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ANOTACE

Cilem této diplomové prace bylo studium voltametrického chovani fungicidu azoxystrobinu
na rtutovym meniskem modifikované stiibrné pevné amalgamové elektrodé a borem
dopované diamantové elektrodé. Poté byly vyvinuty metody stanoveni analytu, jez byly
otestovany pii analyze modelovych roztoka. Elektroda poskytujici lepsi vysledky byla
na zaveér prace aplikovana rovnéz pii stanoveni azoxystrobinu v redlnych vzorcich vod

a pesticidniho ptipravku.

KLICOVA SLOVA

voltametrie, pesticidy, azoxystrobin, rtutovym meniskem modifikovana stiibrnd pevna

amalgdmova elektroda, borem dopovana diamantova elektroda

ANNOTATION

The aim of this thesis was to study the voltammetric behavior of fungicide azoxystrobine on
mercury meniscus modified silver solid amalgam electrode and boron doped diamond
electrode. Following, methods for analyte determination were developed and tested during
model samples analysis. The electrode providing better results was, at the end of the work,
applied for determination of azoxystrobine in the real samples of water and pesticide

preparation.

KEY WORDS

voltammetry, pesticides, azoxystrobine, mercury meniscus modified silver solid amalgam

electrode, boron doped diamond electrode
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UvoD

Pesticidy jsou chemické latky, které jsou po mnoho let vyuzivany pro likvidaci
rostlinnych, zivoc¢isnych a mikroorganickych sktidcti. Vedle nespornych ptinost, jako je
zamezeni ztrat na kulturnich rostlinach, zasobach potravin a krmiv, mohou mit tyto
latky 1 fadu negativnich dopadli na zivotni prostfedi a mohou byt nebezpecéné pro
necilové organismy. Z tohoto diivodu musi byt jejich obsah monitorovan jak v riznych
slozkédch zivotniho prostfedi, tak v potravinach. Vedle nejcastéji pouzivanych
chromatografickych metod jsou vsoucasné dobé stile vice vyuzivany také
voltametrické techniky, a to pro svou jednoduchost, rychlost, vysokou citlivost
anenarocné pristrojové vybaveni. Pocatky voltametrie, resp. polarografie sahaji
do pocatka 20. stoleti, kdy jeden z nejuznavanéjsich ceskych védct a nositel Nobelovy
ceny Jaroslav Heyrovsky sestavil sviij prvni polarograf spole¢né se rtutovou kapajici
elektrodou. I pfes jedinecné elektrochemické vlastnosti kapalné rtuti, se v moderni
elektrochemii védci snazi nalézt nové elektrodové materidly, které by mohly nahradit
rtut’ a eliminovat tak problémy spojené s jejimi negativnimi dopady na Zzivotni

a pracovni prostiedi.

Nejcastéjsi zminovanou alternativou je rtufovym meniskem modifikovana stibrna
pevna amalgdmova elektroda (m-AgSAE), kterd ma téméf totozné elektrochemické
vlastnosti jako rtutova elektroda, pouze v otdzce obnovitelnosti a tedy i opakovatelnosti
povrchu ji nemize konkurovat. DalSim hojné vyuzivanym elektrodovym materidlem
soucasnosti je borem dopovana diamantova elektroda (BDDE), kterd diky Sirokému
potencidlovému oknu umoziiuje studium anodickych i katodickych dé&jti. Pravée tyto dveé
elektrody byly pouzity vradmci této diplomové prace pro analyzu fungicidniho
pfipravku azoxystrobinu, ktery se vyuziva k ochrané¢ proti houbovym chorobam
zeleniny a okrasnych rostlin. Doposud byla voltametricka analyza azoxystrobinu

provedena pouze na visici rtutové kapkové elektrodé.

Cilem prace bylo studium elektrochemického chovani azoxystrobinu a vyvoj

voltametrické metody jeho stanoveni s vyuzitim m-AgSAE a BDDE.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Voltametrie

Kofteny elektrochemie sahaji az do starovéké Mezopotamie a Egypta, kde zdejsi
védci ovladali galvanické procesy. Galvanické monocely z roku 150 pf. n. 1., objevené
v Irdku, mély podobu hlinéné nadoby s zeleznym dratkem, ktery byl izolovan

od médéného valce pomoci asfaltu [1].

Pokroky v elektrochemii, o které se zaslouzili védci jako Medelejev, Ostwald,
Arrhenius, Kohlrausch, Kirchhoff, Planck, Nernst, Helmholtz nebo Faraday, vSak
pfineslo az 19. stoleti [2]. Inspiraci pro n¢ byly napiiklad Voltovy publikace, které
vedly k obrovské vIné vyzkumid raznych elektrodovych materiala, elektrolytt
a mechanickych konstrukci [3]. Na pocatku 20. stoleti byly popsany elementarni
Castice, vzajemné interakce iontd, rozliSeny slabé a silné elektrolyty podle stupné

disociace, byla objasnéna kinetika elektrochemie [4].

V ceskych zemich méla vyznam zejména polarografie, kterou objevil fyzikalni
chemik, profesor Karlovy univerzity Jaroslav Heyrovsky uz v roce 1922 [5]. V tomto
roce zaznamenal prvni kiivku proudového napéti pro roztok NaOH avroce 1925
postavil se svym spolupracovnikem Masuro Shikatou prvni automaticky polarograf.
Na kapajici rtutovou elektrodu (DME), znazornénou na Obr. 1, bylo piivadéno
konstantni napéti [2]. Za své objevy byl Jaroslav Heyrovsky vroce 1959 ocenén

Nobelovou cenou [6].

Na vysoké Skole chemicko-technologické v Pardubicich, v soucasné dobé
Univerzité Pardubice, se elektrochemii béhem 60. let minulého stoleti zabyval zejména
A. Tockstein, ktery spolecn¢ s dalSimi védci pracoval na fadé studii, napf:
o polarografickém stanoveni styrenu v epoxidovych pryskyficich, o oxidaci tylylové
modfi, o pribchu oxidace derivati sulfonilové kyseliny apod. Tockstein také zahajil
vyzkum reakéni kinetiky redoxnich systémii. Profesor Vytras se od 70. let vénoval
vyuziti iontoveé selektivnich elektrod v elektrochemii [6]. V soucCasnosti ma
elektrochemie na Univerzit¢ Pardubice stale své zdzemi. Vyzkum je zaméten naptiklad
na vyvoj a testovani uhlikovych pastovych [7, 8] nebo bismutovych elektrod [9, 10].
Probihaji zde také studie zaméiené na tisténé elektrody a vyvoj biosenzori napf.

na stanoveni biogennich marker ovularnich karcinomt [11]. Déle zdejsi védci vyvijeji
15



ruzné elektrochemické metody pro stanoveni vyznamnych biologicky aktivnich latek

S———

Obr. 1: Schéma obvodu pro polarografické méreni dle Heyrovského [2]

a kontaminantli Zivotniho prostredi.

1.1.1 Uvod do polarografie a voltametrie

Polarografie a voltametrie jsou elektrochemické techniky, pfi kterych se méfi
prumérny proud prochdzejici ¢lankem v zavislosti na vlozeném potencialu z vnéjSiho
zdroje. Vysledny proud prochazejici elektrodou je umérny koncentraci ptitomné latky,
kterd podléha oxidaci nebo redukci [12]. Rozdilem mezi polarografii a voltametrii je typ
vyuzivanych elektrod. Zatimco pfi polarografii se pouzivaji rtutové kapajici elektrody,
jejichz povrch je snadno obnovitelny, ve voltametrii se pouzivaji stacionarni elektrody,
napft. rtut'ové s visici kapkou nebo tuhé. Aby byla reprodukovatelnost méfeni ptijatelna
a bylo dosazeno staciondrnich elektrickych proudi, povrch elektrod se musi regenerovat

a elektrolyt, ve kterém jsou ponoifené, michat [13].

1.1.1.1 Zakladni zapojeni voltametrického clanku

V elektrochemii se pouzivaji dva druhy ¢lankd, a to elektrolyticky a galvanicky.
U elektrolytického c¢lanku se aplikuje vétsi napéti vnéjSiho zdroje, nez je napéti
v rovnovazném stavu. Na kladné elektrod¢ zacne probihat oxidace, na zaporné elektrodé
redukce diky vzniklym elektrontim. U galvanického ¢lanku je vloZené napéti mensi nez

nap¢ti rovnovazné a vnéjSim obvodem prochdzi proud. Latka se oxiduje na zdporné
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elektrodé a uvolnéné elektrony putuji ke kladné, kde dochazi k redukcei. Oxidace analyta

probihé vzdy na anodé a redukce naopak na katodé [14].

Voltametricky c¢lanek muaze byt pouzivan ve dvouelektrodovém (Obr. 2A)
nebo v tiielektrodovém (Obr. 2B) systému zapojeni. Pracovni polarizovatelnou
elektrodou muze byt nejcastéji rtutova kapajici nebo rtutova visici kapkova elektroda,
kovové elektrody (napt. Pt, Au, Ag) nebo rizné varianty uhlikovych -elektrod.
Referentni nepolarizovatelnou elektrodou jsou obvykle elektrody druhého druhu
(kalomelové nebo argentchloridovd) a jejich potencial se pfi priichodu proudu neméni
[13]. U tiielektrodového usporadani je soucasti clanku pomocna elektroda (napf.
platinovy drat, platinovy pliSek). Proud, ktery se méfi galvanometrem, teCe mezi
pracovni a pomocnou elektrodou. Potencial pracovni elektrody se méfi voltmetrem
v bezproudém stavu mezi pracovni a referentni elektrodou. Pomocné elektrody jsou
témér nepolarizovatelné diky jejich velkému povrchu [15]. VSechny elektrody jsou
ponoiené v nadobce s elektrolytem, ktery zajiStuje vodivost prostfedi. Jednd se
nejcastéji o roztok iontl, ktery obsahuje pouze latky oxidujici se nebo redukujici se az

pii vysokych hodnotach potencial pracovni elektrody [14].

A =1: =

e BT E‘-,J ' pL - ~-U
Il R MR [
I"| [ gl ; | ]J‘ |
[ :[ 2 S_J s

F—

L

Obr. 2: Zakladni zapojeni voltametrického clanku v dvouelektrodovém (24) a trielektrodovém (2B)
systemu zapojeni: G — galvanometr, V — voltmetr, U — zdroj stejnosmerného napéti, 1 — referentni

elektroda, 2 — pracovni elektroda, 3 — pomocna elektroda [13]

1.1.1.2 Polarizace a depolarizace elektrody

Polarizace je stav, kdy elektrody nabyvaji odliSnych hodnot potencidlti diky
proudu, ktery prochazi clankem. Elektrody, které podléhaji polarizaci, se nazyvaji
polarizovatelné. Potencial nepolarizovatelnych elektrod zavisi na prochéazejicim proudu
velmi malo. Analyty pfidavané do elektrolytu snizuji polarizaci elektrody, zptsobuji jeji
depolarizaci a nazyvaji se depolarizatory [12].
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V zékladnim elektrolytu by méla byt elektroda v Siroké oblasti potencialt
zpolarizovand a mél by ji protékat pouze maly nabijeci proud. Oblast potencialli
vyuzitelnd pro voltametrické méfeni analyti je déna vybcérem latek obsazenych
v elektrolytu a materidlem pouzité elektrody. Po piidani depolarizatoru do elektrolytu
dochazi pti dosazeni urcitého potencidlu k oxidaci nebo redukci latky. To zpiisobi
depolarizaci elektrody a elektrodou zacne téct katodicky nebo anodicky proud [15].
Samotny elektrodovy proces se skladd ze tfi zakladnich dé&ji, a to ztransportu
depolarizatoru k povrchu elektrody, vlastni elektrodové reakce a transportu vzniklych
produktti reakce od elektrody [14]. K transportu depolarizatoru k elektrodé ptispivaji
konvekce — pohyb roztoku, difuze — z mist o vyssi koncentraci do mist o nizsi

koncentraci a migrace nabitych Castic [16].

Polariza¢ni a depolarizacni procesy pracovni elektrody lze popsat rovnici (1),
kde U, je vlozené napéti, P je polariza¢ni napéti, R elektricky odpor obvodu, / méfeny
proud. Koncentracni polarizace odpovida rozdilu P-U, ohmicka polarizace odpovida

hodnoté I xR.

(1

Hodnota /xR je pii velkych koncentracich zakladniho -elektrolytu zanedbatelna
a hodnota polarizace P se rovna hodnoté vloZzeného napéti U,, coZ se projevi jako
zména potencidlu polarizovatelné elektrody. Vysledkem je rovnice (2), kde E, je

potencial anody a Ex je potencialem katody [13].

U=E;— Ex )

1.1.1.3 Polarizacni ki'ivka

Zavislost mezi proudem a napétim je graficky vyjadiena pomoci polarizacni
kiivky (Obr. 3). Je-li latka v roztoku v oxidované i redukované formé a jejich ptlvinovy
potencial je totozny, vysledkem je anodicko-katodicka kiivka vratného (reversibilniho)
elektrodového déje a potencial polarizacni kiivky odpovida rovnici (3), kde E je
potencial v misté kiivky, ve kterém protéka proud /. Ey5 je pulvlnovy potencidl, R, je
plynova konstanta, 7 je absolutni teplota, F' je Faradayova konstanta, n je pocet
pfedanych elektront, /jx je katodicky limitni difuzni proud a I, je anodicky limitni

difusni proud [17].
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Obr. 3: Polarizacni kiivka: 1 — anodicko-katodicka, 2 — katodicka, 3 — anodicka [14]

Katodicka kiivka vznikd, je-li v elektrolytu pfitomna oxidovana forma latky,
ktera podléha redukci, jejiz odpovidajici proudova odezva je zaznamenana. U anodické
kiivky je vroztoku pritomna latka, jiz lze oxidovat a zaznamenavaji se piisluSné
oxidacni proudové signaly. Potencidly katodické, resp. anodické kiivky odpovidaji
rovnicim (4) a (5) [14].

RgT 1

E = E1/2 - E nll_k—l (4)
E=Ey,-Lm=2 (5)

Pilvlnovy potencial je velmi dilezitou veli¢inou charakterizujici kazdou
elektroaktivni latku. Jak je ziejmé z Obr. 3, velikost proudu pii tomto potencidlu
dosahuje poloviny limitniho difuzniho proudu. Jedna se o kvalitativni udaj a jeho
hodnoty mohou slouzit k posouzeni reverzibility elektrodového d&je. Limitni difuzni
proud udéva vysku polarografick¢ viny. Je tedy umérny koncentraci piitomného

depolarizétoru a je dllezity pro kvantitativni analyzu [13].

Jak jiz bylo uvedeno vyse, méfenym signalem ve voltametrii, resp. polarografii

je proud. Vysledny proud je dan souctem jednotlivych druhd proudd, které se lisi

vvvvvv
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vznikd v disledku vymény elektroni mezi pracovni elektrodou a analytem. Pfenos
depolarizatoru k povrchu elektrody je fizen difuzi, ktera je dana vyrovnanim
koncentra¢nich zmén u povrchu elektrody. Difuze je nejpomalejsim déjem a proto
urCuje velikost limitniho proudu. Limitniho difuzniho proudu se dosédhne tehdy, kdyz
difuze Castic dosahne maximalni rychlosti a proud jiz dale neroste. Tato rychlost je
umérna koncentraci reagujici latky v roztoku a proto i limitni difuzni proud je imérny
koncentraci [17]. Pro DME plati, Ze proud méteny v ur¢itém okamziku ristu rtutové

kapky 1ze vyjadtit pomoci Ilkovi¢kovy rovnice (6):
1=0732-n-F-DY2-m?/3.t1/6(c - c0), (6)

kde n je pocet elektroni, F je Faradayova konstanta, D je difuzni koeficient
depolarizatoru, m je pritokova rychlost, ¢ je doba kapky, ¢ je koncentrace v roztoku, ¢’

koncentrace u povrchu elektrody a / je vysledny proud [12, 13, 17].

Kapacitni neboli nabijeci proud je nutny k nabiti elektrické dvojvrstvy
vznikajici pii polarizaci elektrody na fazovém rozhrani elektroda/roztok a vyskytuje se
1 v zakladnim elektrolytu bez pfitomnosti depolarizatoru [17]. Velikost kapacitniho
proudu je zavisld napf. na materidlu a povrchu pouzité elektrody, potencialu, slozeni
roztoku apod. Pfi nizkych koncentracich analytu omezuje kapacitni proud moznosti
klasickych polarografickych a voltametrickych metod a je vhodné ho eliminovat napf.
pouzitim elektronicky fizené statické rtutové kapkové elektrody nebo aplikaci

nestaciondrnich pulsnich technik [12].

Dalsi jsou proudy kineticke, které jsou uréeny rychlosti vzniku depolarizatoru ¢i
ubytku produktu elektrodové reakce chemickou reakci, ktera probiha v okoli elektrody.
Rychlost této reakce urcuje velikost proudu. Katalytické proudy vznikaji v ptitomnosti
latek, které zpisobuji posun potencidlu vylucovani vodiku smérem k pozitivnéjSim
potencidlim, coz vede ke vzniku katalytické viny vodiku. Katalyticky proud je vzdy
vys$$i, nez by odpovidalo difuznimu proudu katalyzatoru [12]. Adsorpcni proudy
vznikaji v disledku adsorpce depolarizatoru na povrchu elektrody. Na polarizaéni
kiivce lze pozorovat oddéleny signal u pozitivnéjSich nebo negativnéjSich potencidlti
oproti difuznimu proudu. Vrstva adsorbované latky casto brani elektrodové reakci
aproto je potieba ji desorbovat. Migracni proud vznikd migraci iontd v disledku

nedostate¢né koncentrace zakladniho elektrolytu [17].
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1.1.2 Voltametrické metody

V priibéhu let se z klasické polarografie vyvinula fada metod, které se lisi
zejména pribéhem potencialu, jenz je vkladan na pracovni elektrodu. V nasledujicich

kapitolach bude popsan princip téch nejcastéji pouzivanych.

1.1.2.1 Stejnosmérna voltametrie

Pii stejnosmérné voltametrii (DCV, Direct Current Voltammetry) je na pracovni
elektrodu vklddano pouze napéti s asem linearné rostouci nebo klesajici. Metodu 1ze
povazovat za stacionarni pii konstantnim potencialu diky dostate¢n¢ malé rychlosti
zmény potencidlu ve srovnani s rychlosti ustavovani rovnovahy u elektrody [12].
Vyslednd I E kiivka ma tvar vlny. Polarografickd vina DME je charakteristicka
oscilacemi zptisobenymi odkapavanim rtutové kapky, které mohou pisobit problémy
pfi vyhodnocovéani vysledkii. Ty je mozné eliminovat pouzitim metody TAST
polarografie, kdy je proud méten jen kratkou dobu tésné pied odkapnutim kapky a drzi
se v paméti po vétSinu doby Zivota nasledujici kapky. U DCV pfi praci se stacionarnimi
elektrodami tyto oscilace spojené se zménou velikosti povrchu elektrody v prubéhu
métfeni pozorovany nejsou. Kvalitativnim tdajem je hodnota E;, a kvantitativnim
hodnota limitniho difuzniho proudu /. DCV umoziuje dosazeni limitu detekce
10° mol 1" a rozlisit analyty, mezi nimiz je rozdil pilvinového potencialu

AEy»>200 mV [15].

1.1.2.2 Cyklicka voltametrie

Cyklické voltametrie (CV) je metoda, pii které se na elektrodu vklada potencial
trojuhelnikového tvaru (Obr. 4A). Takto vkladany potencial zptisobuje nejdiive redukei,
pak oxidaci analytu, nebo naopak a vznika katodicko-anodicka kiivka [14]. Polariza¢ni
kfivky maji tvar piku (Obr. 4B), jehoZ proud zavisi na rychlosti ¢asové zmény
potencidlu. Hlavnim vyznamem této metody je mozZnost posouzeni mechanismu
elektrodovych reakci podle priabéhu katodickych a anodickych kiivek. Prikladem muze
byt posuzovani reverzibility reakci. Rozdil potenciali anodického a katodického piku
(Epa—Epx) u reverzibilnich reakci se rovna 0,059/n, kde n je pocet vyménénych
elektrontl, podil proudii anodického a katodického piku 7./I,x = 1. Pro ireverzibilni
reakce plati, ze rozdil potencialti anodického a katodického piku zavisi na rychlosti

polarizace dE/dt. U d&ja kontrolovanych difuzi plati pfimd timéra mezi vyskou piku
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a odmocninou z rychlosti polarizace. U dé&ji fizenych adsorpci je vyska piku piimo

umérna rychlosti polarizace [12].
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Obr. 4: Pribeh potencialu vkladaného na elektrodu (A) a proudova odezva CV (B) [18]

1.1.2.3 Diferencni pulzni voltametrie

Pii diferen¢ni pulzni voltametrii (DPV) se linearné rostouci nebo klesajici napéti
vkladané mezi polarizovatelnou a srovnavaci elektrodu pieklada obdélnikovymi pulzy
o konstantni amplitudé fadové desitek mV a dobé trvani desitek ms. Proud je méfen
vzdy pied zacatkem a na konci kazdého pulzu. Rozdil mezi témito proudy Al se vynasi
v zavislosti na vkladaném napéti, coz je ztetelné z Obr. 5 [19]. Vysledny proudovy
signal ma tvar piku, jehoZ polohu (E,) lze vyuzit pro kvalitativni analyzu, vySka piku
(f,) je tmeérnd koncentraci analytu. Limit detekce se obvykle pohybuje kolem

107 mol 1" a Ize rozlisit latky s rozdilem pullvlnovych potenciali AE;, > 50 mV [15].
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Obr. 5: Priibeh potencialu vkladaného na pracovni elektrodu (A), vysledna voltametricka krivka (B) [15]
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1.1.2.4 Rozpoustéci voltametrie

Na rozdil od piedeslych metod, je rozpoustéci voltametrie charakteristicka
stanovenim elektroaktivnich slozek pfi jejich rozpousSténi. Nejdiive se pii
elektrolytickém nahromadéni vylucuje analyt na elektrodé, a to za stalého
a intenzivniho michdni. Po vypnuti michani a ustdleni roztoku zahdjenim linearni
zmény potencidlu dochazi k elektrolytickému rozpousténi nahromadénych produkta

elektrolyzy a zaznamenava se rozpoustéci proudovy signal [19].

Rozpoustéci voltametrie ma tfi zdkladni varianty. Prvni variantou je anodicka
(ASV) nebo katodickd (CSV) rozpoustéci voltametrie, ktera se nejcastéji vyuziva pii
stanoveni kationtdi kovii. Pii ASV se kation kovu, M*", katodicky vylucuje ve formé
kovu, M’. Vylougeny kov tvofici amalgam se rtutovou elektrodou nebo film na
elektrodovém povrchu se poté anodicky rozpousti zpét do roztoku. U CSV je
stanovovany ion kovu anodicky ptfeveden pii elektrolyze do vyssiho oxidacniho stavu,
tvofictho s nékterou slozkou roztoku nerozpustnou slouceninu, kterd je katodicky
rozpusténa zpét do roztoku. Dal$i moznosti je adsorpéni rozpoustéci voltametrie
(AdSV), pti které se analyt hromadi na povrchu elektrody adsorpci. Elektrochemicky
aktivni latky se poté stanovi z vySek pikd pfi jejich oxidaci nebo redukcei
v adsorbovaném stavu. V neposledni fadé¢ je mozné vyuzit tzv. galvanostatickou
rozpoustéci analyzu, pti které se vyloucend latka rozpousti konstantnim proudem,
a potenciometrickou rozpoustéci analyzu, pii které k rozpousténi dochazi chemickou
reakei [12]. Mez stanovitelnosti téchto technik se v optimalnich ptipadech pohybuje

kolem 10" mol I [13].

1.1.3 Pracovni elektrody ve voltametrii/polarografii

Hlavni soucasti elektrochemického ¢lanku je pracovni, resp. indikacni elektroda.
Jeji vybér vychazi vzdy zejména z typu analyzované latky a sledované redoxni reakce,
protoZze jednotlivé pracovni elektrody se li§i vyuzitelnym potencidlovym rozsahem.
Dulezité je rovnéz uspotadani analyz, kdy ne vSechny elektrody jsou vhodné pro méteni

v pritoku nebo v terénnich analyzatorech. Roli hraje rovnéz tvar a velikost elektrody.

1.1.3.1 Rtutové pracovni elektrody
Rtut’ je tézky kov, ktery se od pocatkli polarografie pouziva jako elektrodovy
materidl a diky svému kapalnému skupenstvi ma specifické vlastnosti. Méfeni probiha

23



na rtut'ové kapce, ktera je pribézné obnovovana odkapavanim a tvorbou nove, coz vede
k minimalizaci problému s pasivaci elektrody, které je obvykle nutné feSit pii praci
s pevnymi elektrodami. Povrch kapky je dokonale hladky a velmi dobfe
reprodukovatelny. Vzhledem ke skupenstvi rtuti navic odpovidd geometricky povrch
kapky skute¢nému. Rtutové elektrody umoznuji méfeni pfi vysokych negativnich
potencidlech diky vysokému prepéti vodiku. Vykazuji tedy Siroky vyuZitelny katodicky
potencidlovy rozsah. Dalsi vyhodou je schopnost jinych kovl rozpustit se ve rtuti za

vzniku amalgédmu, a tedy moznost vyuziti rozpoustécich technik [20].

v

Rtutové elektrody maji rovnéz nevyhody, mezi nimiz nejvyznamnéjsi je toxicita
rtuti, resp. jejich par a organokovovych sloucenin. V souvislosti stim roste tlak
na omezeni pouzivani rtuti jak ve spolecnosti obecné, tak i v elektroanalytické praxi.
Byla zavedena fada opatieni a v platnost vesly ptedpisy, jez vyuzivani rtuti koriguji [21,
22]. Co se tyce elektrochemickych vlastnosti, hlavni nevyhodou téchto elektrod je
oxidace rtuti pifi pomérné¢ nizkych potencidlech, tedy omezeny vyuzitelny rozsah
elektrody v pozitivnich potencidlech, coz vede k velmi Spatné vyuzitelnosti pfi
sledovani oxida¢nich reakci. Rtutové kapkové elektrody navic nejsou mechanicky

odolné a nelze je pouzit pti méteni v pritokovych systémech [23].

V minulosti se pouzivala zejména DME, ale v soucasné¢ dob¢ se jiz pouzivaji
spiSe elektrody s men$i spotifebou rtuti, napf.: statickd rtutovd kapkové elektroda
(SMDE), visici rtutova kapkova elektroda (HMDE) a rtut'ové filmové elektrody (MFE)
[20].

e DME je tvorena sklenénou kapilarou, ktera je spojena plastovou hadici se
zasobnikem naplnénym rtuti. Rtut pravideln¢ odkapava od usti kapilary
vintervalech 2-5 s. Tato elektroda je vyuzitelnd v rozsahu potenciali od
+0,4 V do —2,6 V (vs. SCE) [12]. Vyhodou DME je zejména pravidelna obnova
elektrodového povrchu odkapavanim kapky v pribéhu méfeni, coz vede
k potlaceni pasivace elektrodového povrchu. Nevyhodou muize byt zavislost
elektrody na Case, nestabilita pritoku rtuti na pocatku vzniku kapky a velka
spotieba rtuti [24].

o Cast&ji pouzivana SMDE je doplnéna o solenoid s pohyblivym jadrem a vratnou
pruzinou, ktera uzavird kapildru. Po uvolnéni uzévéru vtéka do kapilary rtut
a vznika kapka, jejiz velikost zavisi na dobé¢ otevieni kapilary. Rtutovéa kapka
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muze byt v pravidelnych intervalech obménovana a jeji povrch zistava
konstantni. SMDE muze byt vyuZivana, jako DME, ovSem s pravidelné
regulovanou velikosti kapky, nebo jako HMDE [12].

e Dalsi variantou rtutovych elektrod je HMDE, jejiz povrch neni v priabéhu
méfeni obnovovan a celd analyza je provedena na jedné visici rtutové kapce.
K odkapnuti kapky dochéazi mezi jednotlivymi méfenimi a kazda dalsi analyza
tak probihda na novém, Ccistém povrchu. Tato elektroda je doplnéna
o elektronicky fizené klepatko, které mechanicky odtrhava starou kapku pied
vytvofenim kapky nové. Jeji vyhodou je mensi spotfeba rtuti a mensi nabijeci
proud, naopak nevyhodou vyssi riziko pasivace elektrody [20].

e MFE se pripravuje elektrolytickym vylucovanim rtuti zroztoku jejich soli
na povrchu tuhé elektrody, kde rtut’ vytvaii soubor mikroskopickych kapicek.
Povrch této elektrody nelze snadno obnovovat, ale stanoveni jsou diky
nepatrnému objemu rtuti citlivéjsi nez u HMDE, ¢ehoz lze vyuzit predev§im

v rozpoustéci voltametrii [12].

1.1.3.2 Pevné pracovni elektrody.

Pevné elektrody se obvykle skladaji z elektrodového materialu valcovitého tvaru
a zizola¢niho materiadlu, jako je napiiklad teflon. Jejich velkou vyhodou je, ze Ize
pripravit elektrody rtznych tvart a velikosti podle aktualni potfeby. Jejich povrch je
nehomogenni, v pribéhu analyzy se neobnovuje a mohou se na ném adsorbovat latky
zroztoku ¢i latky vznikajici elektrodovymi reakcemi [12]. Dilezitym faktorem pfi
pouziti pevnych elektrod je tedy stav jejich povrchu. Pro dosazeni reprodukovatelnych
vysledkii obvykle vyzaduji piedbézné upravy jako je mechanické leSténi,
elektrochemické aktivace ¢i regenerace nebo pouziti riznych chemickych a tepelnych
procesi pred kazdou analyzou. I pfes komplikace spojené s obnovovanim povrchu
pevnych pracovnich elektrod, maji zietelné vyhody oproti elektrodam na bazi rtuti.
Obecné¢ jsou mechanicky stabiln€jsi, maji nizs$i elektricky odpor a vétsi rozsah
anodického potencidlu, coz umoziiuje studium oxidace mnoha organickych molekul.
Mohou byt pouzity jak v klidu, tak v proudicich roztocich [20]. Za ucelem zvySeni
selektivity stanoveni lze pevné elektrody modifikovat navazanim riznych latek, napft.
ménice iontl, redoxni mediatory, na jejich povrch. Dale je Ize pouzit jako detektory
v separacnich metodach nebo ve form¢é mikroelektrod k stanovovani latek
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v biologickych matricich nebo zivych organismech. Mezi nej¢astéjsi materidly pevnych

elektrod patii kovy, jako je platina nebo zlato, a rizné modifikace uhliku [12].

V soucasné dob¢ jsou pro elektroanalytickou chemii vyvijeny neustdle nové
elektrodové materialy a jejich modifikace. Vysledkem by méla byt elektroda se Sirokym
potencialovym oknem a malym Sumem, pouzitelna v riznych rozpoustédlech, odolna
vuci pasivaci, s moznosti elektrochemické regenerace povrchu a minimalni toxicitou
materidlu [25]. Vedle klasickych uhlikovych elektrod (elektroda ze skelného uhliku
(GCE), grafitova elektroda apod.) byly vyvinuty napf. uhlikové pastové elektrody
(CPE), kde je material elektrody tvofen pastou ze smési uhliku a pastovaci kapaliny
[26]. Jejich vyhodou je snadné obnoveni povrchu setfenim pouzité vrstvy pasty
a vytlatenim nové pomoci pistu [27]. S tim jsou ale spojeny 1 nevyhody, které spocivaji
v kratké Zivotnosti povrchu, hor$i opakovatelnosti vysledkii a nizké mechanické
stabilité¢ [28]. Kompozitni elektrody, které jsou tvotreny smési izolatoru a vodice, nasly
uplatnéni pfedevsim v anodické rozpoustéci voltametrii pfi analyze kovia [29]. Do této
skupiny elektrod patii naptiklad stiibrné kompozitni elektrody [30], nebo kompozitni
uhlikové elektrody, které vznikaji po smiseni polymeru, rozpoustédla a uhliku [31].
Dalsi moznosti jsou sitotiskové uhlikové elektrody na jedno pouziti. Diky malym
rozmérim je lze pouzit jako pfenosna méfici zatizeni, ktera nemaji problémy s pasivaci.
Nevyhodou je nutnost kalibrace a likvidace pouzitého materidlu [32]. Alternativou ke
rtutovym elektroddm jsou bismutové elektrody. Dnes nejéastéji vyuzivana je bismutova
filmova elektroda (BiFE), kterda se pfipravuje elektrolyticky vylou¢enim tenkého
povlaku bismutu na povrchu pevné elektrody [33]. Tento elektrodovy material je
vyuzivan pii sledovani katodickych dé&ji, zejména pii stanoveni kovli pomoci
rozpoustécich technik [34] a také v oblasti analyzy organickych latek jako jsou 1éCiva a

pesticidy [35].

1.1.3.3 Pevné amalgamové elektrody

V literatufe nejcastéji zminovanou alternativou ke rtutovym elektrodam, jez jsou
v elektroanalytické chemii postupné nahrazovany z divodu toxicity elektrodového
materidlu, jsou amalgdmové pracovni elektrody. V minulosti byly popsany napf.
kapajici amalgamové elektrody [36] jako alternativa k DME nebo filmové amalgdmové
elektrody [37, 38, 39]. V soucasnosti jsou nejrozsifenéjsi variantou pevné amalgamové

elektrody (MeSAE), které vynikaji jednoduchym uspofadanim, mechanickou odolnosti
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a stabilitou. V roce 2000 byla poprvé pfedstavena stiibrna pevna amalgamova elektroda
(AgSAE) autory Novotnym a Yosypchukem [40] a dentalni amalgamova elektroda
(DAE) kolektivem autord Mikkelsen a spol. [41]. Nasledujici text se bude tykat
zejména varianty MeSAE, protoze AgSAE byla vyuzivana v ramci této diplomové

prace.

Jednou znejvétsich vyhod MeSAE je jejich podobnost se rtutovymi
elektrodami, coz jim zajiStuje srovnatelné potencidlové okno v katodické oblasti diky
vysokému prepéti vodiku. Stejné jako rtutové elektrody nejsou vhodné pro sledovéani
oxidacnich procesi, protoze jiz pfi nizkych pozitivnich potencidlech dochazi k oxidaci
elektrodového materidlu a k jeho rozpousténi [42]. Povrch MeSAE je nachylny
k pasivaci a mlze byt ovlivnén pfedchozimi métfenimi, proto je tieba vénovat velkou
pozornost regeneraci jejich povrchu. Vyhodou je, Ze obvykle postaci zafazeni vhodného
elektrochemického kroku a neni tfeba elektrodu lestit. Ve srovnani se rtutovymi
elektrodami maji tyto elektrody také horSi opakovatelnost povrchu i méteni [43].

MeSAE lze rozdélit podle zékladnich vlastnosti do dvou hlavnich skupin:

- amalgam, ktery je tvofen kovem elektrochemicky mén¢ aktivnim, nez je rtut
(Au, Ag, Ir) a jeho elektrochemické vlastnosti jsou ji velmi blizké;

- amalgam, ktery je tvoien kovem elektrochemicky vice aktivnim, nez je rtut’
(Bi, Cd, Cu) a pfi analyze se vyuZivaji specifické interakce analytu s timto

kovem [43].

V priibéhu poslednich 18 let byly zavedeny dalsi typy elektrod zalozenych

na pevném amalgamu, jako jsou:

- pastova amalgdmova elektroda:
o pastové amalgamové elektrody s pastovaci kapalinou (MeSA-PE);
o pastové amalgamové elektrody bez pastovaci kapaliny (MeA-PE)
tvofené pouze kapalnym amalgamem [44];
- kompozitni amalgadmova elektroda (MeSA-CE) tvofend z praSku amalgamu
(vodi€) a tuhého polymeru (izolator) [42];
- krystalova stfibrnd amalgamova elektroda (CagAE) tvofend jednim

krystalem amalgamu [45].
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Dnes jiz klasickou a nejcastéji pouzivanou variantou amalgamovych elektrod je

MeSAE a konkrétné AgSAE. Povrch této elektrody miiZze mit riiznou formu:

- lesténa (p-AgSAE) — jeji povrch je pevny a neobsahuje kapalnou rtut’;

- rtutovym filmem modifikovand (MF-AgSAE) — na jejim povrchu je
elektrochemicky vyloucen film rtuti z roztoku rtutnatych soli;

- rtutovym meniskem modifikovand (m-AgSAE) — povrch pokryt rtutovym

meniskem [40].

Dtvodem modifikaci povrchu je zvySeni citlivosti a pfibliZzeni vlastnosti
elektrodam rtutovym. Lesténi povrchu p-AgSAE se provadi pomoci aluminy zpravidla
jednou tydné. Rtutovy meniskus se tvofi ponofenim p-AgSAE do lahvicky s kapalnou
rtuti a rtutovy film se vylucuje elektrolyticky z roztoku HgCl,. Poté nésleduje aktivace
elektrody za ucelem odstranéni adsorbovanych latek z povrchu elektrody a zvySeni
citlivosti a opakovatelnosti analyz. Probiha v roztoku KCI (0,2 mol I"") p¥i potencialu
—2200 mV po dobu 300 s [46]. Regenerace probihd pied kazdym méfenim piimo
v analyzovaném roztoku. Existuji dva bézn¢ pouZzivané postupy. Bud se vklada
na nekolik desitek sekund negativni potencial (o 50-100 mV pozitivnéjsi, nez je rozklad
zakladniho elektrolytu nebo vyluovani vodiku) nebo potencidlové cykly, kdy je

potencial ménén opakované skokove z negativnich hodnot na pozitivné;jsi [40].

Obrovskou vyhodou AgSAE je jeji univerzalnost. m-AgSAE byla v minulosti
pouzita v oblasti analyzy anorganickych [47, 48] i organickych latek [49, 50], konkrétné
riznych kontaminanti Zivotniho prostiedi, jako jsou napft. pesticidy [51, 52, 53], fady
1&Civ [54, 55], karcinogennich latek [56, 57] nebo nitrolatek [58, 59]. I uzivatelsky
ptiznivéjsi p-AgSAE byla jiz pouzita pii analyze fady biologicky aktivnich latek [60,
61, 62, 63]. AgSAE nasla uplatnéni rovnéz v oblasti analyzy DNA a peptidl [64, 65].
Bezesporu nejveétsi vyhodou jsou jejich elektrochemické vlastnosti, které jsou témét

totozné s vlastnostmi rtutovych elektrod, a navic je stfibrny amalgam netoxicky. Diky

tomu jsou vhodnou a velmi rozsifenou alternativou rtut'ovych elektrod [66].

1.1.3.4 Borem dopovanad diamantova elektroda

Borem dopovana diamantova elektroda (BDDE) piedstavuje univerzalni
elektrodovy material pouzivany v elektroanalytické chemii ve formé polykrystalickych

tenkych filmi odroku 1992 [67, 68]. Vynikd mechanickymi, fyzikalnimi
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1 elektrochemickymi vlastnostmi. BDD je extrémné tvrdy, vykazuje velmi nizky
a stabilni kapacitni proud v Sirokém potencidlovém rozsahu, je stabilni pfi extrémnich
katodickych i anodickych potencidlech, v alkalickych i kyselych elektrolytech [69].
Soucasné¢ tyto elektrody poskytuji velmi dobie opakovatelnou proudovou odezvu
a jejich povrch obvykle nepodléha pasivaci, protoze adsorpce latek je minimalni [70].
Nejvétsi vyhodou BDDE je Siroky vyuzitelny potencidlovy rozsah v anodické i
katodické oblasti, coz umoziluje vyuzivat tuto elektrodu jak pfti studiu elektrochemické
oxidace latek, tak pfi sledovani jejich reduk¢nich reakei [71].

Ptiprava BDD filmu se provadi metodou chemické depozice par (CVD), pii
které¢ je plyn obsahujici uhlik, nejCastéji methan, pfeveden na methylové radikaly
aatom vodiku a ty jsou navazdny na vhodny substrat. Po piidani diboranu nebo
trimethylboru v plynné fazi se plyny aktivuji za pouziti mikrovinnych plazmovych nebo
horkych vlaken. Aby byly substraty souvisle potazeny vrstvou diamantu, musi tloustka
filmu odpovidat pfiblizné¢ 1 um [71]. Koncentrace boru ovliviiuje vodivost BDD film,
siln¢ dopované filmy maji vlastnosti jako kovové vodice, méné dopované filmy jsou
oznacovany jako polovodivé. Kromé vodivosti bor ovliviiuje také §itku potencialového
okna a pozadi. Mnozstvi boru v plynné fazi pii depozici ma také vliv na strukturu
pripravenych filmi, kdy vyssi hladina boru byva pfi¢inou vzniku menS$ich krystala

a elektroda pak mé vétsi skute¢ny povrch [72, 73].

Diamantovy povrch elektrody muze byt H-terminovany diky katodické
predupravé nebo O-terminovany, ¢ehoz lze docilit anodickou ptedupravou. Preduprava
BDDE mé vyznam pro zvysSeni voltametrického signalu, zabranéni pasivace povrchu
elektrody a zajisténi reprodukovatelné odezvy analytu [74]. Zéikladem je
elektrochemickd oxidace a stabilizace povrchu elektrody pfi pozitivnim potencialu
kolem +2,0 V, kdy dochazi k rozkladu vody podle rovnice (7), za vzniku OH radikald,
které piisobi jako silnd oxidac¢ni ¢inidla.

H,0 (BDD) -HO-+H'+e" (7)

Udrzovani H-terminovaného povrchu elektrody je velmi obtizné kvili snadné
elektrochemické oxidaci a oxidaci povrchu BDDE vzdusnym kyslikem. Rehydrogenace
oxidovaného povrchu elektrody vkladanim negativniho potencialu musi byt provadéna

opakovang vzdy tésné pred elektrochemickymi experimenty [70].
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BDDE se nejcastéji vyuzivaji pii stanoveni organickych latek prostfednictvim
jejich oxidaéniho signélu [75, 76]. Konkrétn¢ byla vyvinuta fada metod pro stanoveni
1&civ [77, 78, 79, 80], karcinogennich latek [81], kontaminantd Zivotniho prostiedi [82,
83], pesticidi [84, 85] apod. Vzhledem k Sirokému potencidlovému oknu byly tyto

elektrody pouzity rovnéz pro sledovani reduk¢nich reakci [86, 87].

1.2 Pesticidy

Pesticidy jsou prostfedky chemického nebo biologického charakteru, které se
pouzivaji na ochranu zeméd¢lskych plodin proti rostlinnym a zivoc¢iSnym Skidctim,
jako jsou napft. hlodavci, plisn€¢, hmyz nebo plevele [88]. Tito Skiidci mohou neptiznive
ovlivitovat produkci, zpracovani, skladovani ale i prodej potravin, krmiv, dfeva
a dalSich materidld. Diky pesticidim roste zemédclska produkce a zlepSuje se jeji
kvalita. Pesticidy rovnéz brani vzniku nékterych onemocnéni, kterd jsou prenaSena napf.
komary, klistaty a jinym hmyzem. Nevyhodou chemického oSetfovani rostlin je
zejména riziko zneciSténi pldy, vod a ovzdusi, intoxikace zemédélskych produkta,
ohroZeni vegetace a zivoc¢ichli vyskytujicich se volné v pfirodé. Pesticidy jsou obvykle
tézko rozlozitelné, u cloveéka se mohou kumulovat v organismu a zplisobovat chronicka
onemocnéni [89], jako je rakovina nebo poskozeni plodu. Pro nervovy systém jsou
toxické naptf. polychlorované, organofosfitové nebo karbamatové insekticidy.
NejznaméjSim polychlorovanym insekticidem je dichlorodifenyltrichloretan (DDT),
ktery byl hojné vyuzivan od roku 1942 [90]. Jeho pouZivani bylo v CR od roku 1974

zakazéano kvuli velmi slozitému odbouravani z organismu [89].

Ze vsech téchto diivodu je tieba dodrzovat piedpisy a opatieni, které se tykaji
zavadéni pesticidi do obc¢hu a jejich pouzZivani. Je dulezité¢ sledovat mnoZstvi
aplikovanych pesticidi, fyzikalni, chemické a biologické vlastnosti produktti, vzniklych
jejich rozkladem nebo metabolismem a pravdépodobnost bioakumulace [91]. Zminéné
predpisy, podminky a vyhlaSky vydava Ministerstvo zemédélstvi ve spolupraci
s Ministerstvem Zivotniho prostfedi a Ministerstvem zdravotnictvi CR. Jednou
z vyhlaSek je napf. vyhlaSka ¢. 327/2012 Sb., o ochrané v¢el, zvéte, vodnich organismi
a dalsich necilovych organismii pii pouziti piipravkii na ochranu rostlin [92]. Ustfedni
kontrolni a zku$ebni Gstav zemédélstvi (UKZUZ) vede registr povolenych piipravka
na ochranu rostlin, ktery vychazi ze zakona ¢. 326/2004 Sb., o rostlinolékaiské péci a o

zmé&né nékterych souvisejicich zadkont [93] a z vyhlasky €. 32/2012 Sb., o ptipravcich
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a dalsich prostiedcich na ochranu rostlin [94]. UKZUZ posuzuje splnéni kritérii pro
povoleni pesticidl, zajistuje hodnoceni u¢innych latek ptipravkl a jejich kontrolu pii
uvadéni na trh. OsvédCuje také zplsobilost fyzickych a pravnickych osob k provadéni

zkousek ptipravki [95].

1.2.1 Rozdéleni pesticida

Pesticidy lze rozdélit podle n¢kolika hledisek. V zavislosti na akutni toxicité pro
Clovéka a zvifata, ktera je vyjadfovana tzv. letalni davkou (LDsp) mohou byt pesticidy

ptipravky:

e prakticky neskodné pro ¢lovéka (LDso > 5000 mg kg ),
e vyrazné toxické pro &lovéka (LDso < 500 mg kg ).

LDso udava mnozstvi pesticidu, po jehoz poZiti uhyne 50% pokusnych zvitat [89]. Pro
rovnomérné rozptyleni pesticidnich ptipravki po velké ploSe je dulezita aplikacni

forma, podle které se pesticidy fadi do nasledujicich skupin:

e tuhé pfipravky — poprase, granulaty a suchd mortidla, kterd obsahuji aktivni
latku navazanou na nosici,

e kapalné piipravky a postiiky — smacitelné prasky, vodné roztoky nebo
emulgovatelné koncentraty,

e acrosoly, pasty nebo natéry [96].
Podle biologickych ucinkt se pesticidy de€li do tfi hlavnich skupin:

e herbicidy — prostfedky, které ni¢i nezadouci vegetaci, zejména plevele,
e fungicidy — jsou vyuzivany proti plisnim,
e zoocidy — funguji proti zivo¢isSnym skiidctim a dale se d¢€li na:

o insekticidy — hubeni hmyzu,

o repelenty a atraktanty — odpuzovani nebo lakéani zivocichii,

o akaricidy — hubeni roztoct,

o nematocidy — hubeni pidnich Skadci,

o rodenticidy — hubeni hlodavct [89].
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1.2.2 Fungicidy

Fungicidy jsou latky chemického ptivodu, které hubi houby (fungi). Pisobi bud’

kurativné, kdy ni¢i mycelium, nebo preventivné, kdy zabranuji vykli¢eni vytrust.

Mohou mit fungistaticky i fungicidni uc¢inek [96]. Fungistaticky u¢inek maji kontaktni

prostiedky, které jsou uc¢inné pouze pii pfimém styku s plisni. Fungicidni u¢inek maji

systémové prostiedky, které pronikaji do rostliny a $ifi se jejimi transportnimi cestami

[88]. Podle aplikace fungicidnich ptipravki je délime do tfi skupin:

posttikové fungicidy na ochranu rostlin — velmi rozSifenymi kontaktnimi
prostfedky jsou médnaté fungicidy, které se nejCastéji pfipravuji ze siranu
méd’natého a vépna. Médnaté slouCeniny prechazeji na slouceniny meédné,
uvolnény elektron méni molekulu kysliku na radikal, ktery je dale pfeveden
na peroxid vodiku a hydroxylovy radikal. Ten zpusobuje destrukci lipida
v membranach [88]. Zastupcem této skupiny je napf. chlorid-trihydroxid
diméd’naty (Kuprol), oxinadt méd’naty nebo modra skalice [90]. Sirné slouc¢eniny
zasahuji do respiracnich procest. Pfikladem jsou derivaty perhalogenalkylthiolu
(napt. Kaptan, Folpet). Zakladni latkou je perchlormethylthiol, ktery vznika
reakci sirouhliku s chlorem za katalyzy jodem [96];

moftidla na preventivni ochranu osiva — suché moteni praskovymi ptipravky je
potiebné k ochrané osiva pied pidnimi parazitickymi houbami (snét'mi). Oxid
méd’naty se pouziva proti mazlavym a praSnym snétim.Chloranil se vyrabi jako
moftidlo pro semena baviny, hrachu, fazole aj. [89];

pramyslové fungicidy na ochranu materialii, jako je dfevo, textil, kiize nebo
papir [89] — pfipravky na ochranu dfeva na bazi slouc¢enin boraxu a kyseliny
borit¢ patfi mezi nejstarSi a dodnes pouzivané fungicidy. Nejznaméjsi jsou
smésné soli CCB, které obsahuji siran méd’naty, chroman nebo dichroman
draselny a kyselinu boritou. Dal$imi fungicidy jsou organocini€ité slouceniny
jako je napf. tributylcin-naftenat, tributylcin-benzoat nebo tributylcin-linolat.
Tyto latky jsou velmi Casto nahrazovany slouceninami thiazolu a triazolu, které

maji oproti nim poloviéni G¢innost [89].
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1.2.3 Azoxystrobin

Azoxystrobin patii do dilezit¢é skupiny syntetickych Sirokospektralnich
fungicidnich pfipravkd nazyvanych strobiluriny. Strobiluriny byly vyvinuty na zakladé
ucinnych latek produkovanych difevokaznymi houbami rodu Oudemensiella mucida
a Strobillurus tenacellus, které jim slouzily k omezeni ristu konkuren¢nich hub v okoli
[97]. Tyto latky inhibuji mitochondridlni dychani hub navdzdnim na Qo misto
enzymového komplexu cytochromu bcl, ¢imz blokuji pfenos elektronli z chinonu
na cytochrom c1 a zptsobuji nedostatek energie ve formé ATP. Strobiluriny lze rozdélit
do sedmi chemickych tfid na methoxyakrylaty, methoxykarbamaty, oximinoacetaty,
oximinoacetamidy, oxazolidinediony, imidazolinony a antibiotika [98]. Kromé
fungicidnich vlastnosti maji strobiluriny i1 fadu dalSich pozitivnich efektt. Jsou velmi
dobte absorbovany rostlinou, ve které zpisobuji zmény metabolismu a ristu. Podporu;ji
fotosyntézu, doc¢asné redukuji respiraci, kterd zpisobuje ztraty uhliku, a tim vytvari vice
energie. Navic zvySuji aktivitu antioxidanich enzymt, chranicich rostlinu pted
oxida¢nim stresem [99].

Azoxystrobin (AS, C»H7N3;0s, CAS: 131860-33-8), jehoz strukturni vzorec je
uvedeny na Obr. 6, je fungicid patiici do tfidy PB-methoxyakrylati odvozenych od
pfirozené¢ se vyskytujicich strobilurinfl. Systematicky nazev této ucinné latky je
methyl(E)-2-[[6-(2-cyanophenoxy)-4-pyrimidinyl]oxy]-a-(methoxymethylene)benzene
acetat [100]. Molekulova hmotnost azoxystrobinu je 403,4 g mol . Jeho rozpustnost pii
20 °C ve vod& je 6,7 mg 1" (pH 5,2 a 7,0) a 5,9 mg I"' (pH 9,2). Tlak par azoxystrobinu

je 1,1x107mPa, bod tani 115°C. Polotas rozpadu v tmavych a anaerobnich

podminkach je od 8 do 12 tydna [101].
@[CN
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Obr. 6: Strukturni vzorec azoxystrobinu /102]

33



1.2.3.1 Vyuziti

AS byl poprvé piedstaven vroce 1992 a na trh byl uveden v roce 1996 pod
obchodnim nazvem Amistar, a to ve dvou riznych formach. Prvni ve vod¢ rozptylené
granule obsahujici 500 gkg ' u¢inné latky, druhd suspenzni koncentrat s 250 g1
ucinné latky [103]. Od té doby byl celosvétové registrovan pro aplikaci na Siroké
spektrum plodin. V soucasné dobé je jednim z nejpouzivanéjSich fungicidl
v zemedélstvi [104]. AS chrani rostliny pted patogeny rodu Sclerotinia, Alternaria,
Ascochyta, Pythium, Rhizoctonia a pied tfadou dalSich druhti plisni [102]. Svoji
fungicidni aktivitou zptsobuje inhibici mitochondrialniho dychéani hub a plisni. Blokuje
ptenos elektronli mezi cytochromem b a cytochromem c1, coz vede k oxida¢nimu stresu
v bunikach houby a brani tak jejich ristu [100]. AS inhibuje kli¢eni konidii, rist mycelia
a vykazuje antisporulac¢ni aktivitu. Aplikace na listy tabaku poskytla vynikajici
vysledky v ochrané pted vznikem hnédych skvrn zptsobenych plisni rodu Alternaria

alternata [105].

UKZUZ ve svém registru povolenych ptipravk uvadi, ze AS miize byt jako
ucinna latka ve fungicidnim ptipravku samostatné nebo ve smési. VEtSinou se aplikuje
ve formé suspenzniho koncentratu preventivng, tedy pied nebo tésné na pocatku infekce
choroby [106]. Pfikladem konkrétniho pfipravku, ve kterém je uc¢innou latkou pouze AS
je postiik Ortiva, ktery piisobi proti houbovym chorobam zeleniny (hlizenka obecna,
padli rajCete, alterndriova skvrnitost poru atd.) a proti rzim a skvrnitostem na okrasnych
rostlinach. Dal§im pfipravkem obsahujicim samotny AS je Amistar aplikujici se bud’ do
pudy (napf. na brambory) nebo jako posttik pSenice, jeCmene a fepky olejky. Piikladem
pripravktt obsahujicich smés AS sdalsimi fungicidy jsou napt.: Comrade
s cyproconazolem, Custodia s tebuconazolem nebo Rubric XL s epoxiconazolem,

pouzivané jako postiiky obilovin nebo fepky olejky [107].

1.2.3.2 Toxicita

U prostiedkil pouZivanych na ochranu rostlin je velmi dilezité sledovat jejich
ucinky a pfipadnou toxicitu pro necilové organismy. AS samostatné i ve smeési
fungicidt je pro clovéka zdravi skodlivy pti vdechovani, zplsobuje vazné poskozeni
o¢i, muze vyvolat alergickou kozni reakci, zpisobit podrazdéni dychacich cest a je
vysoce toxicky pro vodni organismy s dlouhodobymi ucinky [106]. V né&kolika

publikacich bylo rovnéz uvedeno, ze AS je velmi toxicky pro sladkovodni i motské
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ryby a vodni bezobratlé organismy [108]. Toxické ucinky tohoto fungicidu byly
zkoumany napiiklad u Danio pruhované. Pisobenim AS se v jatrech této sladkovodni
ryby nadbytecné hromadily reaktivni formy kysliku, které zptsobuji oxidaéni stres,

lipidovou peroxidaci a poSkozeni DNA [100]. Stejny vliv ma i na zizaly [101].

1.2.3.3 Voltametrické chovani

Vzhledem k moznym negativnim vlivim na zivotni prostfedi a zejména vodni
organismy je tfeba mit k dispozici analytické nastroje umozilujici citlivé stanoveni AS.
Doposud byl tento fungicid stanovovan napft. ve vzorcich zeleniny, ovoce, ptid nebo vod
a to zejména s vyuzitim chromatografickych metod. Vlastni analyze ptedchazel vzdy
nejdiive separacni krok, kde byl odd¢len analyt od matrice pomoci extrakce kapalina-
kapalina nebo extrakce pevna faze-kapalina [109]. Piikladem konkrétnich pouzitych
metod mize byt plynova chromatografie s detektorem elektronového zachytu [110,
111], vysokoucinna kapalinovd chromatografie [112] nebo micelarni elektrokineticka
chromatografie [113] s UV spektrofotometrickym detektorem. Dale lze vyuzit techniky
hmotnostni spektrometrie sionizaci elektrosprejem [114]. Nalezené limity detekce

(LOD) u t&chto metod se pohybovaly v rozmezi od 1x10~* do 1x10™> mol .

Voltametrické techniky mohou byt vhodnou alternativou k vysSe uvedenym
metoddm s ohledem na svou jednoduchost, rychlost a efektivnost. Tyto metody
umoziuji citlivé stanoveni elektroaktivnich latek v komplexnich vzorcich obvykle bez
slozit¢ predbézné piipravy vzorku, a to pomoci jednoduchého a levného
instrumentalniho vybaveni. Na rozdil od jinych pesticidd, nebyla AS doposud vénovana
velkd pozornost a v literatufe se vyskytuje pouze jedna prace, zabyvajici se jeho
voltametrickym stanovenim [109]. Pro studium voltametrického chovani AS pouzili
autofi CV a pro jeho stanoveni adsorpéni rozpoustéci square-wave voltametrii (AdS
SWV) na HMDE. Argentchloridova elektroda (Ag|/AgClKCIl) byla pouzita jako
referentni elektroda a platinovy drat slouzil jako pomocna elektroda. Optimalizované
podminky pro stanoveni AS jsou uvedeny v Tab. 1. Jako zakladni elektrolyt byla
vybrana HCI o koncentraci 0,1 mol I”'. V tomto prosttedi poskytoval azoxystrobin jeden
redukc¢ni signal kolem potencidlu (E£,) —1020 mV (Obr. 7). Absence anodického piku
znaci ireverzibilni pribéh sledované elektrodové reakce. LOD pro stanoveni AS pomoci
AdS SWV byl 0,36 ug 1" (8,92x10 " mol 17"). Navrzenou metodu autofi pouzili pro

stanoveni azoxystrobinu ve vzorcich brambor, hroznti, hroznového dzusu a fi¢ni vody.
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Tab. 1: Experimentalni podminky pro stanoveni azoxystrobinu metodou AdS SWV na HMDE [109]

Parametr Optimalni podminky

Zakladni elektrolyt HCI 0,1 mol !
Depozi¢ni potencial (mV)  —300
Depozicni Cas (s) 30
Potencialovy krok (mV) 2

Frekvence (Hz) 150

Amplituda (mV) 150

400 F

263} 9

1.25} &

Current (pA)

-0.13F

-1.50 L, i i i ,
-800 -875 -950 -1025 -1100
Potential (mV)

Obr. 7: Cyklicky voltamogram azoxystrobinu na HMDE [109]

Vedle vySe zminéného stanoveni AS na HMDE s vyuzitim SWV bylo
v literatufe popsdno rovnéz nckolik voltametrickych metod pro dal§i zastupce
strobilurinovych fungicidii. V nasledujici Tab. 2 jsou shrnuty jejich zdkladni parametry.
Ve vétsSiné pripadll bylo stanoveni zalozeno na oxidaci jednotlivych latek v kyselém

prostiedi nejcastéji na BDDE s vyuzitim SWV [109, 115-120].
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Tab. 2: Zakladni parametry stanoveni vybranych strobilurinovych fungicidii

latka elektroda metoda elektrolyt E, LOD Cit.
[mV]  [moll™]
picoxystrobin BDDE SWV BRB (pH 4) +1450 2,010 [115]
+1950
BiF/GCE AS HCI (1 mol 17 +950 2,3x10°  [116]
DPV
‘pyraclostrobin  BDDE ~ SWV  ACB(pH4)  +1300 25x10 [117]
+1650
kresoxim- BDDE  SWV  ACB(pH4)  +1420 2,6x10" [118]
methyl +1700
trifloxystrobin  BDDE ~ SWV  BRB(pH4)  +1744  1,4x107 [119]
acetonitril (70/30)
‘dimoxystrobin HMDE ~ AdS ~ HCI(0,Imoll") =650  22x10° [109]
SWV
BDDE A BRB (pH 10) +1350 3,810 [120]
+1750

A — amperometrie, ACB — acetatovy pufr, AdS SWV — adsorp¢ni rozpoustéci square wave
voltametrie, AS DPV — anodicka rozpoustéci diferenéné€ pulzni voltametrie, BDDE — borem
dopovana diamantova elektroda, BiF/GCE — elektroda ze skelného uhliku s vylou¢enym filmem
bismutu, BRB — Brittontiv-Robinsontv puft, E, — potencial piku, LOD — limit detekce, SWV —

square wave voltametrie.
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pristrojové vybaveni

Voltametrickda méfeni v ramci experimentalni ¢asti diplomové prace byla
provadéna za laboratorni teploty (23+£2 °C) na Eco-Tribo Polarografu (Obr. 8, Polaro-
Sensors, Praha, Ceska republika), ktery byl ovladan pomoci poéitade se softwarem

Polar 5.1.

Obr. 8: Eco-Tribo Polarograf

Elektrochemicky c¢lanek byl vyuZzivan v tfielektrodovém uspofadani. Jako
pracovni elektrody slouzily HMDE a m-AgSAE (Eco-Trend Plus, Praha, Ceska
republika) a BDDE (Windsor Scientific, Velka Britanie). Srovnavaci elektrodou byla
nasycena Ag|AgCIlKCl a pomocnou Pt dratkova elektroda (ob& Monokrystaly, Turnov,
Ceska republika). Pfed kazdym méfenim byl z elektrolytu odstrafiovan kyslik
probublavanim plynnym dusikem (tfida &istoty 4.0; Linde, Praha, Ceska republika) po
dobu 5 minut a béhem méieni byla dusikova atmosféra udrzovana nad analyzovanym
roztokem. Pomoci stolnitho pH-metru Fisher Scientific — accumet AB 150 (Fisher
Scientific, Massachusetts, USA) byly méteny hodnoty pH. Analytické vahy (Denver
Instrument, New York, USA) byly pouzivany pro navazovani chemikalii, automatické
mikropipety Biohit (Biohit PLC, Helsinki, Finsko) a Eppendorf (Eppendorf Research,

Hamburk, Némecko) slouzily pro pfesné davkovani roztokd. Pro pfipravu roztoku
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pesticidniho piipravku byla pouzita také ultrazvukova lazeii Bandelin SONOREX
(Schalltec GmbH, Némecko).

Obr. 9: Pracovni elektrody pouzité v ramci diplomové prdce: A — visici rtutova kapkova
elektroda s klepatkem a detailem rtutove kapky, B - rtutovym meniskem modifikovana stribrna pevna

elektroda s detailem rtutovéeho menisku, C — borem dopovana diamantova elektroda

2.2 Pouzité chemikalie

Standardni roztok AS (Cistota > 98 %, Sigma-Aldrich, Ceska republika) o
koncentraci 1x10° mol ™' byl piipravovan rozpu§ténim odpovidajici navazky
v acetonitrilu. Zasobni roztok byl uchovavan v lednici (4 °C) bez ptistupu svétla. Nizsi
koncentrace byly pfipravovany fedénim tohoto roztoku denn¢ Cerstvé. Jako zdkladni
elektrolyt byla pouzivana 0,1mol I"' HCI a Brittontv-Robinsoniv pufr (BRB) v rozmezi
pH 2-12. Pozadované pH bylo docileno misenim kyselé a alkalické slozky pod pH-
metrem. Kysela slozka o koncentraci jednotlivych kyselin 0,4 mol I byla p¥ipravovana
fedénim 85% H3PO4 a 99,8% CH3;COOH a rozpusténim navazky praskové H;BO; o
Cistot& 99,8 %, 0,2mol 1" NaOH (Lachema, Ceska republika) ptedstavoval alkalickou
slozku. Pro aktivaci m-AgSAE byl piipravovan 2mol 1! roztok KC1 (Lachema, Ceska
republika) rozpuSténim navazky v destilované vod€. Pro interferencni studii byly
pripraveny roztoky dalSich pesticidd (difenoconazol, tebuconazol, epoxiconazol,
propiconazol, cyproconazol, bentazon, prometryn, triclopyr, tribenuron, chlorpyrifos,
triasulfuron, pymetrozin, glyfosat, chloridazon, imidacloprid; vSechny Sigma-Aldrich,
Ceska republika) o koncentraci 1x107 mol I”' rozpuiténim ve vhodném rozpoustédle

v zavislosti na rozpustnosti jednotlivych latek (destilovand voda (vodivost
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<0,05 pS cm ', Milli-Q-Gradient, Millipore, Praha), etanol, acetonitril (oba Ing. Petr
Svec — PENTA, Praha)).

2.3 Pracovni postupy

2.3.1 Priprava m-AgSAE k méreni

Pfed vytvofenim rtutového menisku byl povrch p-AgSAE vylestén pomoci
lestici sady (Elektrochemické detektory, Ceska republika), kterou tvofily polyuretanové
lestici desticky, suspenze Al,O3 s velikosti ¢astic 1,1 um a praSek Al,O; (0,3 pm).
Ptiprava m-AgSAE spocivala ve smaceni p-AgSAE v kapalné rtuti piiblizné po dobu
10s. Tim se na vylesténém povrchu elektrody vytvofil rtutovy meniskus. Ten byl
pouzivan dlouhodobé a v pravidelnych intervalech cca 1 tydné¢ byl obnovovan
opétovnym ponoienim elektrody do rtuti. Pfed zahdjenim méfeni nebo po delsi nez
pulhodinové pauze byla elektroda aktivovana. Aktivaéni krok probihal v roztoku KCl o
koncentraci 0,2 mol I pii potencidlu —2200 mV po dobu 300 s za stalého michani
roztoku. Regenerace povrchu elektrody probihala elektrochemicky pted kazdym
méfenim pfimo v analyzovaném roztoku, a to zafazenim 30 regenera¢nich cykla, kdy
dochazelo k pfepinani mezi dvéma hodnotami potencidlll Eree; 0 mV a Erepr —1200 mV.

Doba zdrZeni u jednotlivych potencialt byla vzdy t.e12 0,3 s.

2.3.2 Priprava BDDE k méreni

BDDE byla pied pouzivanim aktivovana vlozenim 20 cyklickych voltamogramu
od pocatecniho potencialu (Epe) —1750 mV do potencidlu obratu (Egprara) 2500 mV pii

rychlosti polarizace (v) 100 mV s .

Aktivace probihala v roztoku zakladniho
elektrolytu. Mezi jednotlivymi méfenimi nebyl jeji povrch zadnym zplsobem
regenerovan ani mechanickym lesténim, ani elektrochemicky. Vzhledem ke
snadné oxidaci povrchu BDDE 1 na vzduchu lze pfedpokladat, ze métfeni probihala na

O-terminovaném povrchu elektrody.

2.3.3 Voltametricka méreni

Prvni pouZivanou pracovni elektrodou byla HMDE. Pii studiu voltametrického
chovani AS byla pouzita CV v rozsahu potencidlli od Eyo: 0 V do Egprae —1200 mV pii
v 100 mV s ' v prostfedi 0,1mol 1" HCI. Pro méfeni koncentragnich zavislosti byla

pouzita DPV také v prostiedi 0,1mol "' HCI v rozsahu potencialt od Epoe =300 mV do
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kone¢ného potencialu (Eion) —1000 mV pii v 20 mV s '. Vyska pulzu byla =50 mV

a Sitka pulzu 80 ms, potencial akumulace (£,) —300 mV a doba akumulace (#.) 30 s.

Pro studium voltametrického chovani AS na m-AgSAE a BDDE byla vybrana
CV, pomoci které byly ziskdny zavislosti proudové odezvy na pH a na rychlosti
polarizace. Pi1 vyb&ru vhodného pH zékladniho elektrolytu probihalo méfeni od Epec
0 mV do Eobrars —1500 mV a pii v 100 mV s ' na m-AgSAE a od —1500 do +2500 mV
pfi vopét 100 mV s ' na BDDE. Pro obé elektrody byl jako vhodné prostiedi pro
stanoveni zvolen BRB pufr o pH 2. Pfi studiu vlivu v na vySku piku (Z;) byla rovnéz
pouzita CV a rychlost byla m&n&na pro ob& elektrody po 25 mVs ' od 25 do
500 mVs~'. Pro vyvoj metod stanoveni AS s vyuzitim m-AgSAE i BDDE byla
vzhledem k citlivosti vyuzita DPV a pro ob¢ elektrody byly optimalizovany zékladni
parametry. Na m-AgSAE byl nastaven rozsah potencidli od E,oc 0 mV do Exon
—1200mV, v 20 mV s ', vyska pulzu =50 mV a $itka pulzu 20 ms. Na BDDE byl
rozsah méfeni vzdy od Eyo: 0 mV do Eyon +2100 mV, v 20 mV sfl, vyska pulzu +60 mV

a Sifka 30 ms.

Vysky piki byly vyhodnocovany od zékladni linie vlozené jako ptimka spojujici
minima pied a za pikem. V pifipadé métfeni nizkych koncentraci AS na BDDE byla pro
zlepSeni vyhodnotitelnosti pik vyuzita funkce odecitani kiivek zékladniho elektrolytu
v softwaru Polar 5.1. Vysledné voltametrické kiivky, jejich zavislosti a kalibra¢ni
pfimky byly ziskany pomoci softwaru MS Excel 2010 (Microsoft, USA). Parametry
kalibra¢nich kiivek s pfisluSnymi intervaly spolehlivosti na hladiné vyznamnosti
a = 0,05 byly vypocteny pomoci programu OriginPro 9 (Origin Lab Corporation, USA).
Limit detekce (LOD) byl pocitan jako 3% smérodatna odchylka useku podélend smérnici

a mez stanovitelnosti (LOQ) jako 10x smérodatnéd odchylka useku podé€lend smérnici.
2.3.4 Analyza realnych vzorka

2.3.4.1 Kohoutkova a 7icni voda

Kohoutkovd voda byla odebrana zvodovodni sité v laboratofi Univerzity
Pardubice. Ri¢ni voda z feky Chrudimky byla odebrana v obci Slatifiany a do doby
analyzy ponechana v chladnicce bez pfistupu svétla. Oba vzorky byly analyzovany
stejnym postupem. Do polarografické nadobky bylo davkovano 13 ml vzorku vody
s ptfidavkem standardniho roztoku AS na pozadovanou koncentraci a 2 ml BRB o pH 2.
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Pro zjisténi hodnot LOD a LOQ v realnych vodach byla prométena koncentracni
zavislost pro AS v rozsahu koncentraci od 5 x107"-4x107° mol "' (kohoutkova voda),
resp. od 5x1077-3,5x10° mol 1! (#iéni voda). Opakovatelnost stanoveni v realnych
vodach byla testovana pro koncentraci AS o koncentraci 5x107° mol 1”'. Stanoveni
probihalo metodou standardniho ptidavku, kdy bylo ptidavano vzdy 75 ul standardniho
roztoku AS o koncentraci 0,001 mol 1. Byly ptidany 2 piidavky a stanoveni bylo
provedeno 5x. Z téchto meéfeni byla vypoctena primérnd hodnota koncentrace

s prisluSnym intervalem spolehlivosti, vytéznost a relativni smérodatna odchylka (RSD).

2.3.4.2 Pesticidni pripravek

Analyzovanym fungicidnim pfipravkem byl pfipravek na ochranu rostlin Ortiva
(Obr. 10) od firmy AgroBio Opava, ktery je ureny k ochrané zeleniny pfed houbovymi
chorobami a okrasnych rostlin pfed rzi a skvrnitosti. Tento ptfipravek je dodavan ve
form& suspenzniho koncentratu a obsah AS je uvadén vyrobcem na 250 g 17!, coZ je po
prepoétu na latkovou koncentraci 0,6197 mol I”'. Pro analyzu byl piipraven roztok o
koncentraci 0,001 mol 1" rozpuiténim odpovidajiciho mnozstvi koncentratu
v acetonitrilu. Do polarografické nddobky bylo poté k 15 ml BRB o pH 2 davkovano
75 ul takto pfipraveného roztoku. Analyza byla provedena metodou standardniho
ptidavku, kdy bylo pfidavano 75 pl standardniho roztoku AS o koncentraci
0,001 mol I"'. Byly ptidany vzdy 2 standardni ptidavky a stanoveni fungicidniho

pripravku bylo 5% zopakovéano. Z méfeni byla poté vypocitdna primerna koncentrace

AS s intervalem spolehlivosti, vytéZnost a RSD.

e ipas i ’

b —

L

AgroBig

Obr. 10: Suspenzni koncentrat fungicidniho pripravku Ortiva
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Visici rtutova kapkova elektroda

Voltametrické chovani AS bylo doposud popsano pouze na HMDE [109], kdy
autofi pozorovali jeden redukéni signal (£, = —1020 mV) v prostfedi zfedéné HCI
(0,1 mol1™"). Vuvodu experimentalni &asti diplomové prace byly ovéfeny tyto
publikované vysledky. Na uvod byl zméten cyklicky voltamogram AS o koncentraci (c¢)
1x10* mol 1! na HMDE, ktery je uvedeny na Obr. 11. M&feni prob&hlo v prostiedi
0,1mol 1! HCl v rozsahu potencidli od E,c 0 mV do Egpraw —1200 mV pii v
100 mV s™'. Za téchto podminek AS poskytl jeden velmi dobie vyvinuty redukéni
signal pfi potencidlu =980 mV. Sledovana elektrochemickd reakce je ireverzibilni,
protoZe na anodické kiivce nebyla zaznamendna Zadna odpovidajici oxidacni proudova

odezva. Ziskany vysledek je v souladu s vysledky uvedenymi v literatuie [109].
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Obr. 11: Cyklicky voltamogram AS zaznamenany na HUDE

Metoda: CV, elektrolyt: 0,1mol I''Hcl, Epoc=0mV, Eqpany = 1200 mV, v = 100 mVs

cas=1x10"* mol I'!

Déle byla na HMDE proméfena fada koncentracnich zavislosti AS metodou

DPV pro ovéfeni jejich linedrniho pribéhu. Na Obr. 12A jsou pro ilustraci uvedeny
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naméfené DP voltamogramy AS v zavislosti na cas v rozsahu od 510 mol 1" do
3,5x107" mol 1! v prostiedi HCI (0,1 mol I""). M&feni probihalo v rozsahu potencialt
od Ey,e¢ =300 mV do kone¢ného potencidlu (Eyon) —1000 mV pii v 20 mV st Vyska
pulzu byla =50 mV a S§itka pulzu 80 ms. Podminky akumulace byly nastaveny dle
publikace [109] na potencial akumulace (E,) —300 mV a dobu akumulace () 30 s.
Vynesena zavislost vySky piku (/,) na cas je uvedena na Obr. 12B a je ziejmé, Ze I,
rostla linearn¢ s rostouci koncentraci analytu v polarografické nadobce. Uvedenou

zavislost popisuje rovnice (8) s ptislusnym korelacnim koeficientem (7).

I, [nA] = (—196,3 + 4,6)cxs[umol 1] + (—0,6 + 1,0), r = 0,9986 (8)
-200
—_ 80
< g - - —elektrolyt
= ~-60 - pridavek AS
-150

-100

-50 -

0 T T T
-600 -700 -800 -00 E[mV] -1000

Obr. 12: DP voltamogramy AS v zavislosti na koncentraci ziskané na HMDE (A), zavislost I, na ¢ (B)
Metoda: DPV, elektrolyt: 0,1mol I HCI, Epoe = =300 mV, Eyoy = =1000 mV, Ey = =300 mV, ty = 30 s,
v=20mVs ' vyska pulzu = —50 mV, §itka pulzu = 80 ms, c45 = 5x107°-3,5x10"" mol I'*

Na zavér této kapitoly je mozné fici, ze byly ovéfeny vysledky z literatury
tykajici se voltametrického stanoveni AS s vyuzitim HMDE jako indika¢ni elektrody.
Byl pozorovén jeden reduk¢ni signal kolem potencialu —900 mV, ktery byl vyuzitelny

pro analytické ucely.
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3.2 Rtutfovym meniskem modifikovana stfibrna pevna amalgamova

elektroda

m-AgSAE predstavuje nejcastéji vyuzivanou alternativni elektrodu k HMDE,
jejiz vyuzivani se v souvislosti s obavami z toxicity rtuti omezuje. Proto byla tato
elektroda zvolena jako prvni i v této diplomové praci pro studium voltametrického

chovani AS a vyvoj metody jeho stanoveni.

3.2.1 Voltametrické chovani azoxystrobinu na m-AgSAE

Elektrochemicka aktivita AS na m-AgSAE byla nejdiive ovéfena metodou CV a
byl zmé&fen cyklicky voltamogram pro cas 1x10~* mol 1" v prostiedi 0,1mol 1! HCI.
Me¢éteni probihalo vrozsahu potenciall od Epe 0V do Egpraw —1200mV  pii
v 100 mV s™'. Stejné jako na HMDE poskytoval AS na m-AgSAE jeden redukéni signal
kolem potencialu —1050 mV, jak je vidét na Obr. 13. Pik byl oproti rtutové elektrode
posunut k negativnéjSim potencialim, coz svéd¢éi o vEtsi energetické narocnosti
sledované redoxni reakce na m-AgSAE. Tvar signalu byl vyznamné ovlivnén vyvojem
vodiku a zhorSena tak byla jeho vyhodnotitelnost. Na anodické kiivce nebyl pozorovan

zadny oxidacni signal, takze se jedna o ireverzibilni reakeci.
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Obr. 13: Cyklicky voltamogram AS zaznamenany na m-AgSAE
Metoda: CV, elektrolyt: 0,1mol ' Hcl, Epoz = 0mV, Egpran= —1200 mV, v = 100 mVs !

cas = I1x10" " mol I'!
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3.2.1.1 Zavislost voltametrického chovani azoxystrobinu na pH

Vzhledem k tomu, Ze pH prostiedi vyznamné ovliviiuje elektroaktivitu latek,
byla na Gvod pozornost zaméfena na voltametrické chovani AS na m-AgSAE
v zévislosti na pH. Byla pouzita CV a rtizné pH prostiedi zajistovaly 0,Imol 1" HCI
a BRB v rozsahu pH 2-12. Eyo¢ byl 0 mV, Eyon byl ménén od —1200 mV do —1500 mV
podle rozsifujiciho se potencialového okna pii rostoucim pH a v byla 100 mV s . Na
Obr. 14 jsou pro piehlednost, s ohledem na ireverzibilni pribéh sledované reakce,
uvedeny pouze katodické casti zmétenych cyklickych voltamogramil, a to pouze
v kyselém prostiedi. V prostiedi zfedéné HCI byl pozorovan pouze 1 signal,
pravdépodobné diky nizkému piepéti vodiku, ktery se s rostouci hodnotou pH posouval
k negativnéjSim potencialim. Z dalSich kiivek je ziejmé, ze nejvysSi a nejlépe
vyhodnotitelny byl tento signal v prostfedi BRB o pH 2. S rostouci hodnotou pH se
signal postupné snizoval, az vymizel (pH 5). Naopak se zacal objevovat 2. reduk¢ni
signal, ktery nartstal. V prostiedi BRB o pH 5 byl pozorovan jiz pouze 2. pik.
V neutralnim a alkalickém prosttedi jiz nebyla pozorovana zadnd proudova odezva

odpovidajici redukci AS. Pro dalsi studie byl z naméfenych dat jako vhodny elektrolyt
vybran BRB o pH 2 pro 1. redukéni pika BRB o pH 5 pro 2. signal AS.
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Obr. 14: Katodické casti cyklickych voltamogramii AS zaznamenanych na m-AgSAE v zavislosti na pH

Metoda: CV, elektrolyt: 0,1mol [""HCI a BRB (pH 2-6), Epoe = 0 mV, Eqgpray = —1200-—1500 mV,

v=100mVs "' cas=1x10"*mol I’
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3.2.1.2 Zavislost voltametrického chovani azoxystrobinu na rychlosti polarizace
Prab&h zavislosti I, na vmize pomoci urcit fidici dé&e probihajicich
elektrodovych reakci. Proto byl pfi vhodném pH, tedy pro 1. signdl v prosttedi BRB o
pH 2 (Obr. 15A) a pro 2. signal v prostfedi BRB o pH 5 (Obr. 16A), zjistovan vliv v na
tvar a zejména vysku voltametrickych pikd, resp. vin AS. Koncentrace AS
v polarografické nadobce byla 1x107* mol I”'. Pouzita byla CV v rozsahu potencialii od

!'v rozmezi 25-500 mV s . Z obrazki

0 mV do —1500 mV a v byla ménéna po 25 mV s
je zfejmé, Ze s rostouci rychlosti polarizace rostla vyska 1. 1 2. signdlu a maximum obou
piki se posouvalo knegativnéjSim potencidlim, coz odpovidd ireverzibilité
elektrochemické reakce. Jak je vidét z vlozenych zavislosti /, na v pro oba signaly (Obr.
15B a 16B), I, neroste linearné s rostouci rychlosti polarizace a sledované elektrodové

reakce tedy nejsou fizeny adsorpci.
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Obr. 15: Cyklické voltamogramy AS v zavislosti na v zaznamenané na m-AgSAE pri pH 2 (A)
a zavislost I, na v (B)
Metoda CV, elektrolyt: BRB (pH 2), E,oc = 0 mV, Eprgn, = —1500 mV, v = 25-500 mVs |

cus=1x10"" mol I'!

Naopak zavislosti vysky obou studovanych piki na v'* (Obr. 17A a 17C) jsou
linearni a mohou byt popsany rovnicemi (9 pro 1. a 10 pro 2. pik) s pfislusnymi

korela¢nimi koeficienty. Vzhledem k linearnimu pribehu téchto zavislosti 1ze usuzovat
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na difuzné ftizené elektrodové reakce. Pro upfesnéni zavéri byly jesté vyneseny
logaritmické zavislosti log(/,) log(v), které jsou prezentovany na Obr. 17B a 17D.
U téchto zavislosti hraje klicovou roli hodnota smérnice odpovidajici rovnice. Pokud se
tato hodnota blizi 1, jedna se o adsorpci fizenou reakci, v ptipad¢ ze se blizi 0,5, jde
o difuzné ftizenou reakci a pokud je smérnice blizkd 0, fidicim déjem je kinetika
pfipadné chemické reakce predfazené nebo nésledné. Logaritmické zavislosti pro AS

popisuji rovnice 11 (pH 2) a 12 (pH 5).
I,[nA] = (=51,05 + 0,92)v'/2[(s™")'/?] + (81 £ 14),7 = 0,9977 9)
I,[nA] = (-81,4 + 1,3)v'/2[(s")V/?] + (256 + 21),7 = 0,9976 (10)

log(I,[nA]) = (0,5971 + 0,0094)log (v[s~']) + (1,426 £ 0,022),

r=0,9977 (11)
log(I,[nA]) = (0,734 £ 0,019)log (v[s~']) + (1,242 £ 0,044),

r = 0,9940 (12)
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Obr. 16: Cyklické voltamogramy AS v zavislosti na v zaznamenané na m-AgSAE pri pH 5 (A)
a zavislost I, na v (B)
Metoda CV, elektrolyt: BRB (pH 5), Ejoc = 0 mV, Eqprgn, = —1500 mV, v = 25-500 mVs ',

cas = 1x10"mol I'!
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Hodnota smérnice logaritmické zavislosti pro 1. redukéni signal AS v prostredi
BRB o pH 2 (0,5971+0,0094) se blizi 0,5, coz znamena, Ze tato reakce je fizena difuzi.
Nicmén¢ hodnota 0,5 nelezi v uvedeném intervalu spolehlivosti (a = 0,05) a lze tedy
usuzovat na mozny nepatrny vliv adsorpce. Pro 2. reduk¢ni signal AS v prostfedi BRB

o pH 5 lezi hodnota smérnice (0,734+0,019) mezi hodnotami 0,5 a 1, coz vypovida

vvvvvv

difuze.
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Obr. 17: Zavislosti I, na Vvi2(4) a log(1,) na log(v) (B) pro 1. pik AS v prostiedi BRB o pH 2; zdvislosti I,
nav'"”? (C)a log(1,) na log(v) (D) pro 2. pik AS v prostiedi BRB o pH 5;
Metoda CV, E,p: = 0 mV, Eprgp, = —1500 mV, v = 25-500 mVs = 1x10"" mol I'!

3.2.2 Vyvoj metody voltametrického stanoveni azoxystrobinu

3.2.2.1 Optimalizace parametrii diferencni pulzni voltametrie

Pro vyvoj metody stanoveni AS byla zvolena DPV, kterd obvykle umoziuje
sledovani mnohem niz8ich koncentraci analytu nez doposud pouzivand CV. Pro

S

analytické ucely se jevil vhodnéjsi 1. redukéni pik AS zejména pro lepsi polohu a s tim
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spojenou lepSi vyhodnotitelnost. VSechna nasledujici méfeni na m-AgSAE proto
probihala v prostfedi BRB o pH 2. Nasledovala optimalizace zakladnich parametri
DPV jako v, vyska a $itka pulzu. Koncentrace AS v roztoku byla pro tyto experimenty
2x107° mol I'' a mefeni probihalo vrozsahu potenciali od En, O0mV do
Eion —1200 mV. Prvnim testovanym parametrem byla v, ktera byla ménéna po 5 mV s~
v rozmezi 5-100 mV s . Ostatni parametry byly udrZovany konstantni, a to vy$ka pulzu
—50 mV a Sitka pulzu 80 ms. Ze zavislosti /, na v uvedené na Obr. 18A je zfejmé, Ze do
hodnoty 20 mV s 'dochazelo k vyznamnému naristu I,. Do hodnoty 60 mV s se
vyska piku pfili§ neménila a s dal§im zvySovanim v dochédzelo k postupnému snizovani
a deformaci proudové odezvy. Vzhledem k vySce a tvaru signalu byla pro dal§i méteni
zvolena v 20 mV s~'. Druhym sledovanym parametrem byla vyska pulzu, ktera byla
ménéna po 10 mV v rozmezi od —10 do —100 mV (3itka pulzu 80 ms, v20 mV s ).
Ziskané voltamogramy jsou uvedeny na Obr. 19 spolu se zavislosti 1, na vySce pulzu.
Z t¢ vyplyva, Ze se zvétsujici se vysSkou pulzu dochézi ke zvySovéani proudové odezvy,
kterd roste az do hodnoty —50 mV. Pii vloZzeni vysSich napétovych pulzi se signal
rozsifoval a zhorSovala se vyhodnotitelnost v disledku vylu¢ovani vodiku. Pro dalsi
méieni byla nastavena Sitka pulzu —50 mV. Poslednim testovanym parametrem byla
Sitka pulzu ménéna v rozmezi 10-100 ms. Pribéh této zavislosti je ilustrovan na Obr.
18B, kde je vidét vyrazny pokles signélu s rostouci Sitkou pulzu. Pro dal§i méteni byla
proto zvolena hodnota $itky pulzu 20 ms, coz je doba pulzu piedchazejici dalsim 20 ms,

béhem nichz dochazelo k odectu proudu.
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20 1 / 20 | p
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Obr. 18: Zavislosti I, na v (A) a na Sitce pulzu (B) zaznamenané na m-AgSAE
Metoda DPYV, elektrolyt: BRB (pH 2), Epos = 0 mV, Eg,, = —1200 mV, v = 5-100 mVs_I(A)
a20mV s~" (B), vyska pulzu = —50 mV, §ivka pulzu = 80 ms (A) a 10-100 ms (B), c4s = 2x10 mol I’
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Obr. 19: DP voltamogramy AS' v zavislosti na vysce pulzu naméiené na m-AgSAE (A) a zavislost I,

na vysce pulzu (B)

Metoda DPV, elektrolyt: BRB (pH 2), Epoe= 0 mV, Ep,, = —1200 mV, v = 20 mVs
viska pulzu = —10-100 mV, §itka pulzu = 80 ms, c45=2%10"° mol I’

Vzhledem k tomu, Ze pii stanoveni AS s vyuzitim HMDE [109] pouzili autofi rovnéz
rozpoustéci voltametrii, byla moznost zatazeni akumula¢niho kroku testovana i na
m-AgSAE. Nicméné, v souladu s vySe uvedenymi vysledky studii zavislosti na rychlosti
polarizace bylo zjiSténo, Ze k adsorpci analytu na povrchu této elektrody nedochazi.
Byly testovany rizné E, a t,x dosahovala nékolika desitek s, ale Zadné zvyseni signalu
AS nebylo pozorovano. Na zavér optimalizanich experimentd byly urceny vhodné
podminky regenerace povrchu m-AgSAE. Regenerace probihala pifimo v analyzovaném
roztoku pfed kazdym méfenim. Byly testovany dva mozné postupy. Nejdiive byly
nastaveny riizné potencialy regenerace (Er,) v rozsahu od —1000 do —1400 mV vzdy po
dobu (#g) 30s. Poté bylo testovano zafazeni 30 regeneraCnich cykl, kdy bylo
pfepinano mezi dv€éma hodnotami potenciald, pozitivni (Ere = 0 mV) a negativni
(Ereg2 = —1000-—1400 mV), doba zdrzeni (#.,12) u jednotlivych potencialt byla vzdy
0,3 s. Vhodnost podminek byla testovana pti opakovaném méteni v modelovém roztoku
AS o koncentraci 2x10~ mol I"". Bylo vzdy zmé&feno 11 k¥ivek, vyhodnoceny hodnoty

I, a vypoctena relativni smérodatnd odchylka (RSD) opakovaného méfeni. Nejlepsi

51



vysledky (RSD = 4,1 %) poskytovala regeneracni procedura sestavajici z regeneracnich
cykli s Erer —1200 mV. Proto byl tento postup nadale vyuzivan pii stanoveni AS

s vyuzitim m-AgSAE ve vSech nasledujicich experimentech.

3.2.2.2 Analyza modelovych roztokii

S vyuzitim navrzené metody ve spojeni s m-AgSAE byla proméfena ftada
koncentracnich zavislosti s cilem zjistit linearni dynamicky rozsah (LDR), tedy rozsah
koncentraci, v némz poroste I, linearn€ s koncentraci AS v roztoku a v némz tedy bude

metoda vyuZitelnd. Na Obr. 20A je uveden piiklad koncentracni zavislosti v rozsahu od

5x10% do 4x10° mol 1.
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Obr. 20: DP voltamogramy AS v zavislosti na koncentraci ziskané na m-AgSAE (A) a zavislost I, na c (B)
Metoda DPYV, elektrolyt: BRB (pH 2), Epoe = 0 mV, Ep,, = —1200 mV, v = 20 mVs ',
vySka pulzu = =50 mV, Sirka pulzu = 20 ms, pocet Cisticich cyklii 30, E,eq; = 0 mV, E,oqo = —1200 mV,
tegrr = 0,35, cas = 5x10°°-4x10 " mol I'!

Z vynesené zavislosti [, na c¢ (Obr. 20B) popsané rovnici (13) 1 z
hodnoty ptisluSného korelacniho koeficientu (0,9887) je ziejmé, ze [, neroste zcela
linearné s koncentraci analytu. Za linearni bylo obvykle mozné povazovat pouze nartst
proudové odezvy po nékolika malo pridavcich a poté se proudové prirtstky snizovaly,

coz by svédCilo o pasivaci povrchu elektrody. Vzhledem ktomu, Ze adsorpce
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analyzované latky na povrch elektrody nebyla prokazana, je pasivace zplsobena
pravdépodobné adsorpci produktii elektrodové reakce. Problém se nepodatilo vyftesit
ani zménami v nastaveni parametri regenerace elektrodového povrchu. Presto byly pro
ilustraci a porovnani s dal$imi vysledky ziskanymi nasledné s vyuzitim BDDE
z prezentované koncentracni zavislosti, resp. zrovnice (13), vypocteny statistické
parametry pro navrzenou metodu, jako jsou hodnoty LOD 9,010 mol1™ a LOQ
3,2x10 ° mol 1",

I, [nA] = (—0,7864 + 0,0099)c[umol 1] + (=0,32 + 0,25),7 = 0,9887 (13)

I kdyz vysledky z méfeni koncentracnich zavislosti nebyly dobré a metoda
kalibra¢ni pfimky rozhodn€ neni vhodna pro stanoveni AS s vyuzitim DPV v kombinaci
s m-AgSAE, byla otestovdna 1 moznost stanoveni koncentrace AS v modelovych
roztocich metodou standardniho pfidavku. Byl analyzovdan modelovy roztok AS
o koncentraci 5x10°°mol I"" a vzdy byly pfidany 2 piidavky standardniho roztoku AS
o objemu 75 pl a koncentraci 0,001 mol 1. Piiklad realizovaného stanoveni spolu
s grafickym vyhodnocenim metody standardniho pifidavku je uveden na Obr. 21.
Stanoveni AS bylo provedeno 5%, nasledné¢ byla vypoctena priméma hodnota
koncentrace AS s pfislusSnym intervalem spolehlivosti (a = 0,05), vytéznost a RSD
opakovaného stanoveni. Ziskané vysledky jsou shrnuty v Tab. 3. Je zfejmé, Ze
stanovena hodnota koncentrace AS je sice spravna, ale vzhledem k velmi Sirokému
intervalu spolehlivosti neni stanoveni pfili§ pfesné. Navic vysokd hodnota RSD (15 %)
svéd¢i o velmi Spatné opakovatelnosti stanoveni, coz muize byt opét dano vySe

zminénymi problémy s pasivaci elektrody.

Tab. 3: Vysledky opakovaného stanoveni AS v modelovém roztoku s vyuzitim m-AgSAE

Koncentrace AS Stanoveno Vytéznost RSD
[mol 1] [mol 1] [%] [%]
5,0x107° (5,5040,55)x10°°  90,6-123.4 15,0
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Obr. 21: Stanoveni AS v modelovém roztoku s vyuzitim m-AgSAE (A) a grafické vyhodnoceni metody
standardniho pridavku (B)
Metoda DPV, elektrolyt: BRB (pH 2), Epoe = 0 mV, Er,, = —1200 mV, v = 20 mVs
vSka pulzu = =50 mV, Siika pulzu = 20 ms, pocet Cisticich cyklii 30, E,eq; = 0 mV, E,oq; = —1200 mV,
tregr2 = 0,3 s, standardni piidavek: V =75 ul, c4s = 0,001 mol !

Na zavér této kapitoly, tykajici se vyuziti m-AgSAE pro stanoveni AS, lze fici,
ze voltametrické chovani studovaného analytu na m-AgSAE odpovida vysledkim
z literatury ziskanym na HMDE [109]. Na druhou stranu ale bylo zji§téno, Ze m-AgSAE
neni pfili§ vhodnym nastrojem pro jeho stanoveni vzhledem k vySe uvedenym
statistickym parametrti. Proto nebyla tato elektroda aplikovana pfi analyze redlnych

vzorkda.
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3.3 Borem dopovana diamantova elektroda

V dalsi experimentalni c¢asti diplomové prace byla pro vyzkum elektrochemické
aktivity AS a vyvoj metody jeho stanoveni pouzita BDDE a to pro svou odolnost,
stabilitu, opakovatelnou proudovou odezvu a Siroké potencidlové okno jak v katodické,
tak v anodické oblasti. S vyuzitim této pracovni elektrody bylo poprvé studovano

oxidac¢ni chovani AS.

3.3.1 Voltametrické chovani azoxystrobinu na BDDE

Na uvod byl zmé&fen cyklicky voltamogram AS o koncentraci 1x10™* mol 1™ na
BDDE, ktery je uveden na Obr. 22. Jako zdkladni elektrolyt byl pro pocate¢ni
experimenty vybran BRB pufr o pH 2, ktery nejvice vyhovoval pii praci s m-AgSAE.
Potencial byl nastaven vrozmezi od E,¢ —1500 mV do Egpraw 72500 mV, vna
100 mV s . Bylo zjiténo, e AS na BDDE poskytuje v kyselém prostfedi na anodické
ktivce 2 oxidacni signaly, a to pii potencidlu +1600 mV a +2150 mV. Prvni signal byl
velmi dobfe vyvinuty a vyhodnotitelny, druhy byl vyznamné ovlivnén koncem
vyuzitelného potencidlového rozsahu. Na katodické kiivce nebyly zaznamenany zadné

odpovidajici redukéni signély. Lze tedy fici, Ze elektrochemické reakce je ireverzibilni.

E[mV]
2450 2100 1750 1400 1050 700 350 0
I I I I I I -5000
0
%
- 5000
- 10000
- 15000
- — —elektrolyt
_ - 20000 —
pridavek AS <
25000

Obr. 22: Cyklicky voltamogram AS zaznamenany na BDDE
Metoda CV, elektrolyt: BRB (pH 2), Epoe = —1500 mV, Epppan, = +2500 mV, v = 100 mV s~

cas = 1x10"* mol I'!
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3.3.1.1 Zavislost voltametrického chovani azoxystrobinu na pH

Stejné jako v predchozi kapitole byl testovan vliv pH prostiedi na tvar a vysku
oxida¢niho signalu AS na BDDE. Vyuzita byla opét CV a koncentrace AS v roztoku
byla 1x10™* mol 1", Pro zaji§téni kyselého prostiedi byla jako zakladni elektrolyt
pouzita 0,1mol 1" HCI a BRB pufr umoznil méfeni v rozsahu pH 2-12. Potencialovy
rozsah byl nastaven od —1500 do +2500 mV, v op&t na 100 mV s '. Na Obr. 23 jsou
uvedeny anodické casti cyklickych voltamogramt vybranych pH jak v kyselém, tak
v alkalickém prostiedi. Na rozdil od m-AgSAE byly oba signaly odpovidajici oxidaci
AS pozorovatelné vcelém sledovaném rozsahu pH. Vzhledem k budoucimu
analytickému vyuziti byla pozornost zamétena piedevsim na prvni signal, ktery byl diky
své poloze mnohem Iépe vyhodnotitelny. Ten vykazoval nejvyssi intenzitu v prostredi
BRB pufru o pH 2, coZ je zfejmé z uvedené zavislosti /, na pH na Obr. 24. Tato
proudova odezva méla také nejlépe vyvinuty tvar. Signdl se i se zménou pH drzel
pfiblizné kolem E, +1550 mV a k zddnému vyznamnému posunu nedochézelo, coZ by
sveédcilo o tom, ze se na sledované reakci nepodileji protony. Pro vSechna dalsi méteni

s vyuzitim BDDE byl jako zakladni elektrolyt vybran BRB puftr o pH 2.

2500 E[mV] 2150 1800 1450 1100
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[' /. 0,1 mol I'1 HCI 10000
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J— ey / ;o pH 3 - 15000
& e _ ’ —— pHS
i : - 20000
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Obr. 23: Anodické casti CV voltamogramii AS zaznamenanych na BDDE v zavislosti na pH
Metoda CV, elektrolyt: 0,1mol I"'HCI a BRB (PH 2-12), Epoe = =1500 mV, Eopran, = +2500 mV,
v=100mVs", cys=1x10"" mol I''
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Obr. 24: Zavislost I, na pH ziskand na BDDE
Metoda CV, elektrolyt 0,1mol I""HCl a BRB (pH 2-12), E,pc = —1500 mV, Ey,, = +2500 mV,
v=100mV s cus=1x10"" mol I'!

3.3.1.2 Zavislost voltametrického chovani azoxystrobinu na rychlosti polarizace

Vliv rychlosti polarizace na tvar a vySku prvniho anodického signalu AS
o koncentraci 1x10™* mol 1™ byl studovan v prostiedi BRB o pH 2 pomoci CV
v rozsahu potencialéi od —1500 do +2500 mV a v byla mé&n&na po 25 mV s ' v rozmezi
25-500 mV s . Z Obr. 25A je zfejmé, Ze s rostouci rychlosti polarizace se zvySovala
vyska proudové odezvy a posouvala se k negativnéjSim hodnotam potencialu. Tento
posun odpovida ireverzibilnimu pribéhu elektrochemické reakce, coz je v souladu
s vySe uvedenymi vysledky CV. Z ptiloZzené zavislosti /, na v (Obr. 25B) je vidét, ze
s rostouci rychlosti neroste signal linedrn¢ a elektrodovy d¢j tedy neni fizeny adsorpci.

"2 na Obr. 26A se blizi linearnimu prib&hu (rovnice 14) a proto

Zavislost I, na v
lze usuzovat, ze fidicim dé&jem elektrodové reakce je difuze, coz je pro BDDE
charakteristické. Nicméné hodnota korela¢niho koeficientu (» = 0,9694) svédci
o mozném vlivu adsorpce, ¢i kinetiky. Pro upfesnéni byla proto vynesena jesté zavislost
log(Z,) na log(v), kterd je uvedena na Obr. 26B a je charakterizovana rovnici (15)
s ptislusnym korelacnim koeficientem. Hodnota smérnice této zavislosti (0,401+0,012)
se sice blizi teoretické hodnoté 0,5, tato ale nelezi v uvedeném intervalu spolehlivosti.
Proto 1ze usuzovat na difuzné fizenou elektrodovou reakci s piipadnym vlivem kinetiky

né&jaké prediazené nebo nasledné chemické reakce.
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Ip[nA] = (180,1 + 4,5)v*/?[(s1)¥/2] + (390 + 73), r = 0,9845 (14)
log(Ip[nA]) = (0,401 + 0,012)log (v[s~*]) + (2,370 £ 0,029), r = 0,9917  (15)
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Obr. 25: Cyklické voltamogramy AS v zavislosti na v zaznamenané na BDDE (4) a zavislost I, na v (B)
Metoda CV, elektrolyt: BRB (pH 2), Epoe = —1500 mV, Eypran, = 2500 mV, v = 25-500 mVs |

cas= I1x10* mol I'!
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Obr. 26: Zavislost 1, na v!? (4) a logaritmickd zavislost I, na v (B) zaznamenané na BDDE
Metoda CV, elektrolyt: BRB (pH 2), Epoe = —1500 mV, Eprgn, = 2500 mV, v = 25-500 mVs

cas = 110" mol I'!
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3.3.2 Vyvoj metody voltametrického stanoveni azoxystrobinu

Pro stanoveni AS svyuzitim BDDE byla stejné jako v pfipadé m-AgSAE
zvolena metoda DPV. Na uvod byly optimalizovany podminky piedupravy elektrody
a parametry DPV jako rychlost polarizace, vyska a Sitka pulzu. Poté byla navrzena

metoda aplikovana pfi analyze modelovych roztok a redlnych vzorka.

3.3.2.1 Vliv predupravy povrchu BDDE na oxidacni signal azoxystrobinu

Pro stanoveni AS byl zvolen prvni oxida¢ni pik s ohledem na jeho lepsi polohu
a s tim souvisejici vyhodnotitelnost. Jak jiz bylo zmin€no v teoretické Casti prace, pro
zvysSeni citlivosti métenina BDDE, resp. pro zlepSeni jejich elektrochemickych
vlastnosti, je mozné povrch této elektrody pfed analyzou upravit. Doposud byly vSechny
experimenty realizovany na elektrod¢, jejiz povrch byl vzdy na zacatku prace podroben
tzv. cyklovani v roztoku pouzivaného zakladniho elektrolytu, kdy bylo zméfeno
20 cyklickych voltamogrami v rozsahu potencialii Epoc —1750 mV a Egprara +2500 mV.
Mezi jednotlivymi méfenimi pak nebyl zafazen zddny regeneracni krok. V nésledujici
studii byly aplikovany 4 postupy piedupravy elektrodového povrchu a nasledné byl
vzdy zméfen DP voltamogram AS (cas = 1x107 mol 17") v polarografické nadobce
s BRB pufrem (pH 2). Pocate¢ni parametry DPV byly nasledujici: vyska pulzu +50 mV,
Sitka pulzu 50 ms a v 20 mV s ', Vysledné kfivky jsou ilustrovany na Obr. 27A.

Prvnim testovanym postupem piedupravy elektrodového povrchu bylo vyse
zminéné cyklovani, kdy bylo pied analyzu roztoku AS vlozeno 20 potencidlovych cyklt
v rozsahu potencidlt —1750-+2500 mV. Touto upravou byl ziskan jasn¢ definovany,
dobfe vyvinuty a dobfe vyhodnotitelny signdl dostate¢né¢ oddéleny od nasledujiciho 2.
anodického piku. Soucasn¢ byla odectend hodnota 7, (AS) nejvySSi v porovnani
s ostatnimi postupy (Obr. 27B). Dalsi ptedipravou bylo lesténi elektrody pomoci lestici
sady tvofené polyuretanovou podlozkou, suspenzi Al,O; (velikost ¢astic 1,1 pum)
a jemnym praSkem Al,O; (0,3 um). Po této upravé se vyznamné zhorsil tvar kiivky
a zuzilo se potencidlové okno, coz vedlo ke zhorSeni vyhodnotitelnosti oxidacniho
signalu AS. Navic 2. pik AS nebyl pozorovéan vibec. Podobné vysledky byly ziskany
rovnéz zafazenim katodické predapravy, kdy byl nastaven na 300 s potencial
—2000 mV. Je zfejmé, Ze na H-terminovaném povrchu elektrody se zvysilo pozadi, pik
se rozsifil, snizila se jeho intenzita a vyznamné se zhorSila vyhodnotitelnost. Pro

anodickou predipravu byl opét na 300 s zarazen potencial +2300 mV. Proudova odezva
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byla stejné jako v ptipad¢ cyklovani dobfe vyhodnotitelna, tvar piku byl obdobny, ale
jeho vyska byla nizsi (Obr. 27B). Byly testovany i dal$i pozitivni hodnoty potencialu
(+2000-+2500 mV), ale nejvyssi I,(AS) byla ziskdna pro predipravu pii potencidlu
+2300 mV. Po porovnani vysledkl (Obr. 27) byla pro dalsi méfeni na BDDE zachovana

doposud vyuzivana procedura sestavajici z 20 cyklickych voltamogramti pied za¢atkem

prace.
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Obr. 27: Vliv predupravy elektrody na DP voltamogram AS ziskany na BDDE (4) a zavislost I, na
zpusobu predupravy elektrody (B)
Metoda DPV, elektrolyt: BRB (pH 2), Eyo; = 0 mV, Ey,y = +2100 mV, v = 20 mV s vika pulzu =
+50 mV, §ivka pulzu = 50 ms, c,5 = 1x107° mol I'; 1 — cyklovani (CV, 20 cykli, —1750-+2500 mV), 2 —

katodicka preduprava (—2000 mV, 300 s), 3 — anodicka preduprava (+2300 mV, 300 s), 4 — lesteni
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3.3.2.2 Optimalizace parametrii diferencni pulzni voltametrie

Parametry DPV byly optimalizovany pfi analyze modelového roztoku AS o
koncentraci 5x10° mol 1! v prostiedi BRB o pH 2. Prvnim testovanym parametrem
byla rychlost polarizace, ktera byla ménéna po 5mVs ' vrozmezi 5-100mV s .
Vyska pulzu +50 mV a Sitka pulzu 50 ms byly v pribéhu méfeni konstantni. Na
Obr. 28A je vynesena zavislost [, na v, ze které vyplyva, Ze srostouci rychlosti
vzristala proudova odezva p¥iblizn& linearné do rychlosti 20 mV s™'. Pomalejsi narist I,
pokragoval do v40 mV s ' a poté jiz dochazelo k deformaci tvaru proudového signalu

a nepravidelnému kolisani jeho intenzity. Pro dal$i méfeni byla proto vybrana rychlost
20mVs .
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Obr. 28: Zavislosti I,na v (4) a §ifce pulzu (B) zaznamenané na BDDE
Metoda DPYV, elektrolyt: BRB (pH 2), E,o; = 0 mV, Ey,, = +2100 mV, v = 5-100 mVs'(4)
a 20 mV s '(B), vyska pulzu = +50 mV, §ivka pulzu = 50 ms (A) a 10-100 ms (B), c4s = 5<10°° mol I'!

Dal$im testovanym parametrem byla vyska pulzu, kterd byla ménéna po 10 mV
v rozmezi od +10 do +100 mV (v =20 mV s ', §itka pulzu = 50 ms). Zaznam ziskanych
voltamogramt je uvedeny na Obr. 29A. Z tohoto obrazku a z ptislusné zavislosti /, na
vysce pulzu (Obr. 29B) je zfejmé, ze se vzrustajici vyskou pulzu dochazelo soucasné ke
zvySovani proudové odezvy. Tento nariist byl ptiblizn€ line4rni do hodnoty +70 mV, pfi
vysSich hodnotach jiz proudova odezva tolik nenartstala a dochédzelo k rozsifovani
signalu. Pro dalsi méfeni byla vybrana hodnota +60 mV. Sitka pulzu byla testovana
v rozsahu od 10 do 100 ms a ménéna byla vzdy po 10 ms (v=20 mV s, vyika pulzu
+60 mV). Odpovidajici zavislost /, na Sifce pulzu je uvedena na Obr. 28B a je zni
patrné, ze s rostouci Sitkou pulzu dochazi k rychlému snizovani proudové odezvy az do

hodnoty 40 ms. Poté se vySka signalu snizovala pozvolngji. Vzhledem ke tvaru
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ziskaného piku byla pro vSechna dalSi métfeni vybrana §itka pulzu 30 ms, coz je doba

pulzu pfedchazejici dalsim 20 ms, béhem nichz dochézelo k odectu proudu.
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Obr. 29: DP voltamogramy AS v zavislosti na vysce pulzu zaznamenané na BDDE (A) a zavislost I,
na vysce pulzu (B)
Metoda DPV, elektrolyt: BRB (pH 2), Epo; = 0 mV, Eyo, = +2100mV, v =20 mVs
vska pulzu = +10-+100 mV, $ivka pulzu = 50 ms, c45 = 5%10°° mol '’

Opakovatelnost méfeni metodou DPV s optimalizovanymi parametry byla
ovéfena na modelovém roztoku AS o koncentraci 5x10°° mol 1”'. Bylo zméfeno 11
ktivek, jejichz zdznam je uveden na Obr. 30. Jiz z obrazku je patrné, Ze opakovatelnost
je velmi dobré pro oba anodické piky AS. Vysky 1. signdlu byly vyhodnoceny a byla
vypoctena primérna [, 126,08+0,34 nA. Hodnota RSD opakovaného méfeni byla
0,47 %, coz svéd¢i o velmi dobré opakovatelnosti méteni na povrchu BDDE. Soucasné
bylo potvrzeno, Ze nastaveny postup Upravy elektrody pied métenim byl zvolen spravné
a ze neni nutné elektrodu mezi jednotlivymi méfenimi regenerovat. Navrzené podminky

byly nadale vyuZivany pii analyze modelovych roztokli AS.
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Obr. 30: DP voltamogramy opakovaného méreni AS zaznamenané na BDDE
Metoda DPYV, elektrolyt: BRB (pH 2), Epoe = 0 mV, Ep, = +2100 mV, v = 20 mVs

vska pulzu = +60 mV, §ifka pulzu = 30 ms, c4s = 5%10"mol I’

3.3.2.3 Analyza modelovych roztokii

S vyuzitim nové metody pro stanoveni AS pomoci DPV ve spojeni s BDDE byla
proméiena fada koncentracnich zévislosti s cilem zjistit vyuzitelny koncentra¢ni rozsah,
stejné jako tomu bylo u m-AgSAE. M¢éteni probihala v prostiedi BRB pufru o pH 2
s nastavenymi optimalizovanymi parametry: Ep¢ = 0 mV, E,, = +2100 mV,
v=20mVs ', vyska pulzu = +60 mV, §iika pulzu = 30 ms. Na Obr. 31 a 32 jsou
uvedeny piiklady voltamogrami zavislosti na cas vrozsahu od 5x107° do
1,55x10 *mol I"' (rovnice 16) a od 5x10 do 6,5x10° moll" (rovnice 17)
s pfisluSnymi zévislostmi , na ¢ ve vloZzenych grafech.

I, [nA] = (11,372 £ 0,054)c[umol I71],7 = 0,9995 (16)
I, [nA] = (13,920 £ 0,099)c[pmol 17] + (=2,19 + 0,39),7 = 0,9998 (17)

Z obrazkid 1 uvedenych rovnic je ziejmé, ze I, rostla linedrné s rostouci koncentraci
analytu v celych sledovanych koncentra¢nich rozsazich. Na zdkladé téchto métfeni byl
uren vyuzitelny koncentracni rozsah pro stanoveni AS touto metodou v rozmezi od

5x1077 do 2x10 *mol I,
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Obr. 31: DP voltamogramy AS v zavislosti na c,s zaznamenané na BDDE (A), zavislost I, na cs (B)

Metoda DPYV, elektrolyt: BRB (pH 2), Epoe = 0 mV, Egoy = +2100 mV, v = 20 mVs
vska pulzu = +60 mV, §irka pulzu = 30 ms, c,5 = 5x107°-1,55%10"" mol r!
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Obr. 32: DP voltamogramy AS v zavislosti na c,s zaznamenané na BDDE (A), zavislost I, na cs (B)
Metoda DPYV, elektrolyt: BRB (pH 2), Epoe = 0 mV, Egoy = +2100 mV, v = 20 mVs
vyska pulzu = +60 mV, §irka pulzu = 30 ms, c45 =5 x1077-6,5%10"° mol I'!; Sedé krivky — namérene,

cerné kiivky — po odectu zakladniho elektrolytu
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Z koncentracni zavislosti uvedené na Obr. 32 naméiené pro nizsi koncentraci AS
byl vypocitan LOD a LOQ pro navrzenou metodu. Byly ziskany hodnoty LOD
8,4x10  mol I"" a LOQ 2,8x107" mol I”". Takto nizké hodnoty jsou velice dobrym
vysledkem pro BDDE a jsou dany velice dobrou linearitou zavislosti pouzité k vypoctu.
V porovnani s m-AgSAE (LOD 9,0x10 mol1™" a LOO 3,2x10° mol ") byly na
BDDE dosazeny o cely koncentracni fad niz§i hodnoty a tato elektroda tedy umoziuje
stanoveni mnohem niz§ich koncentraci. Na rozdil od m-AgSAE navic poskytuje velmi
Siroky vyuzitelny koncentra¢ni rozsah, v jehoZ ramci roste I, linearn€ s koncentraci AS.

Problémy s pasivaci povrchu nebyly u BDDE pozorovany.

Na zavér této studie byla otestovana opakovatelnost stanoveni koncentrace AS
v modelovych roztocich s vyuZitim DPV v kombinaci s BDDE. Stanoveni probihalo pfi
koncentraci AS v polarografické nadobce 5x10°° mol 1" a byla pouzita metoda
standardniho ptidavku, kdy byly vzdy ptidany 3 piidavky standardniho roztoku AS
o objemu 75 pl a koncentraci 0,001 mol 1. Ptiklad stanoveni spolu s grafickym
vyhodnocenim metody standardniho ptfidavku je uveden na Obr. 33. Stanoveni AS bylo
provedeno 5x, nasledn¢ byla vypoctena primérna hodnota koncentrace AS s ptislusnym
intervalem spolehlivosti, vytéznosti a RSD. Z vysledkid shrnutych v Tab. 4 je zfejmé, ze
stanovend hodnota koncentrace AS je spravna a vzhledem k uzkému intervalu
spolehlivosti je stanoveni i1 dostatecné ptresné. Hodnota RSD (1,57 %) svédc¢i o velmi
dobré¢ opakovatelnosti stanoveni. Na rozdil od m-AgSAE se tak BDDE ukazala byt
vhodnym ndstrojem pro stanoveni AS v modelovych roztocich. Proto budou nasledujici
kapitoly vénovany aplikaci této elektrody ve spojeni s DPV pfi analyze realnych vzorka

pitnych a ptirodnich vod i pesticidniho ptipravku.

Tab. 4: Vysledky opakovaného stanoveni AS v modelovém roztoku s vyuzitim BDDE

Koncentrace AS Stanoveno Vytéznost RSD
[mol 1] [mol 1] [%] [%]
5,0x10° (5,0004£0,052)<10°  98,4-102,4 1,57
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Obr. 33: Stanoveni AS v modelovém roztoku o koncentraci 5x107° mol I"'s vyuzitim BDDE (A)
a grafické vyhodnoceni metody standartniho pridavku (B)
Metoda DPV, elektrolyt: BRB (pH 2), Epoe = 0 mV, Epoy = +2100 mV, v = 20 mVs |
wWika pulzu = +60 mV, §itka pulzu = 30 ms, standardni pridavek: V =75 ul, c45 = 0,001 mol !

3.3.2.4 Interferencni studie

Vzhledem k ptfedpokladané aplikaci vyvinuté metody pfi analyze readlnych vzorka
byla zpracovéana interferencni studie zaméfena na dalsi pesticidni latky, jejichz vyskyt
1ze v souvislosti s AS ocekavat. Jak jiz bylo uvedeno v teoretické Casti této diplomové
prace, AS se vyskytuje ve fungicidnich piipravcich bud’ samostatné jako jedind uc¢inna
latka (Amistar, Ortiva, Azaka, apod.), nebo ve smési nejcastéji spolecné s latkami
spadajicimi do tfidy azold (Askon, Comrade, Custodia, apod). Tyto mohou byt rovnéz
elektrochemicky aktivni a ovliviiovat vysku a tvar signalu poskytovaného analytem.
Mezi nejcastéji se vyskytujici azolové fungicidy patii tebuconazol (TB), epoxiconazol
(EPX), propiconazol (PRP), cyproconazol (CYP) a difenoconazol (DIF). Proto byla
prvni cast interferencni studie zaméfena na tyto latky. Koncentrace AS pii téchto
experimentech byla 5x107° mol 17" a ostatni fungicidy byly ptidavany vzdy ve tfech
koncentracich 5><1077, 5%10 % a 5%107° mol I"!. Pomér koncentraci AS s interferentem
tedy byl 1:0,1, 1:1 a 1:10. Analyzy probihaly pfi podminkdch optimalizovanych
v predchozich kapitolach. Vzdy byla nejprve zméfena I, AS, poté byly piidavany
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interferujici latky v uvedenych koncentracich a opét zméfena [, AS. Za vyznamnou
rusivou latku byla povazovéana takova, kterd ovlivnila /, AS o vice nez 5 %. Podle
vysledkll uvedenych v Tab. 5 je mozné za vyznamné interferenty povazovat DIF a TB,
které ovlivituji odezvu AS vyrazné jiz pti poméru 1:1. Jak je ilustrovano na Obr. 34 pro
TB, ob¢ tyto latky poskytuji vyznamny oxidacni signal pfi potencidlu blizkém E, AS
a zhorSuji tak moznost jeho vyhodnoceni. Pravé TB se vyskytuje spolecné s AS
v postficich na obiloviny a stanoveni AS bez piedeslé izolace nebo tpravy vzorku bude
neposkytuji zddnou anodickou proudovou odezvu. Ptesto byl v pfipadé nadbytku EPX
a CYP pozorovan pokles [, AS. V tomto piipadé se vSak pravdépodobné nejedna
o interferenci, ale o snizeni signdlu v disledku vyznamného zvySeni obsahu
organického rozpoustédla v polarografické nadobce, kdy doslok ziuzeni potencialového
okna. V dostupnych pesticidnich ptipravcich obsahujicich smési AS a testovanych
azolovych fungicidl se tyto vyskytuji obvykle ve srovnatelném nebo mensim mnozstvi

nez AS. Proto lze fici, ze vedle PRP, EPX i CYP lze AS bez problému stanovit.
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Obr. 34: DP voltamogramy AS v pritomnosti TB ziskané na BDDE
Metoda DPYV, elektrolyt: BRB (pH 2), Epoe = 0 mV, Epoy = +2100 mV, v = 20 mVs
vySka pulzu = +60 mV, sirka pulzu = 30 ms, c45 = 5510 mol I, crp=5%1077, 5x10°%a 5x10° mol I’
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Tab. 5: Vysledky interferencni studie pro stanoveni AS v pritomnosti azolovych fungicidii na BDDE

Zm¢éna I, v pfitomnosti interferentu [%]

CAS : Cinterferent

Interferent

1:0,1 1:1 1:10
tebuconazol -1,6 -31,0 —74,8
epoxiconazol +1.,5 +1,0 -10,1
propiconazol +1,3 +0,1 -1,3
cyproconazol +1,0 +1,7 -11,8
difenoconazol -0,3 -7,53 —49,2

Stejnym zpiisobem byla otestovana fada dalSich pesticidi uvedenych i s
prislusnymi vysledky v Tab. 6. Tyto pesticidy lze rozdélit do 3 skupin. Herbicidy
tribenuron a glyfosat a insekticid imidacloprid nemaji zadny vliv na proudovou odezvu
AS. Do stejné skupiny lze zatadit i herbicidy prometryn, triasulfuron a triclopyr, které
zpusobily jen nepatrny pokles signalu pii desetindsobném nadbytku v analyzovaném
roztoku. Zatimco prometryn a triclopyr neposkytuji zadny oxidaéni signal, jenz by
interferoval s pikem AS, a pokles miize byt zptisoben opét zvysenim podilu organického
rozpoustédla v roztoku, v pfipad€ triasulfuronu je nizsi /, AS zplsobeno zhorSenou
vyhodnotitelnosti kvili piku triasulfuronu v tésné blizkosti. Vliv triasulfuronu na signél
AS je dokumentovan na Obr. 35. Dalsi skupinu tvofi chlorpyrifos, ktery se pouziva jako
postiikovy insekticid k hubeni skladiStnich sktidc v mlynech, pekarnach nebo silech a
herbicid bentazon aplikovany pfi hubeni trav vyskytujicich se v sadbach brambor,
je¢meni 1 pSenici [121]. Tyto pesticidy vyznamné ovliviuji signal AS, pokud se ve
vzorku vyskytuji ve vyznamném nadbytku. Vzhledem k plodinam, pfi jejichz ochrané
se aplikuji, by mohly zplisobovat problémy pii stanoveni AS v redlnych vzorcich.
Nejvyznamnéj$imi interferenty jsou pymetrozin a chloridazon.Pymetrozin se pouziva
k hubeni mSic na brambordch a zelenin€ [122] a mohl by ruSit stanoveni AS kvili
vysoké interferenci i jiz pfi koncentracich srovnatelnych (1:1), protoze poskytuje
oxidacni signdl pii stejném potencidlu jako AS a jeho pik tak ptekryva (Obr. 36).
Chloridazon je herbicidem vyuzivanym pii ochrané cukrové 1 krmné tepy [123].
Plodiny oSetfované¢ AS se chloridazonem obvykle neoSetiuji, proto by se tyto latky

spole¢né vyskytovat nem¢ly a pii analyze redlnych vzorka proto chloridazon nevadi.
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Tab. 6: Vysledky interferencni studie pro stanoveni AS v pritomnosti vybranych pesticidii na BDDE

Zména I, v pfitomnosti interferentu [%o]

CAS : Cinterferent

Interferent

1:0,1 1:1 1:10
bentazon -1,1 -1,3 -36,0
prometryn +2,1 +1,3 -7,1
triclopyr +1,5 —-0,9 -7,4
tribenuron -0,7 —0,1 33
chlorpyrifos -1,9 —3,6 -57,7
triasulfuron +2.,9 —0,9 -13.,3
pymetrozin +3,7 +80,2 +754,3
glyfosat -0,4 -1,3 -0,7
chloridazon 2,7 —42,3 —94,6
imidacloprid +1,6 +0,4 -0,3

E [mV]
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Obr. 35: DP voltamogramy AS v pritomnosti triasulfuronu (TR) ziskané na BDDE
Metoda DPYV, elektrolyt: BRB (pH 2), Epoe = 0 mV, Epoy = +2100 mV, v = 20 mVs
vySka pulzu = +60 mV, sirka pulzu = 30 ms, c45 = 5510 mol I, crp=5%1077, 5x10°%a 5x10° mol I’
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Obr. 36: DP voltamogramy AS v pritomnosti pymetrozinu (PM) ziskané na BDDE
Metoda DPYV, elektrolyt: BRB (pH 2), Epoe = 0 mV, Eroy = +2100 mV, v = 20 mVs !
vySka pulzu = +60 mV, sirka pulzu = 30 ms, c4s=5 x10 Smol I, cpu=235 x1077, 5x10°°a 5x10  mol I'*

3.3.2.5 Analyza redlnych vzorkii

Po vytvoteni idealnich podminek analyzy byla navrzend DPV metoda otestovana
pro stanoveni AS v nékolika redlnych vzorcich. Prvnim z nich byla kohoutkova voda
odebrand v laboratofi Univerzity Pardubice. Ta AS b&zné neobsahuje, proto byl do ni
pridavan. Nejdiive byla proméfena fada koncentracnich zavislosti pro AS v pitné vodé.
Piiklad pro koncentrace v rozsahu od 5x10°" do 4x10°mol I"' je uveden na Obr. 37A.
Do polarografické nadobky bylo nadavkovano vzdy 13 ml vzorku vody obohacené
pfidavkem standardniho roztoku AS na uvedenou koncentraci (v tomto piipadé
5x10 " mol 1) a 2 ml BRB pufru o pH 2. Z vlozené zavislosti I, na ¢ (Obr. 37B)
vyplyva, ze sledovany signal s rostouci koncentraci nartstal linearné. Z rovnice piimky
(18) s prislusnym korelaénim koeficientem byl pro pitnou vodu vypocitan LOD
1,2x107 mol 1"" a LOQ 4,1x10 " mol I”". Pro prehlednost jsou tyto vysledky spolu

s hodnotami pro fi¢ni vodu a modelové roztoky shrnuty v Tab. 7.

I, [nA] = (11,41 £ 0,19)c[umol I"!], r = 0,9992 (18)
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Obr. 37: DP voltamogramy AS ve vzorku kohoutkové vody v zavislosti na koncentraci zaznamenané na
BDDE (A), zavislost I, na c4s (B)
Metoda DPYV, elektrolyt: BRB (pH 2), Epoe = 0 mV, Epoy = +2100 mV, v = 20 mVsiI,

wWika pulzu = +60 mV, §ifka pulzu = 30 ms, cqs= 5x10""-4x10 " mol I''; Sedé kiivky — namérené, cerné

krivky — po odectu zdakladniho elektrolytu

Tab. 7: Statistické parametry pro stanoveni AS v modelovych roztocich a redlnych vzorcich vod

s vyuzitim DPV v kombinaci s BDDE

Vzorek LOD LOQ RSD (n=11)
[mol 1] [mol 1] [%]
modelovy roztok 8,4x10°° 2,810 0,47
pitna voda 1,2x1077 4,1x1077 2,91
fi¢ni voda 8,0x10° 2,7x1077 3,62

Druhym analyzovanym vzorkem byla voda z feky Chrudimky, odebrana v obci
Slatinany. Vzorek vody byl ponechan az do analyzy v chladni¢ce a po odstati davkovan
do polarografick¢ nadobky stejné jako vzorek vody kohoutkové, tedy 13 ml vzorku
s odpovidajicim pifidavkem standardniho roztoku AS a 2 ml BRB pufru (pH 2).
Nasledovalo opét méfeni koncentracnich zavislosti s vyuZzitim optimalizované DPV ve
spojeni s BDDE. Piiklad koncentra¢ni zavislosti namétené v ficni vodé v rozsahu
5x107" do 4x107° mol 1" je uvedena na Obr. 38A. Z vynesené zavislosti I, na c
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(Obr. 38B) a z korelacniho koeficientu 0,9996 rovnice (19) je ziejmé, Ze s rostouci
koncentraci rostla proudova odezva linearné. Dale byl z rovnice pfimky vypocitan LOD
8,010 * mol 1" a LOQ 2,7x10 " mol 1"". Z Tab. 7 vyplyva, ze vysledky dosazené pro
pitné a ficni vody jsou srovnatelné s parametry vypoctenymi pro modelové roztoky.
Nepatrné zvySeni LOD 1 LOQ pro pitnou vodu v podstaté odpovida tomu, Ze musela byt
pro analyzu nafedéna piidavkem malého objemu BRB, zatimco u modelovych roztokt
k zddnému dodatecnému fedéni nedochézelo. Hodnoty RSD opakovaného méteni AS
(5,010 mol 1"', n = 11) uvedené rovné&z v Tab.7 se pro realné vody zvysily, ale ve

vSech ptipadech jsou < 4 %, coz stale svédci o velmi dobré opakovatelnosti.

I, [nA] = (10,12 £ 0,12)c[umol 1"*] + (—0,39 + 0,27), r = 0,9996 (19)

1800 E[MVI1550 1300 1050 800 550
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Obr. 38: DP voltamogramy AS ve vzorku ricni vody v zavislosti na koncentraci zaznamenané na
BDDE (A), zavislost I, na c4s (B)
Metoda DPYV, elektrolyt: BRB (pH 2), E,.; = 0 mV, Ey,, = +2100 mV, v = 20 mVs
wWika pulzu = +60 mV, §ifka pulzu = 30 ms, cqs= 5x10"7-3,5%10 " mol I''; Sedé kiivky — namérené,

Cerné kiivky — po odectu zakladniho elektrolytu

Pro oba vzorky realnych vod byla testovana také opakovatelnost stanoveni AS.
Opét byla pouzita metoda standardniho ptidavku. Do polarografické nadobky bylo
nadavkovano 13 ml kohoutkové, resp. fi¢ni vody s pifidavkem AS vzdy na vyslednou

koncentraci v analyzované vodé 5x10° mol 1" a 2 ml BRB pufru. Pii vlastnim
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stanoveni byly pfidavany 2 ptidavky 75 pl standardniho roztoku AS o koncentraci
0,001 mol 1"". Stanoveni bylo provedeno 5x, byl vypoéitin primér se smérodatnou
odchylkou, vytéznosti a RSD. VSechny vysledky jsou uvedeny v Tab. 8, jsou spravné,
piesné a vypovidaji o velmi dobré opakovatelnosti stanoveni. Piiklady voltamogramu
stanoveni koncentrace AS spolu s grafickym vyhodnocenim metody standardniho

ptidavku jsou uvedeny na Obr. 39 pro pitnou vodu a 40 pro fi¢ni vodu.

Tab. 8: Vysledky opakovaného stanoveni AS ve vzorcich vod s vyuzitim DPV v kombinaci s BDDE

Vzorek Koncentrace AS Stanoveno Vytéznost RSD
[mol 1] [mol I7'] [%] [%)]
pitna voda 5,0x107° (4,990+0,046)x10°  98,4-101,8 1,4
fi¢ni voda 5,0x10°° (5,070120,0083)x10°  99,4-105,8 2,47
E [mV]
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1 1 1 50
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B
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Obr. 39: Stanoveni AS ve vzorku kohoutkové vody o koncentraci 5x10°mol I s vyuzitim BDDE (4)
a grafické vyhodnoceni metody standardniho pridavku (B)
Metoda DPYV, elektrolyt: BRB (pH 2), Epos = 0 mV, Eg,, = +2100 mV, v = 20 mVs,
vwska pulzu = +60 mV, §itka pulzu = 30 ms, standardni pridavek: V =75 ul, ¢4 = 0,001 mol "
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Obr. 40: Stanoveni AS ve vzorku Ficni vody o koncentraci 510" °mol I'' s vyuzitim BDDE (4)
a grafickeé vyhodnoceni metody standardniho pridavku (B)
Metoda DPYV, elektrolyt: BRB (pH 2), Epoe = 0 mV, Egoy = +2100 mV, v = 20 mVs !
vika pulzu = +60 mV, §ivka pulzu = 30 ms, standardni pridavek: V =75 ul, c4s = 0,001 mol I’

Poslednim analyzovanym realnym vzorkem byl fungicidni ptipravek Ortiva, u
n&jz vyrobce (AgroBio Opava) deklaroval obsah AS 250 g 17'. Stanoveni bylo
provedeno opét metodou standardniho piidavku a bylo 5% zopakovéno. Pfiprava vzorku
je popsana v Experimentélni ¢asti v kapitole 2.3.4. Roztok ptipravku Ortiva pfipraveny
k analyze obsahoval koncentraci AS kolem 0,001 mol I (vypo&teno na zaklad& obsahu
deklarovaného vyrobcem). K 15 ml BRB o pH 2 bylo do polarografické nadobky
pridavano 75 pl roztoku vzorku. Po proméfeni byly ptfiddvany vzdy 2 pridavky
standardniho roztoku AS opét o objemu 75 pl a koncentraci 0,001 mol 17'. Ptiklad
voltamograma analyzy fungicidniho pfipravku je uveden na Obr. 41A spolecné
s grafickym vyhodnocenim metody standardniho pfidavku (Obr. 41B). Z vypocteného
obsahu a dalSich parametri uvedenych v Tab.7 vyplyva, Ze stanoveni AS ve
fungicidnim ptipravku vykazuje velmi dobré vysledky s dobrou opakovatelnosti. Na
zaveér prace tedy bylo ovéfeno, Ze navrzena metoda stanoveni AS s vyuzitim BDDE je

vhodna i pro analyzu redlnych vzorkt.

74



1700 1450 1200 950 700
| | | 50
- 200
100 -
- - —elektrolyt . 350
507
vzorek B .
e | ‘i" 33 | | 1 <
pridavky AS 10 5 0 5 10 15 £
¢ [umol I'1] =
500

Obr. 41: Stanoveni AS ve fungicidnim pripravku Ortiva s vyuzitim BDDE (4)a grafické vyhodnoceni
metody standardniho pridavku (B)
Metoda DPYV, elektrolyt BRB (pH 2), E,o: = 0 mV, E,y = +2100 mV, v = 20 mVs !
wiska pulzu = +60 mV, §ika pulzu = 30 ms, standardni pridavek: V =75 ul, ¢,5 = 0,001 mol I’

Tab. 7: Vysledky opakovaného stanoveni AS ve vzorku Ortiva s vyuzitim DPV v kombinaci s BDDE

Deklarovano Stanoveno VytéZnost RSDsg
[g1] [g1] [“o] [70]
250 (251,143,9) 97,4-102,7 2,38
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4 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo studium voltametrického chovani azoxystrobinu
a vyvoj metody jeho stanoveni na rtutfovym meniskem modifikované sttibrné pevné
amalgamové elektrodé a borem dopované diamantové elektrodé. AgSAE byla pouzita
s ohledem na své elektrochemické vlastnosti podobné rtutové elektrodé pro studium
redukénich procest AS a BDDE je vhodnym néstrojem pro sledovani oxidacnich
elektrodovych reakci.

V prvni ¢asti diplomové prace byly ovéteny vysledky souvisejici se stanovenim
AS s vyuzitim rtutové elektrody dle publikace [109]. Bylo potvrzeno, Ze AS poskytuje
jeden velmi dobfe vyvinuty redukéni signal v prostedi 0,1mol I"" HCI kolem potencialu
=900 mV, ktery mize byt vyuzit pro analytické ucely. Vzhledem k tomu, Zze m-AgSAE
obvykle poskytuje obdobné vysledky jako HMDE, bylo nejprve chovani AS studovéano
pomoci této elektrody. Jako prvni byla pouzita CV a bylo zjisténo, Ze AS poskytuje na
m-AgSAE jeden redukéni signal v prostiedi zfedéné HCI, ktery se s rostoucim pH
posouva k negativnéjsim potencialiim, dosahuje maxima pii pH 2 a poté se zmenSuje
apii pH 5 mizi. Soucasné se kolem pH 2 objevuje 2. pik. V neutralnim a alkalickém
prostiedi jiz AS neposkytuje zadnou redukéni odezvu. Na BDDE byly zaznamenany 2
oxidacni signdly, jejichZ poloha se neménila, v celém testovaném rozsahu pH. V obou
pfipadech se jednalo o ireverzibilni elektrodové reakce a fidicim déjem byla urcena
difuze. Jako zékladni elektrolyt pro nasledujici méfeni byl vybran BRB o pH 2 pro ob¢
testované elektrody a prvni redukéni (m-AgSAE), resp. oxida¢ni (BDDE) signal
s ohledem nalepsi opakovatelnost a vyhodnotitelnost.

Pro vyvoj metod stanoveni AS byla pouzita DPV a byly navrzeny parametry
jako je rychlost polarizace, vyska a Sitka pulzu, parametry regenerace elektrodového
povrchu (m-AgSAE) a vhodny zptisob piedupravy povrchu (BDDE). Po nastaveni
optimalnich parametri. DPV byla svyuzZitim obou elektrod proméfena tada
koncentra¢nich  zavislosti v modelovych roztocich scilem zjistit vyuzitelny
koncentra¢ni rozsah metod a stanovit zakladni statistické parametry jako LOD a LOQ.
Z porovnani vychazi mnohem Iépe BDDE, kterd umoznila dosazeni o cely koncentra¢ni
tad nizsi hodnoty LOD (8,4x10°* mol 1) a LOQ (2,7x10"" mol 1) nez m-AgSAE.
Navic poskytuje mnohem ir§i LDR (5x1077 do 2x10 *mol I""). Sougasn& bylo zjiténo,

ze m-AgSAE neumoziuje, pravdépodobné kvili pasivaci povrchu, méfeni delSich
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koncentracnich zavislosti, protoze I, roste linedrné vzdy pouze se 2-3 piidavky
standardniho roztoku AS. Ani opakované stanoveni AS v modelovych roztocich
metodou standardniho ptidavku s vyuzitim m-AgSAE neposkytovalo spravné a presné
vysledky. Vysokd hodnota RSD (15 %, cas = 5%x107° mol I™") navic svéd¢i o velmi
$patné opakovatelnosti. Oproti tomu RSD (1,57 %, cas = 5x10°mol I'"), ktera byla
ziskana na BDDE, svéd¢i o velmi dobré opakovatelnosti a vysledky stanoveni byly
spravné a presné. Z téchto divodi byla pro nasledujici experimenty zamétfené na
analyzu redlnych vzorkl vybrana jako lepsi varianta DPV ve spojeni s BDDE.

Nejdiive byla zpracovana interferencni studie zamétena na dalsi pesticidni latky,
které¢ se mohou vyskytovat v pesticidnich pfipravcich spolu s AS nebo mohou byt
pfitomny v prostiedi v souvislosti s jejich aplikaci. Na zavér byla vyvinutd metoda
s vyuzitim BDDE uspésné aplikovéana pfi analyze realnych vzorki kohoutkové a pitné
vody a pesticidniho pfipravku Ortiva. Dosazené vysledky byly spravné, pfesné a velmi
dobie opakovatelné.

Zavérem lze tedy fici, Zze byl splnén cil prace a byla vyvinuta metoda pro
stanoveni AS. Velmi dobré vysledky byly dosazeny s vyuzitim BDDE pii sledovani
oxidace analytu, naopak m-AgSAE se jevi pro tuto konkrétni aplikaci jako méné

vhodna alternativa.
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