40 pA
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Kvantitativni stanoveni difenokonazolu bylo testovano v rozsahu koncentraci od 1,18
do 9,44 |ag/ml. Bylo zjisténo, Ze jak ukazuje obr. 21, vysky pik{ linedrné odrdZi stanovované
mnozstvi. Toto potvrdilo i statistické zpracovani programem Nelin, kdy byla vypoctena
rovnice primky ve tvaru | = 0,059¢ - 0,007, kde 1 je v [iIA ac je v ng/ml. Mez stanovitelnosti
je za pouzitych podminek 0,28 |ig/ml a mez detekce 0,08 ~g/ml.
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Obrazek 21: Anodické kFivky voltametrického stanoveni difenokonazolu o koncentraci
od 1,18 do 9,44 ~g/ml

a) plvodni namérené piky, b) piky po odecteni odezvy zakladniho elektrolytu

Jednotlivé kfivky: 0 - odezva zékladniho elektrolytu, 1 az 8 - pridavky
difenokonazolu

Z&kladni elektrolyt: 0,07 mol.I-L NaOH a 33 % acetonitril, koncentrace DFK od
1,18 do 9,44 |ig/ml

Parametry stanoveni: pocCatecni potencidl 1200 mV, konecny potencial 2200
mV, rychlost narlistu potencialu 40 mV/s, proudovy rozsah 40 |iA
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Reprodukovatelnost voltametrické analyzy difenokonazolu byla testovana opakovanym

stanovenim modelového vzorku o koncentraci 1,18 pg/ml. Pfiklad naméfenych kfivek vzorku

a tfi naslednych pridavkd standardu pfFinasi obr. 22. Dosazené vysledky uvadi tabulka 6. Je

vidét, Ze absolutni chyba stanoveni nepresahuje 5,1 %. Vypocteny primér je o 1 % vySSi nez

redlna koncentrace analytu. Dobrou prfesnost metody potvrzuje i smérodatna odchylka o

hodnoté 0,043 pg/ml. Tyto vysledky ukazuji, Ze difenokonazol by nemél zadnym zplisobem

zhorSovat vysledky stanoveni pfi analyze realného vzorku.

Obrazek 22:

Anodické krivky opakovaného stanoveni difenokonazolu o koncentraci
1,18 pg/ml metodou standardniho pridavku

a) plvodni namérené piky, b) piky po odecteni odezvy zékladniho elektrolytu

Jednotlivé kfivky: 0 - odezva zakladniho elektrolytu, 1 - pridavek
modelového vzorku difenokonazolu o koncentraci 1,18 pg/ml, 2 az 4 -
standardni pfidavky difenokonazolu o definované koncentraci

Zakladni elektrolyt: 0,07 mol.lI-L NaOH a 33 % acetonitril, koncentrace DFK
od 1,18 do 4,72 pg/ml

Parametry stanoveni: pocateCni potencial 1200 mV, konecny potencial 2200
mV, rychlost narlistu potencialu 40 mV/s, proudovy rozsah 40 pA
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Tabulka 6: Vysledky opakovaného stanoveni difenokonazolu o koncentraci 1,18 pg/mi
metodou standardniho pFidavku

Cislo méfeni Stanovené mnoZstvi [pg/ml] A [pg/ml] A [%]
1 1,17 -0,01 -0,8
2 1,24 0,06 51
3 1,13 -0,05 4,2
4 1,22 0,04 3,4
5 1,20 0,02 1,7

Stfedni hodnota: 1,192 pg/ml
Smérodatna odchylka: 0,043 pg/ml

Interval spolehlivosti: 1,192 + 0,029 pg/ml

3.5 Analyza modelovych smési paklobutrazolu a difenokonazolu

V dalich experimentech byla studovidna moznost stanoveni obou testovanych latek
vedle sebe. Byly pfipraveny modelové smési o rliznych pomérech. Nasledné analyzy za
doporucenych podminek, které plvodné vyhovovaly jak paklobutrazolu, tak difenokonazolu
ukazaly, Ze lze stanoveni vyhodnotit metodou standardniho pfidavku pro oba dva analyty.
Namérené krivky pro jednotlivé poméry jsou uvedeny na obr. 23 aZz 29. Po analyze vzorku byl
nejdrive pfidavan difenokonazol, po té pak paklobutrazol. Z obrazk( je vidét, Ze pfidavany
DFK odezvu PBZ jen posunuje, nijak vS8ak neméni jeji vySku. Pfidavek PBZ do smési pik
difenokonazolu neovliviiuje. Toto tvrzeni je dokumentovano na obr. 23 v Casti b), kdy byl
odeéten zadznam zéakladniho elektrolytu. Vysledky analyz téchto smési uvadi tabulka 7. Je

vidét, Ze nalezené hodnoty odpovidaji stanovovanym koncentracim.
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Obrazek 23: KFivky anodické oxidace smési difenokonazolu a paklobutrazolu o
koncetraci 2,35 pg/ml DFK a 1,86 pg/ml PBZ

a) plivodni namérené piky, b) piky po odecteni odezvy zékladniho elektrolytu

Jednotlivé kfivky: 0 - odezva zakladniho elektrolytu, 1 - pfidavek
modelového vzorku smési paklobutrazolu a difenokonazolu, 2 a 3 -
standardni pfidavky difenokonazolu, 4 a 5 - standardni pfidavky
paklobutrazolu

Zé&kladni elektrolyt: 0,07 mol.I-LNaOH a 33 % acetonitril, koncentrace DFK
od 2,35 do 7,05 pg/ml, koncentrace PBZ od 1,86 do 5,58 pg/mli

Parametry stanoveni: pocate¢ni potencial 1200 mV, konecny potencial 2200
mV, rychlost narlistu potencialu 40 mV/s, proudovy rozsah 40 pA
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Obrézek 24: KFivky anodické oxidace smési difenokonazolu a paklobutrazolu o
koncetraci 2,35 pg/ml DFK a 3,72 pg/ml PBZ

Jednotlivée kfivky: 0 - odezva zakladniho elektrolytu, 1 - pfidavek
modelového vzorku smési paklobutrazolu a difenokonazolu, 2 a 3 -
standardni pridavky difenokonazolu, 4 a 5 - standardni pfidavky
paklobutrazolu

Zakladni elektrolyt: 0,07 mol.I-LNaOH a 33 % acetonitril, koncentrace DFK
od 2,35 do 7,05 pg/ml, koncentrace PBZ od 3,72 do 7,44 pg/mi

Parametry stanoveni: poCatecni potencial 1200 mV, konecny potencial 2200
mV, rychlost narlistu potencialu 40 mV/s, proudovy rozsah 40 pA
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Obrazek 25: KFivky anodické oxidace smési difenokonazolu a paklobutrazolu o
koncetraci 4,7 pg/ml DFK a 1,86 pg/ml PBZ

Jednotlivé kfivky: 0 - odezva zékladniho elektrolytu, 1 - pfidavek
modelového vzorku smési paklobutrazolu a difenokonazolu, 2 a 3 -
standardni pfidavky difenokonazolu, 4 a 5 - standardni pfidavky
paklobutrazolu

Zakladni elektrolyt: 0,07 mol.I{LNaOH a 33 % acetonitril, koncentrace DFK
od 4,7 do 9,4 pg/ml, koncentrace PBZ od 1,86 do 5,58 pg/ml

Parametry stanoveni: pocate¢ni potencial 1200 mV, konecny potencial 2200
mV, rychlost narlistu potencialu 40 mV/s, proudovy rozsah 40 pA
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Obrazek 26: KFivky anodickeé oxidace smési difenokonazolu a paklobutrazolu o
koncetraci 2,35 pg/ml DFK a 5,58 pg/ml PBZ

Jednotlivé kfivky: 0 - odezva zékladniho elektrolytu, 1 - pfidavek
modelového vzorku smési paklobutrazolu a difenokonazolu, 2 a 3 -
standardni pfidavky difenokonazolu, 4 a 5 - standardni pfidavky
paklobutrazolu

Zakladni elektrolyt: 0,07 mol.I-LNaOH a 33 % acetonitril, koncentrace DFK
od 2,35 do 7,05 pg/ml, koncentrace PBZ od 5,58 do 11,16 pg/mi

Parametry stanoveni: pocateCni potencial 1200 mV, konecny potencial 2200
mV, rychlost narlistu potencialu 40 mV/s, proudovy rozsah 40 pA
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Obrazek 27: Krivky anodické oxidace smési difenokonazolu a paklobutrazolu o
koncetraci 7,06 pg/ml DFK a 1,86 pg/ml PBZ

Jednotlivé kfivky: 0 - odezva zékladniho elektrolytu, 1 - prfidavek
modelového vzorku smeési paklobutrazolu a difenokonazolu, 2 a 3 -
standardni pfidavky difenokonazolu, 4 a 5 - standardni pfidavky
paklobutrazolu

Zakladni elektrolyt: 0,07 mol.I-LNaOH a 33 % acetonitril, koncentrace DFK
od 7,06 do 14,12 pg/ml, koncentrace PBZ od 1,86 do 5,58 pg/mi

Parametry stanoveni: pocate¢ni potencial 1200 mV, konecny potencial 2200
mV, rychlost narlistu potencialu 40 mV/s, proudovy rozsah 40 pA
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Obrazek 28: Krivky anodické oxidace smési difenokonazolu a paklobutrazolu o
koncetraci 2,35 pg/ml DFK a 9,28 pg/ml PBZ

Jednotlivé kfivky: 0 - odezva zékladniho elektrolytu, 1 - pfidavek
modelového vzorku smési paklobutrazolu a difenokonazolu, 2 a 3 -
standardni pfidavky difenokonazolu, 4 a 5 - standardni pfidavky
paklobutrazolu

Zakladni elektrolyt: 0,07 mol.I-LNaOH a 33 % acetonitril, koncentrace DFK
od 2,35 do 7,05 pg/ml, koncentrace PBZ od 9,28 do 14,86 pg/mi

Parametry stanoveni: pocate¢ni potencial 1200 mV, konecny potencial 2200
mV, rychlost narlistu potencialu 40 mV/s, proudovy rozsah 40 pA
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Obrazek 29: Krivky anodické oxidace smési difenokonazolu a paklobutrazolu o
koncetraci 11,76 pg/ml DFK a 1,86 pg/ml PBZ

Jednotlivé kfivky: 0 - odezva zékladniho elektrolytu, 1 - prFidavek
modelového vzorku smeési paklobutrazolu a difenokonazolu, 2 a 3 -
standardni pfidavky difenokonazolu, 4 a 5 - standardni pfidavky
paklobutrazolu

Zé&kladni elektrolyt: 0,07 mol.I-LNaOH a 33 % acetonitril, koncentrace DFK
od 11,76 do 18,82 pg/ml, koncentrace PBZ od 1,86 do 5,58 pg/mli

Parametry stanoveni: pocate¢ni potencial 1200 mV, konecny potencial 2200
mV, rychlost narlistu potencialu 40 mV/s, proudovy rozsah 40 pA
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Tabulka 7: Vysledky analyz smési paklobutrazolu a difenokonazolu o rliznych pomérech

DFC

11,76

Dano pag/ mh

PBZ

Stanovené mnoiZstvi nig/ mh

DFC

10,89

PBZ

DFC

-0,01

-0,39

-0,87

A (pg/mh

PBZ

-0,05

-0,43

DFC

0,4

2,6

22,1

3,4

-5,5

9,4

74

A [%]

PBZ

22,7

-6,2

.54

6,1

43

4.6
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3.6 Analyzy TOPREXu

Na zavér experimentalni prace bylo pfistoupeno k analyze praktického vzorku, kterym
byl pripravek TOPREX.

Pfiprava zasobniho roztoku a podminky analyzy jsou uvedeny v experimentalni Casti
této prace. Analyza byla provadéna tfikrat. Pfiklad naméfenych voltametrickych krivek
odpovidajicich analyze vzorku a naslednych pFidavkd obou standard(l je uveden na obrazku
30. Je zde vidét, Ze zdznam se nijak neliSi od kFivek ziskanych analyzou modelovych Cistych
standardl. V praktickém pFipravku se tedy nenachazi rusiva slozka. Vyhodnocenim bylo

zjisténo, Ze nalezeny obsah obou latek - viz tabulka 8, odpovida deklarovanym hodnotam.

Tabulka 8: Vysledky analyz pFipravku TOPREX

Cislo méreni Stanovené mnoizstvi [g/l] A od deklarované hodnoty [%]
DFC PBZ DFC PBZ

1 240,3 134,7 -3,9 7,8

2 262,2 116,7 4,9 -6,6

3 238,8 117,3 -4.5 -6,2

VypoCtené hodnoty ukazuji, Ze jak v pfipadé paklobutrazolu, tak i v pfipadé
difenokonazolu vypracovana metoda dava spolehlivé vysledky i pfi analyze realného vzorku.
Je vidét Ze stanovené mnozstvi PBZ a DFK se lisi od deklarovanych hodnot, které byly 125
g/l pro paklobutrazol a 250 g/l pro difenakonazol , velmi malo a pfipravek TOPREX tedy
obsahuje to, co ma. V pfipadé PBZ se chyba stanoveni pohybovala od -6,6 do 7,8 % a u DFK
od -4,5 do 4,9 %.
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Obrazek 30: KFivky anodické oxidace pripravku TOPREX

a) plvodni namérené piky, b) piky po odecteni odezvy zékladniho elektrolytu

Jednotlivé kFivky: 0 - odezva zékladniho elektrolytu, 1 - pfidavek vzorku
TOPREXu, 2 a 3 - standardni pfidavky difenokonazolu, 4 a 5 - standardni
pfidavky paklobutrazolu

Zakladni elektrolyt: 0,07 mol.IKL NaOH a 33 % acetonitril, koncentrace
pfidavku DFK od 2,35 do 4,7 ~g/ml, koncentrace pfidavku PKB od 1,86 do
3,72 ng/ml

Parametry stanoveni: pocatecni potencial 1200 mV, konecny potencial 2200
mV, rychlost narlistu potencialu 40 mV/s, proudovy rozsah 40 |iA
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4 Zaveér

Cilem této diplomové prace byl vyvoj voltametrické metody pro stanoveni retardantu
rastu rostlin — paklobutrazolu. Jako indika¢ni elektroda slouzila borem dopovana diamantova
elektroda, metoda mefeni byla diferencni pulzni voltametrie. Na zacatku bylo zji§tovano
nejvhodnéjsi prostredi pro provedeni analyzy, zejména byla hledana vyhovujici koncentrace
acetonitrilu v zdkladnim elektrolytu. Byly vyzkouSeny koncentrace od 20 do 47% acetonitrilu

a pro dalsi analyzu byla zvolena koncentrace 33%.

Dal§im krokem bylo hledani vhodného pH. Pro tento ucel bylo testovano stanoveni
paklobutrazolu v rozsahu koncentraci od 2,23 do 17,84 pg/ml ve ctyfech zakladnich
elektrolytech, a to v0,1 moll® H,SO,, predstavujici kyselé prostiedi, v 0,07 moll"
octanovém pufru o pH 4,66, dale v 0,07 mol.I"! fosfatovém pufru o pH 7,01 a nakonec v 0,07
mol.I" NaOH, ktery reprezentoval alkalické prostiedi. Pii analyze v kyseling sirové a
octanovém pufru dochazelo k zietelnému posunu polohy pikd v zavislosti na zvySujici se
koncentraci, rovnéz zavislost vysky pikd na koncentraci byla nelinearni. Na rozdil od toho
alkalické prostfedi vykazovalo linearni zavislost vysky pikd na koncentraci a minimalni
posun maxim pikd, ktery se rovnal 1970 — 1985 mV. Pro voltametrické stanoveni

paklobutrazolu bylo pak zvolen¢ alkalické prostiedi.

Déle nasledovalo testovani reprodukovatelnosti a spravnosti voltametrického stanoveni
paklobutrazolu za navrzenych podminek. Nejdiive byla oveéfovana linearita zavislosti vysky
pika na koncentraci v rozsahu niz§ich koncentraci, a to od 0,56 az do 4,46ug/ml a od 0,22 do
1,78 ug/ml. Poté bylo provedeno opakované stanoveni modelovych roztokd o tifech
koncentracich, a to 2,23 pg/ml, 0,56 pg/ml a 0,22 pg/ml. Vysledky byly zji§tovany pomoci tii
pridavkd standardu PBZ a statisticky hodnoceny programem Excel. Obdrzené hodnoty
ukdézaly, ze absolutni chyba stanoveni nepfesahovala 9,1 %. Hodnoty smérodatnych odchylek
byly velice uspokojivé a rovnaly se 0,13 pg/ml pro koncentraci 2,23 pg/ml, 0,023 pug/ml pro
0,56 pg/ml a 0,013 pg/ml pro 0,22 ug/ ml.

Vzhledem k tomu, e soudasti jediného dostupného piipravku v CR obsahujiciho
paklobutrazol — TOPREX je jako doprovodna slozka difenokonazol, a to ve vyznamném
mnozstvi, bylo tfeba se nad ramec zadaného diplomového ukolu zaméfit také na
voltametrickou analyzu této latky. Nejdfive byly testovany ruzné zakladni elektrolyty za
ucelem nalezeni nejvhodné€js$i hodnoty pH pro stanoveni difenokonazolu. Stejné jako

v ptipade paklobutrazolu, pro dalsi analyzu bylo vybrano alkalické prostredi, kterym byl 0,07
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mol.I"" NaOH. Kvantitativni stanoveni difenokonazolu bylo testovano v rozsahu koncentraci
od 1,18 do 9,41 pg/ml. Bylo zjisténo, ze vysky pikt linearné odrazi stanovované mnozstvi.
Mez stanovitelnosti je za pouzitych podminek 0,28 pg/ml a mez detekce 0,08 pg/ml. Dale
bylo také provedeno opakovatelné stanoveni modelového vzorku DFK o koncentraci 1,18

ng/ml. Absolutni chyba se rovnala 5,1 % a smérodatna odchylka 0,043 pg/ml.

Dale byly zkoumany analyzy smeési paklobutrazolu a difenokonazolu v riznych
pomérech. Bylo zjisténo, ze za doporuCenych podminek, které puvodné vyhovovaly jak
paklobutrazolu, tak difenokonazolu, Ize stanoveni vyhodnotit metodou standardniho pfidavku
pro oba dva analyty, a to vramci jednoho experimentu. Po tomto zjiSténi bylo mozné
pristoupit k analyze realného vzorku, kterym byl pifipravek TOPREX. Analyza byla
opakovana tfikrat. Jako ptfidavky byly pouzity standardni roztoky PBZ a DFK o koncentraci
34,8 resp. 44,1 mg/ml. Ziskan¢ hodnoty ukazaly, ze stanovené mnozstvi PBZ a DFK se 1isi od

deklarovanych hodnot velmi malo a pripravek TOPREX obsahuje to, co ma.

Na zakladé predlozenych vysledkii lze konstatovat, ze vypracovana metoda dava
spolehlivé vysledky v Sirokém rozmezi koncentraci paklobutrazolu. Je vyuzitelna pii analyze
praktickych vzorkli. Ve srovnani s ostatnimi metodami pouzivanymi na stanoveni PBZ,
diferen¢ni pulzni voltametrie je cenoveé dostupnou, rychlou, jednoduchou a casove

nenaro¢nou metodou.
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