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ANOTACE

Cilem této bakalarské prace byl vyvoj voltametrické metody pro stanoveni fungicidu
benalaxylu s vyuzitim elektrody z diamantu dopovaného borem. V ramci teoretické ¢asti byla
pozornost vénovana principim voltametrické analyzy a byla zpracovana reserSe tykajici se
benalaxylu, jeho funkce, pouziti, negativnich uCinkli a zejména moznosti jeho stanoveni.
Elektrochemické chovani benalaxylu bylo studovano pomoci cyklické voltametrie, zatimco pro
stanoveni byly testovany diferencni pulzni a square wave voltametrie. Vyvinutd metoda byla
aplikovana pfi analyze modelovych roztokl benalaxylu a redlnych ptirodnich vod. Vzhledem
k nizkym koncentracim pesticidi v povrchovych vodach byl navrzen postup zakoncentrovani

vzorku.
KLICOVA SLOVA

Benalaxyl, fungicidy, borem dopovana diamantova elektroda, voltametrie, analyza pfirodnich

vod, extrakce na tuhou fazi.
TITLE
Development of a voltametric method for the determination of the fungicide benalaxyl

ANNOTATION

The aim of this bachelor’s thesis was to develop a voltametric method for the determination of
the fungicide benalaxyl using a boron-doped diamond electrode. In the theoretical part,
attention was paid to the principles of voltametric analysis and research was carried out on
benalaxyl, its function, uses, negative effects and especially the possibilities of its
determination. The electrochemical behavior of benalaxyl was studied by cyclic voltammetry,
while differential pulse and square wave voltammetry were tested for its determination. The
developed method was applied to the analysis of model solution of benalaxyl and real natural
waters. Due to the low concentrations of pesticides in surface waters, a sample concentration

procedure was proposed.
KEYWORDS

Benalaxyl, fungicides, boron-doped diamond electrode, voltammetry, natural water analysis,

solid phase extraction.
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Uvod

Stale rostouci svétova populace pfinadsi zvySujici se naroky na produkci potravin, a tim i na
intenzifikaci zemédélské vyroby. Aby bylo mozné zabezpecit dostatek zemédélskych plodin a
minimalizovat ztraty zptisobené Sktidci a chorobami, dochdzi k masivnimu vyuzivani pesticidd,
mezi které¢ patfi mimo jiné fungicidy. Tyto latky jsou pouzivané k ochrané rostlin pred
houbovymi onemocnénimi. S rostoucim pouzivanim téchto chemickych latek vSak miize
vzniknou zavazny ekologicky problém. Zbytky pesticidi se mohou dostavat do zivotniho
prostiedi, kde pretrvavaji a negativné ovliviiuji ekosystémy. Povrchové a podzemni vody jsou
jejich Castym recipientem v disledku zeméde€lského odtoku, coz muze vést k zatézi vodnich
organismil. Kromé& toho mohou rezidua pesticidi pretrvavat také v potravinach, coz miize

zpisobit neptiznivé disledky i na lidské zdravi.

Jednim z ¢asto vyuzivanych fungicidi je benalaxyl, ktery je U¢inny ptredevsSim proti plisni
révové a bramborové. Benalaxyl je pfijiméan rostlinou a rozvadén do vSech jejich ¢asti, coz
zajiSt'uje vysokou ucinnost, ale zaroven zvysuje riziko jeho ptetrvavani v Zivotnim prostiedi.
Proto je potfeba mit k dispozici metody umoznujici jeho monitorovani nejen v prostiedi, ale i

v potravinach.

Bézné se pro stanoveni pesticidil v riznych typech vzorkil vyuzivaji chromatografické metody
ve spojeni s riznymi detekénimi systémy, které jsou ale instrumentdlné a cenové naro¢né.
Voltametrické metody nabizeji fadu vyhod. Vedle vysoké citlivosti se jednd zejména o nizké
naklady, rychlost analyzy a moZnost miniaturizace zafizeni pro pouZiti pfimo v terénu. S
vyuzitim vhodné pracovni elektrody, jako je borem dopovana diamantovéa elektroda, lze
dosdhnout vyborné citlivosti, stability a reprodukovatelnosti méteni, coZ z téchto metod cini

velmi efektivni nastroj pro detekci nizkych koncentraci pesticidd.

Tato prace je zaméfena na vyvoj jednoduché voltametrické metody pro stanoveni vybraného
fungicidu benalaxylu v pfirodnich vodach jako néstroje pro ochranu zdravi a Zivotniho

prostiedi.
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Teoreticka cast

1.1. Voltametrie

Polarografie zahajila vyvoj moderni elektroanalytické chemie, kterd se zrodila v tinoru roku
1922 diky Jaroslavu Heyrovskému, ktery ve své laboratofi na Univerzité Karlové zaznamenal
prvni polarografickou kiivku [1]. Kdyz provadél své experimenty s kapajici rtutovou
elektrodou, nebylo jeho cilem vyvinout novou elektroanalytickou metodu. Pouze zkoumal
povrchové napéti rtuti kapajici do roztoku elektrolytu pomoci méteni doby kapky rtuti. Dne 9.
unora 1922 ho napadlo, Ze by bylo zajimavé zméfit proud protékajici rtuti kapajici do roztoku
elektrolytu [2]. Tak vznikla polarografie, metoda zaloZzend na méteni proudu protékajiciho
elektrochemickym c¢lankem v zavislosti na vkladaném potencidlu. V nésledujicim roce
Heyrovsky navrhl a zaroven nechal zkonstruovat novy pfistroj nazvany polarograf. Tento
ptistroj byl prvnim plné automatickym analytickym zafizenim. Praha se diky tomu stala
centrem elektrochemie a vzbudila pozornost mnoha chemiktl po celém svété. Profesor Jaroslav
Heyrovsky se narodil v roce 1890 a byl opakovan¢ nominovan na Nobelovu cenu za chemii,
kterou nakonec ziskal vroce 1959. Po druhé svétové vélce, byla elektrochemie jednim

z hlavnich proudii chemického vyzkumu v Ceskoslovensku [3].

Z polarografie, kterou vynalezl Jaroslav Heyrovsky, se postupné vyvinula voltametrie. Rozdil
mezi obéma metodami spociva v pouzité pracovni elektrodé. Zatimco polarografie vyuziva
kapajici rtutovou elektrodu, ve voltametrii jsou to staciondrni elektrody z rliznych materialt
nejcastéji na bazi kovll nebo rtiznych forem uhliku [4]. Polarografie se dnes vyuZiva uz jen ve
vyzkumnych laboratofich pii studiu elektrochemickych déjti. Voltametrie je vSak rozsifend i v
soucasnosti, protoZe se jednd o elektroanalytickou metodu, kterd umoziiuje spolehlivé
stanoveni Sirokého spektra anorganickych i organickych latek. Navic v posledni dobé nachézi
nova pole uplatnéni v souvislosti s miniaturizaci analytickych technik, vyvojem senzorii a

biosenzort, nebo point of care testovanim (POCT, tzv. analyza v misté péce).

1.1.1. Princip voltametrie

Voltametrie je obecny termin pro vSechny techniky, ve kterych se méti proud jako funkce
potencialu vkladaného na elektrody. Je to metoda vhodna zejména pro stanoveni latek, které je
mozné elektrochemicky oxidovat nebo redukovat. Vysledkem je tzv. I-E kiivka, tedy zavislost

proudu na potencialu, ktera se oznacuje jako voltamogram [4].
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1.1.2. Elektrochemicky ¢lanek

Zakladem voltametrie je elektrochemicky clanek, ktery muze mit dvouelektrodové nebo

tiielektrodové uspotadani, jak je uvedeno na Obr. 1. V soucasnosti se obvykle pouzivaji

tiielektrodové elektrochemické Clanky tvorené pracovni (WE), referentni (RE) a pomocnou

(CE) elektrodou. Vyhodou tohoto uspotradani je, ze proud prochazi mezi WE a CE a napéti je

meétfeno mezi WE a RE za bezproudého stavu, takze nedochazi ke ztratdm na odporu elektrolytu

a je presn¢ znamé. Clanek je umistén nejCastéji ve sklenéné nadobce s plastovym vrskem

v roztoku zakladniho elektrolytu. Tento vrsek obsahuje otvory, které umozni vlozeni elektrod

a ptipadné michadla nebo ptfivodu inertniho plynu [5]. Praktické uspotadani elektrochemické

nadobky pro voltametrickou analyzu je uvedeno na Obr. 2.
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| Zdroj napéti

T

CE

RE

Obrazek 1 Dvouelektrodové (A) a tiielektrodové (B) usporddani elektrochemického clanku; prevzato a

upraveno z [6]. WE- pracovni elektroda, RE — referentni elektroda, CE — pomocna elektroda, i —

ampérmetr, V —voltmetr.
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Obrazek 2 Praktické usporadani elektrochemického clanku; prevzato a upraveno z [7].
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Jak jiz bylo zminéno, elektrody jsou ponoieny v roztoku zékladniho elektrolytu, jenz zajistuje
vodivé prostiedi. Elektrolyt se voli tak, aby nedochazelo k oxidaci nebo redukci jeho slozek
v co nejvétSich potencidlovych rozpétich, aby proudové odezvy elektrolytu neinterferovaly
s piky zkoumanych latek. Soucasné by nemély reagovat s materidlem elektrody a analyty
pritomnymi v roztoku. Spravnym vybérem zakladniho elektrolytu, jeho slozeni a zejména
hodnoty pH, lze ovlivnit Sitku vyuzitelného potencialového okna, potencial probihajicich
redoxnich reakci i oddélit dva piky, které by se v jiném prosttedi prekryvaly. Pti ptipravé
elektrolytu je dulezitd také volba rozpoustédla. Obvykle se pouzivaji vodné roztoky, ale u
organickych latek nebo komplext tézkych kovi, které mohou mit nizsi rozpustnost ve vodném
prosttedi, je nutnosti pouzit pfidavek organického rozpoustédla (napt. ethanol, acetonitril) nebo
pracovat zcela v nevodném prostiedi (napt. dimethylsulfoxid, dimethylformamid) s pfidavkem

soli (LiClO4, NaClO4 apod.) pro zajisténi vodivosti [8].

Ve vodé rozpustény kyslik se také redukuje a dochazi k tvorbé dvou vin, které mohou
ptekryvat vlnu analytu. Jedna z moznosti odstranéni kysliku je probublavéni obsahu nadobky
pomoci inertniho plynu, napt. dusiku nebo argonu, kdy kyslik je odstranén do né¢kolika minut

[9]. Pokud pouzity plyn obsahuje necistoty, je vhodné zatradit do systému promyvacky [8].

Pokud u povrchu pracovni elektrody neni ptitomna latka schopna oxidace ¢i redukce, nedochazi
k elektrodové reakci a elektroda se polarizuje, pficemz ji prochazi pouze kapacitni (nabijeci)
proud. V piitomnosti latky, kterd se mize oxidovat nebo redukovat (depolarizatoru), nastava
depolarizace elektrody a vznika elektrolyticky (faradaicky) proud. Jeho velikost odpovida
koncentraci daného depolarizatoru, pficemz v elektroanalytickych metodach tuto roli obvykle

zastavaji stanovované latky — analyty [4].

Pracovni elektroda (WE) Na pracovni elektrodé dochazi k elektrochemické reakei, ktera je
podstatou voltametrické analyzy. Pomoci potenciostatu se méni potencial této elektrody. WE
byly v minulosti nej¢astéji rtutové a v soucasnosti se pouzivaji rtizné tuhé materidly na bazi
kovi nebo uhliku [7]. Rozsah analyticky vyuzitelnych potencidlti zavisi na materidlu WE,
druhu rozpoustédla a slozeni zédkladniho elektrolytu. Obrazek 3 uvadi ptiklady potencialovych
rozsahli pro elektrody z riznych materiald v riznych prostfedich. Potencidlové okno je
v katodické oblasti omezeno vylucovanim vodiku (tzv. piepéti vodiku), zatimco v anodické
oblasti to mlze byt rozklad vody spojeny s vylucovanim kysliku nebo oxidace materidlu

elektrody (Obr. 4) [4].
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E/V vs. SCE
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Obrazek 3 Rozsahy potencialii rtutové, platinové a uhlikové elektrody v beznych elektrolytech [10],

TBAP — tetrabutylamoniumperchlorat, DMF — dimethylformamid, TBABF;—
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Obrazek 4 E-I kiivka v zakladnim elektrolytu znazornujici vyuzitelny potencialovy rozsah [4].

WE Ize béhem experimentd ménit v zdvislosti na analyzovanych latkach a s tim spojenymi

pozadavky na riznou $itku potencidlového okna. Protoze k elektrochemické reakci dochazi na

povrchu pracovni elektrody, je nutné zajistit, aby povrch elektrody byl Cisty a jeji plocha byla

dobfe definovana.

Regeneraci povrchu pevnych elektrod 1ze realizovat elektrochemicky nebo

mechanickym leSténim podle typu elektrod [7].

Referentni elektroda (RE) Potencidl referentni elektrody zlstava konstantni po celou dobu

méfeni, diky cemuz je mozné sledovat zmény potencidlu WE. RE je konstruovéna tak, aby
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udrzovala stejny potencial bez ohledu na slozeni roztoku, ve kterém se nachézi [11]. Jedna se
o tzv. elektrody II. druhu. Mezi dvé nejpouzivanéjsi patii nasycena kalomelovd (SCE) a
argentchloridové elektroda (Ag/AgCl) [12]. SCE jsou nevhodné pro méfeni s Pt elektrodou,
protoze obsahuji rtut, kterd by znehodnotila povrch platiny. Také jsou nevhodné pro systémy
citlivé na chloridové ionty. SCE by se neméla pouzivat ani pii teplotach nad 50 °C, protoze
rozklad Hg>Cl> zpasobi nestabilni hodnoty. Naopak vhodné pouziti SCE je ve vodnych
roztocich a potencial této elektrody je uren koncentraci C1~ [5]. Pokud je vnitinim roztokem
SCE nasyceny KCl, je potencidl této elektrody +0,241 V pti 25 °C oproti standartni vodikové
elektrodé [11]. Diky své snadné vyrobé a vétSimu teplotnimu rozsahu jsou vice vyuzivany
Ag/AgCl [5]. Tato elektroda je tvofena stiibrnym dratkem, ktery je potaZen tenkou vrstvou
chloridu stfibrného. Pokud je elektroda umisténa v nasyceném roztoku KCl je jeji potencial
+0,196 V pii 25 °C oproti standardni vodikové elektrodé [11]. Potencial elektrody zlstava
konstantni do doby, kdy koncentrace chloridi je konstantni. KCI je nejpouzivané;si elektrolyt,

protoZe nerusi méfeni pH a pohyblivost iontd K™ a C1 je téméF stejna [5].

Pomocna elektroda (CE) Rozdil mezi dvouelektrodovym a tiielektrodovym usporadanim je
ur¢en piitomnosti CE v ¢lanku. Jak jiz bylo uvedeno vyse, proud protékd mezi WE a CE. Na
povrchu této elektrody neprobihaji zddné dllezité procesy [12]. Volba materialu, ze kterého mé
byt elektroda vyrobena, neni tak dualezita jako u WE, diiraz se klade na velky povrch, kdy CE
by méla byt na rozdil od WE nepolarizovatelnd. Pomocné elektrody jsou nejCastéji tvoreny
platinovym dratkem nebo pliskem a od analyzovaného roztoku mohou byt oddéleny solnym

mustkem. Tato elektroda nevyZaduje elektrochemickou ptedipravu ani lesténi [5].
1.1.3. Pracovni elektrody

1.1.3.1 Rtutové elektrody

Rtut’ je, resp. byla Siroce pouzivana v elektroanalytické chemii jako elektrodovy material. Diky
vyvoji vodiku pii znacné vysokych zapornych hodnotach potencidlu poskytuje vyrazné Sirsi
katodicky rozsah (1,0 (1M H2SO4) az -2 V (1M NaOH)) ve srovnani s pevnymi elektrodami
a je proto vhodna zejména pro sledovani redukc¢nich reakei latek. Omezeni pouziti téchto
elektrod je ddno snadnou oxidaci rtuti. Nelze je pouzit pfi kladnéjSich potencidlech nez —0,3 az
—0,4 Vvs. SCE v zavislosti na sloZeni zdkladniho elektrolytu. Rtutové elektrody poskytuji

reprodukovatelné vysledky, protoZze maji snadno obnovitelny a dokonale hladky povrch [13].
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Rtut’ je té€zky kov a vyskytuje se v nékolika formach, které maji toxické ucinky. Proto se dnes
jeji pouziti vyrazné snizilo [14]. Vznikla napf. mezindrodni dohoda nazvana Minamatska
umluva o rtuti, jejimz cilem je chranit lidské zdravi a zivotni prostiedi ped Skodlivymi G€inky
rtuti. Zavazuje smluvni strany k postupnému omezeni vyuzivani rtuti ve vyrobcich a

technologiich [15].

Kapajici rtutova elektroda (DME) Tento typ elektrody se skladd z 12 az 20 cm dlouhé
kapilary spojené se zasobnikem rtuti (Obr. 5). Nastavenim vysky rtutového sloupce 1ze ménit
rychlost odkapavani [16]. Kapky rtuti padaji v pravidelnych intervalech [17].
Reprodukovatelné podminky zajistuje nosny elektrolyt, vyska rtutového sloupce a potencial.
Zpocatku bylo odkapavani rtuti fizeno gravitaci, dnes jej lze regulovat automaticky pomoci
klepadla. Vyhodou DME je eliminace kontaminace povrchu elektrody a problému s pasivaci,
coz vede k vynikajici reprodukovatelnosti vysledkt [5]. Vzhledem k velké spotieb¢ rtuti se jiz

tato elektroda pfili§ nepouziva.

kontakt

reservoar

vertikdlni trubice se stupnici ~ He

flexibilni hadicka

——kapilara

Obrazek 5 Kapajici rtutova elektroda (DME); prevzato a upraveno [6].

Visici rtutova kapkova elektroda (HMDE) Principem je mechanické vytlaceni rtuti ze
zasobniku ptes kapilaru. Celé méteni probiha na jedné kapce rtuti, kterd je nasledné mechanicky
odklepnuta [18]. Spotieba rtuti je tak oproti DME niz§i. Diky pevné a presné konstrukci Ize
pomoci mikrometrického Sroubu zaSroubovat nerezovy drat do rtutového rezervodru, coz
umoziuje presné davkovani rtutovych kapek s regulovatelnou velikosti. Jedné se o oblibenou

volbu pro studium kinetiky a elektrochemickych reakci pomoci cyklické voltametrie.
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Umoznuje aplikaci rozpoustécich technik, zejména anodické rozpoustéci voltametrie pro
stanoveni kovl s vyuzitim tvorby amalgami. Ve srovnani s DME zajistuje HMDE lepsi

reprodukovatelnost vysledki [5].

Staticka rtutova kapkova elektroda (SMDE) Sklada se ze stejnych prvkl jako DME, ale
velikost a doba kapky jsou fizeny automaticky. Rtutova kapka se necha dortst do urcité
velikosti a poté se jeji riist zastavi. Jakmile k tomu dojde, zacne méteni proudu. SMDE reguluje
tok rtuti pomoci zastréky ovladané elektromagnetem [5]. Velikost kapky je dana dobou aktivace
solenoidu, pii jeho deaktivaci dojde k tomu, ze tok rtuti se zastavi a vznikne staticka kapka.

SMDE pftedstavuje automatické vylepSeni DME [19].

Rtut'ova filmova elektroda (MFE) Vyrabi se pokrytim vodivého, inertniho a uSlechtilého
podkladu tenkou vrstvou rtuti. Homogenni rtut'ové vrstvy Ize vytvotit na kovovych podkladech,
jako jsou zlato, stfibro, platina nebo méd’, stejné jako na uhlikovych materialech, napt. skelny
uhlik nebo uhlikova pasta. Rtut’ pfedstavuje vhodné médium pro akumulaci kovovych iontd,
protoze po jejich redukci dochdzi ke vzniku amalgamu, ktery se snadno oxiduje pomoci
anodické rozpoustéci voltametrie. Uhlikové podklady nejsou rtuti smaceny, diky tomu se
rtutové filmy skladaji z mnoha drobnych kapek rtuti, jejichz rozlozeni neni mozné regulovat.
Vyhodou MFE s uhlikovym podkladem je, Ze rtutovy film zistdvd nezneciStény atomy
podkladového materialu. Pokud se jako podklad pouZzije zlato nebo platina, jejich vlastnosti se
muzou mirn¢ zmeénit, protoze se do urcité miry rozpousti ve rtuti. Mezi uslechtilymi kovy se
jako nejvhodnéjsi podklad osveédcilo iridium, které ma nizkou rozpustnost ve rtuti. Tloustka
MFE hraje klicovou roli pfi zajiSténi reprodukovatelnych vysledkl. Pfili§ silné nebo naopak
tenké MFE mohou vést k nepfesnym vysledkiim. Jako podklad pro rtutovy film se bézné
pouzivaji uhlikové elektrody ve tvaru disku. MFE se uplatni pii vysokych zapornych
potencialech [5].

1.1.3.2 Pevné elektrody

Rtutové elektrody maji omezeny rozsah anodického potencidlu, proto je nelze pouZzit pro
oxidovatelné slouceniny. Diky tomu se zacaly hojné vyuzivat pevné elektrody, které maji
roz$iteny anodicky potencidl [17]. Nej€astéjsSim materidlem téchto elektrod je uhlik, platina a
zlato. Specifické aplikace vyzaduji 1 pouziti stfibra, niklu nebo médi. Pti pouziti pevnych
elektrod hraje vyznamnou roli jejich povrch, protoze ovlivituje vyslednou odezvu a nelze jej

tak snadno obnovit, jako v pfipad¢ rtuti. Z tohoto diivodu je nezbytné elektrody pied pouzitim
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dikladn¢ upravit a vylestit, aby se dosadhlo opakovatelnych vysledkti. Mechanické lesténi pro
dosazeni hladkého povrchu a elektrochemicka aktivace pti vhodném potencialu jsou béznymi
postupy pii uprave, aktivaci a regeneraci pevnych elektrod. Na rozdil od rtutovych elektrod
maji pevné elektrody heterogenni povrch a z mikroskopického méfitka jsou drsné. Tato
povrchova heterogenita zptisobuje odchylky od typického homogenniho chovani na povrchu
elektrod [16]. Nevyhodou pevnych elektrod je zvysSené riziko pasivace a horsi opakovatelnost
meéteni [9]. Obvykle jsou pevné elektrody tvoreny kratkou valcovou ty¢i z elektrodového
materialu, kterd je vnesena do té€sné priléhajici izola¢ni trubice. Mohou se vyskytovat i v podobé

rovinné diskové konfigurace, a to ve stacionarnim nebo rotujicim uspotadani [16].

Uhlikové elektrody Pevné elektrody na bazi uhliku jsou v soucasnosti hodné vyuzivany
v elektroanalyze predevsim diky jejich Sirokému potencidlovému oknu, nizkému proudu
pozadi, nizké cen¢, chemické inertnosti a vysoké citlivosti. Uhlikové povrchy Casto vykazuji
niz8i rychlost ptenosu elektronti oproti kovovym elektroddm. Tento pienos elektroni je
ovlivnén strukturou uhlikového povrchu. Pfenos elektronti je mozné zrychlit pomoci postupii
predbéznych uprav povrchu elektrod. Mezi nejvyuzivanéjsi materialy uhlikovych elektrod se
fadi uhlikova pasta a skelny uhlik, ale dostupné jsou napt. grafitové elektrody, elektrody

z uhlikovych nanomaterialii apod. [16]. Riizné formy uhliku jsou zndzornény na Obr. 6.

grafit (tuha)

fulleren nanotrubicka grafen

Obrazek 6 Struktury vybranych alotropii uhliku; prevzato a upraveno z [20].

Elektrody ze skelného uhliku (GCE) Tyto elektrody jsou cenéné pro své mechanické 1

chemické vlastnosti, Siroky vyuzitelny rozsah potencialu a chemickou odolnost vi¢i riiznym
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rozpoustédlim. Je to uhlik, ktery ma vlastnosti grafitu a zaroven se blizi svymi vlastnostmi sklu
a keramice. Skelny uhlik mé strukturu slozenou z tenkych propletenych paskii zesitovanych
grafitovych listh. Pfeduprava elektrody se provadi lesténim pomoci aluminy do lesklého
zrcatkového vzhledu, kdy se postupné zmensuje velikost pouzitych ¢astic oxidu hlinitého. Pred
pouzitim se elektroda oplachne deionizovanou vodou. Mezi dalsi aktivacni kroky se tadi
elektrochemické, chemickeé, tepelné nebo laserové oSetfeni. Lepsi schopnost pienosu elektronti
je spojovana s eliminaci necistot na povrchu a s tim spojenym vznikem novych uhlikovych
hran. Podobny, ale vysoce porézni materidl ze skelného uhliku je sitovany skelny uhlik (RVC).
Jednd se o materidl s otevienymi pory, ktery kombinuje vlastnosti elektrochemické a

hydrodynamické. RVC naSel uplatnéni v pritokové analyze a spektroelektrochemii [21].

Uhlikové pastové elektrody (CPE) Skladaji se z grafitového prasku smichaného s riznymi
organickymi pojivy nemisitelnymi s vodou [16]. Vzniknou tzv. uhlikové pasty, které se naplni
do teflonového téla elektrody a jsou vytlaCovany pistem. CPE poskytuji obnovitelny povrch
obdobné jako HMDE, kdy se pouzita pasta vytlaci a otfe filtracnim papirem. Jejich sloZeni lze
modifikovat pomoci riznych pfimési pfimo pfi michdni pasty [21]. Mezi nejpouzivanéjsi
pastové kapaliny patfi Nujol a dal$i parafinové a minerdlni oleje, silikonové mazivo a
bromoftalein. SloZeni pasty ovliviiuje reaktivitu elektrody. Cim vétsi obsah pastové kapaliny,
tim mensi rychlost pfenosu elektront. Tendence organického pojiva se rozpoustét v roztocich

obsahujici podil organického rozpoustédla je jedna z nevyhod uhlikovych past [16].

Elektrody z uhlikovych vlaken (CFE) ZvySujici se zajem o ultramikroelektrody podpofil
roz§itené vyuziti uhlikovych vlaken v elektroanalyze ([21]. Tyto materidly vznikaji
vysokoteplotni pyrolyzou polymernich textilii nebo katalytickou chemickou depozici. Rlzné
vyrobni postupy vedou k odliSnym mikrostrukturam uhlikovych vldken. D¢li se na nizké,
sttedni a vysoké moduly. Vldkna s vysokym modulem jsou pro elektrochemické aplikace
nejvhodnéjsi, protoze maji dobie uspofadanou grafitovou strukturu a nizkou poérovitost.
ZlepSeni elektronového prenosu lze opét dosdhnout pfedupravou elektrod, a to tepelnym
zpracovanim nebo elektrochemickou aktivaci. Velikost priméru pouzitych vldken je 5-20 mm.
Tato vlakna se upeviiuji pomoci epoxidového lepidla na Spicku kapilary a pouzivaji se
v diskovych nebo vélcovych konfiguraci. Dullezité je dbat na to, aby povrch uhliku nebyl

kontaminovany epoxidovou pryskyfici [5, 21].
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Borem dopované diamantové elektrody (BDDE) Této elektrodé bude v teoretické Casti
vénovana vEtsi pozornost, protoze byla pouzita v ramcei experimentalni prace pro vyvoj metody
stanoveni studovaného pesticidu benalaxylu. Diky svym jedine¢nym vlastnostem je diamant
mimofadné atraktivnim materidlem se Sirokym spektrem moznych aplikaci. Jeho chemicka
stabilita, vysoka tvrdost, optické vlastnosti i chemicka inertnost jej Cini velmi zajimavym.
Ackoli je diamant za béznych podminek elektricky izolant, BDD filmy vykazuji elektrickou
vodivost a nachazi tak uplatnéni v naro¢nych prostredich jako naptiklad ve velmi kyselych nebo
biologicky aktivnich roztocich. Struktura diamantu je tvofena Ctyfsténnym uspotadanim atomu
uhliku, které jsou uspofadany do diamantové krychlové miizky (Obr. 6). Kazdy atom uhliku je
sp’ hybridizovany a navazany na &tyfi dalsi atomy, se kterymi vytvafi trojrozmérnou sit, ktera
se 1i8i od dvojrozmérné struktury grafitu. Elektrody z BDD ptedstavuji vynikajici material pro
elektroanalytické aplikace. Nabizeji Siroké elektrochemické potencidlové okno ve vodnych i
organickych rozpoustédlech, vybornou elektrochemickou stabilitu a nizkou kapacitni odezvu.
Na rozdil od tradi¢nich uhlikovych materidlti jako je skelny uhlik, nevyzaduji BDDE casté
regeneracni oSetfeni, protoze jejich povrch ziistava stabilni i1 pfi dlouhodobém pouziti. Jejich
vyhodou je vysokd morfologickd a mikrostrukturni stabilita pii vysokych teplotach a

proudovych hustotach, nizky pomér signél Sum a vynikajici mechanicka odolnost [22].

Piipravu BDD vrstev lze zajistit zavedenim stopovych mnozstvi boru do plynné faze béhem
procesu chemické depolarizace z par (CVD). Dopovéani borem nejen pieméni diamant na
polovodi¢, ale také zvySuje jeho morfologii, krystalinitu a zvysuje jeho rychlost ristu, coz
zlepsuje jeho elektrochemické vlastnosti. Obsah boru v BDD filmu vyznamné ovliviiuje
elektrochemické vlastnosti elektrody [23]. Povrch BDD je malo citlivy na vyvoj kysliku a
umoziuje tak aplikaci vysokych anodickych i katodickych potenciala bez rozkladu elektrolytu,
coz z n¢j ¢inni vhodnou alternativu ke rtuti. Nevyhodou téchto elektrod mtze byt relativné
nizka elektrokatalytickd aktivita a selektivita. K jejich zlepSeni je mozné vyuzit modifikaci
povrchu, napiiklad anodickou oxidaci za vzniku O-terminovaného povrchu, vlozenim
katodického potencidlu za vzniku H-terminovaného povrchu [24] nebo depozici nanocastic
kovii [25]. Diamantové elektrody piedstavuji perspektivni feSeni pro aplikace v extrémnich
podminkach, jako miiZou byt velmi vysoké anodické potencidly, polarizace v kyselém prostiedi
nebo plsobeni vykonného ultrazvuku. Dosavadni vysledky ziskané s elektrodami na bazi
diamantu potvrzuji mimoiadné uplatnéni jak v oblasti elektroanalytické chemie [26,27] tak pii

elektrochemické degradaci kontaminantti ve vodach [28-30].
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Kovové elektrody Prestoze je k dispozici Siroka Skala uslechtilych kovti, platina a zlato patfti
mezi nejcastéjsi pouzivané materialy pro kovové elektrody. Jejich vyhodou je ptizniva kinetika
ptenosu elektront a Siroky rozsah anodického potencialu [16]. Katodicky potencialovy rozsah
je v8ak omezen nizkym piepétim vodiku na téchto elektrodach. Obvykle se pohybuje okolo
—-0,2 az 0,5 V, a to v zavislosti na pH. Nevyhodou jsou 1 vysoké hodnoty pozadi zplisobené
tvorbou povrchovych oxidii nebo adsorbovanych vrstev vodiku, které mizou negativné ovlivnit
kinetiku elektrodovych reakci a vést zaroven ke $patné reprodukovatelnosti méfeni. Reseni
téchto problému spociva v pouziti pulzniho potencidlu pro €isténi a reaktivaci elektrod nebo
pouziti vhodné chemické predupravy. V nevodnych prostiedich je problém povrchovych vrstev

méné zavazny, proto je zde idealni volba uslechtilych kovl [21].
1.1.4. Voltametrické metody

1.1.4.1 DC voltametrie

Stejnosmérna voltametrie (DC, direct current voltammetry) je zaloZena na méfeni zavislosti
proudu na vlozeném linedrné rostoucim nebo klesajicim potencidlu. Zakladnimi
charakteristikami jsou limitni difuzni proud (/im) a pulvlnovy potencidl (E12). Rychlost
elektrochemickych reakei, jako je redukce nebo oxidace, se méni v zdvislosti na vkladaném
potencidlu. Rychlost redukce narlsta se zapornéj$im potencidlem, zatimco rychlost oxidace se
zvySuje s kladnéjSim potencidlem [31]. Redukce latky A na elektrodé¢ vede ke vzniku
faradaického proudu, jehoZ velikost je urcena velikosti koncentraéniho gradientu. Tento vztah

1ze vyjadtit rovnici (1):

_ 0
Ac(4) nFAD c(4)-c(4)

I = nFADF— T, (1)

kde n je pocet vyménénych elektronil v konkrétni elektrodové reakci, F'je Faradayova konstanta
[96 485 C mol '], 4 plocha elektrody [cm?] a D je difuzni koeficient latky A [em?s™!], Jje
tloustka Nernstovy difuzni vrstvy, [ je faradicky proud [A], c(A) je koncentrace latky A na
povrchu elektrody a c(A)° koncentrace latky A vroztoku [mol L™!]. Se zvysujicim se
katodickym potencidlem roste rychlost elektrodové reakce, tim se latka A vice redukuje,
zvétsuje se koncentracni gradient a podle rovnice (1) roste proud. Pii uré¢ité hodnoté potencidlu
(Obr. 7, Es) je reakce tak rychla, Ze veskera latka A, kterd se difuzi dostane k elektrod¢ je
zredukovdna, takZe jeji koncentrace na povrchu elektrody c(A)° = 0, tudiZ proud se zvysujicim

se potencialem jiz nemuze dale rast. Dosahuje své limitni hodnoty v difizni vrstve, kterd se
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oznacuje jako limitni difazni proud [12], kde z rovnice (1) lze pro néj odvodit rovnici (2):
nFAD

Lim = "2 ¢(A) = Kc(A). 2)

Dulezité je, aby lim byl pfimo imérny koncentraci analytu v roztoku. Konstanta K zavisi na

pouzitém typu pracovni elektrody.

g
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potenciél, E

Obrazek 7 Zavislost proudu redukce latky A a C na potencialu [4].

Z Obr. 6 1ze vidét, Ze voltametricka vlna je charakterizovana velikosti /iim, coZ je kvantitativni
udaj, a zaroven hodnotou E1/, ktery se nachazi v bod¢, kdy 7 = lin/2. V tomto bod¢ je latka
prave z poloviny zredukovéna, jeji pomér koncentrace oxidované a redukované formy je roven
jedné. E1; predstavuje kvalitativni udaj [12]. Vyhodou DC voltametrie je reprodukovatelnost
ktivek a zobrazeni limitnich prouda, které zavisi pouze na koncentraci elektroaktivni latky. Na

rozdil od jinych elektroanalytickych metod nezavisi /iim na rychlosti elektrodového déje [32].

1.1.4.2 Cyklicka voltametrie

Cyklickd voltametrie (CV) slouzi ke zjiSténi podminek, za kterych probihéd oxidacni nebo
reduk¢ni reakce analyzovanych latek a zaroven pomaha urcit jeji mechanismus [33]. Potencial
pracovni elektrody se méni linearné v ¢ase. Proud, ktery v elektrochemickém c¢lanku vznika, se
méfi béhem celé sekvence piimych a zpétnych zmén napéti. Méfeni zacind zvolenym

pocatecnim potenciadlem, ktery se postupné zvySuje az na hodnotu stanovenou Nernstovou
rovnici 3): E = E° + ipfe, (3)

nF aRr
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kde E je redoxni potencial za standartnich podminek [V], E° je standartni redoxni potencial [V],
R je plynova konstanta [8,314 J mol™! K™!], T je teplota [K], n pocet vyménénych elektronti
v redoxni reakci, F Faradayova konstanta [96 485 C mol™!], ao aktivita oxidované formy, ar
aktivita redukované formy. Tato rovnice vyjadiuje potencidl elektrochemického c¢lanku a
umoziuje popsat jeho chovani v zavislosti na aktivitach zacastnénych slozek, teploté a poctu
vymeénénych elektront [34]. Jakmile je dosazeno zadané¢ho koncového potencidlu, smér zmény
napéti se obrati a potencidl se vraci k vychozi hodnoté, jak je zndzornéno na Obr. 8A [35].
Zména potencialu v kladném sméru se nazyva anodické skenovani, v zaporném sméru jde o
katodické skenovani. Timto postupem vznika jeden cely cyklus, ktery Ize opakovat. Vysledkem

meéfeni je kitvka zndzoriiujici zavislost proudu na piilozeném napéti (Obr. 8B).

Cas, t
Proud, |/

A Potencidl, E = B Potencial, £ -

Obrazek 8 Zavislost vkladaného potencialu na case (4) a odpovidajici cyklicky voltamogram (B);

pismena a az g znazornuji faze cyklickych premén,; prevzato a upraveno z [34].

Tvar vin na cyklickém voltamogramu casto odraZi rychlost a energetickou naro¢nost
probihajicich elektrochemickych reakci. Na zakladé¢ téchto charakteristik se reakce klasifikuji
jako reverzibilni, kvazireverzibilni nebo ireverzibilni z hlediska své kinetiky. Na Obr. 9 jsou
zobrazeny tf1 CV pro reakce, u kterych se zpomaluje kinetika. S postupnym zpomalovanim
dochazi k poklesu proudovych maxim. S klesajici rychlosti reakce se potencidly pikli od sebe
vzdaluji. Pro reverzibilni elektrochemickou reakci plati, Zze potencidly anodického a
katodického piku na cyklickém voltamogramu jsou pii teploté 25 °C od sebe vzdaleny ptiblizné
59/n mV. Pii symetrickém skenu vi¢i tomuto potencialu maji piky stejnou vysku a
voltamogram je asymetricky a periodicky. S klesajici reverzibilitou reakce se piky od sebe
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vzdaluji. Pokud je zaznamenan pik pouze v jednom smeéru, jedna se o ireverzibilni reakci
[36,37]. CV slouzi k pochopeni mechanismu sledovanych elektrochemickych reakcei, véetné

tvorby meziproduktii a rychlosti redoxnich reakci [38, 39].

) S U RS S S S S
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reverzibilni
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kinetika
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Proud, pA

06 -04 -02 00 02 04 06
Potencial, vV
Obrazek 9 Zména tvaru cyklického voltamogramu s klesajici kinetikou reakce, resp. s klesajici

reversibilitou systému, prevzato a upraveno z [35].

1.1.4.3 Diferenc¢ni pulzni voltametrie

Pulzni elektrochemické techniky byly ptvodné vyvinuty ke zvySeni citlivosti klasické
polarografie, resp. voltametrie, protoZe umoziuji eliminaci neZadouciho vlivu nabijeciho
proudu. Pii diferencni pulzni voltametrii (DPV) se na elektrodu vklada linedrné rostouci
potencidl, ktery je doplnén konstantnimi napétovymi pulzy s definovanou vyskou a dobou
trvani (Obr. 10A). Proud se snima tésné pred za¢atkem a koncem pulzu. Rozdil mezi t€émito
dvéma hodnotami se nasledné€ zobrazi jako funkce potencidlu, vysledny voltamogram ma tvar
piku (Obr. 10B) [40]. Pii méfeni diferencialniho proudu bude jeho hodnota stoupat s tim, jak
se bude soucasné¢ zvySovat rychlost redoxniho proudu, ale pozdé&ji bude opét klesat do
momentu, kdy se proud ptiblizi k ustalené hodnoté€. Potencidl vrcholu proudového piku u DPV
odpovida stiedu voltametrické redoxni viny, tedy hodnot¢ palvlnového potencidlu. Tato metoda
je vhodna pro analytické aplikace, jelikoZ umoznuje dosazeni velmi nizkych detekénich limita

na trovni 107%-107° mol L™! v zavislosti na analyzovanych latkach [40, 41].
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Obrazek 10 Pribeh vkladaného potencialu (A) a odpovidajici voltamogram (B) pri DPV; prevzato a
upraveno z [41].

1.1.4.4 Square-wave voltametrie

Square-wave voltametrie (SWV) ptedstavuje specifickou variantu oblibené diferen¢ni pulzni
voltametrie, patii mezi nejvyspélejsi metody v rdmci pulznich voltametrickych technik. SWV
je navrzena, aby umoznila analyticka méteni s vysokou citlivosti a rychlosti. Na elektrodu se
vklada stifidavé napéti ve tvaru opacné orientovanych pravouthlych pulzl, které jsou
charakterizovany amplitudou, resp. vyskou pulzu a frekvenci (Obr. 11A) [42]. Proud se
vzorkuje na konci pozitivniho segmentu jako tzv. doptfedny proud a na zacatku nasledujiciho,
opacn¢ orientovan¢ho segmentu jako tzv. zpétny proud. Nésledné se provede diference a
ziskany kone¢ny proudovy signal se zaznamenava v zavislosti na potencialu. Voltamogram ma

opét tvar piku. Vyhodou metody je opét vysoka citlivost srovnatelnd s DPV [43].
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Obrazek 11 Pribeh vkladaného potencidlu (A) a detail potencidlového cyklu pri SWV (B); prevzato a
upraveno z [44]; Es, — amplituda, T — doba trvani potencialového cyklu, 4E — potencialovy krok.
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1.2. Benalaxyl

Benalaxyl (BL, methyl-N-(2,6-dimethylfenyl)-N-fenylacetyl-DL-alaninat, CAS: 71626-11-4)
byl poprvé uveden na trh v roce 1981 italskou spolecnosti Farmoplant (soucast koncernu
Montedison) pod obchodnimi ndzvy Galben a Tairel. Tento fungicid se rychle rozsitil diky své
systémové ucinnosti a schopnosti inhibovat syntézu RNA u patogennich hub [45]. Jedna se o
Siroce pouzivany acetanilidovy fungicid vhodny k pouziti na hroznech, rajc¢atech, paprikach,
bramborach, cibuli a tabdku. BL obsahuje v alkylové ¢asti chiralni uhlik, ktery tvofi dvojici

enantiomert podle (Obr. 12) [46].

a'100C H, CDQCHE}
< :‘; ,,L XCH:, "'ac/< ,_JL
N Ez
-) enantiomer S-[+) enantiomer

Obrazek 12 Strukturni vzorec dvojice enantiomerit Benalaxylu, prevzato a upraveno z [47].

Dulezitou roli hraje R-enantiomer vykazujici fungicidni aktivitu. Pesticidy se pfevazn¢ aplikuji
pfimo na cilova mista plodin. V disledku oplachu napt. destovou vodou mohou tyto aktivni
latky kontaminovat vodu a okolni piidu. Ze studii environmentélniho chovani vyplynulo, Ze S-

benalaxyl pravdépodobnéji zlistane v piidé nez R-benalaxyl [46].

1.2.1. Fyzikalné-chemické vlastnosti

Vzhled: bélava mikrokrystalickd pevna latka
Molekularni vzorec: C20H23NO3

Molekulova hmotnost: 325,4

Bod tani: 76,8 °C

Rozklad: 250 °C

Relativni hustota pti 20 °C: 1,18kg 1!

Rozpustnost ve vodé pii 20 °C: 28,6 mg 1!
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Tlak par pti 25 °C: 6,6x107° Pa
Koeficient adsorpce na organicky uhlik (Koc): 2728-7173

Koeficient rozd€leni oktanol/voda (Log Kow): 3,54
DTsopii pH 9 a 25 °C ptivodni latky: 86 dni
DTso v ptid€ pivodni latky: 20-71 dni

BL je ve vodném prostiedi stabilni v Sirokém rozsahu pH a ve vodném roztoku je odolny proti
slunecnimu zéfeni. V koncentrovanych alkaliich hydrolyzuje. V prubéhu degradace vznikaji

kyselé metabolity, pficemz jednim z produktti je karboxylova kyselina [48,49]. Primarnim

v

metabolitem, ktery je ve vodeé rozpustnéjsi je kyselina benalaxylova. Tato kyselina zndzornéna

v

na (Obr. 13) je rezistentnéj$i nez BL a mtze byt Skodlivéjsi pro vodni organismus [50].

= 0

4

Obrazek 13 Strukturni vzorec kyseliny benalaxylové [50].

1.2.2. Pouaziti/u¢inek

Chiralni fungicidy ze skupiny acylaminokyselin (AACF) se bé&zné pouzivaji k ochrané
zemédélskych plodin proti chorobam zplisobenym patogeny z kmene Oomycota. Mezi
nejznaméjsi zastupce této skupiny patii benalaxyl, metalaxyl a furalaxyl [51]. BL prokazuje
vybornou lé¢ebnou a ochrannou uc¢innost proti houbam tadu Peronosporales, které zptisobuji
fadu zédvaznych onemocnéni hospodarsky dulezitych plodin. V nékterych zemich se pouziva
rac-benalaxyl. Jedna se o smés enantiomerti 1:1, kterd snizi potencialni poSkozeni Zivotniho
prostfedi. Metabolismus a biodegradace racemického benalaxylu ve vodnim prostiedi, ptidé a
v riznych rostlinach byly dikladné prozkoumany a bylo zjiSténo, Ze jeho degradace v pude je
mikrobiologicky probihajici proces [52]. BL ovliviiuje RNA polymerazu 1, ¢imZ naruSuje

syntézu ribozomalni RNA. Diky lipofilni rozpustnosti snadno proniké do rostlinnych pletiv a
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nasledné je v rostlin€ akropetalné rozvadén pomoci xylénu. BL zabranuje kliceni spor, tvorbé

kli¢ivych trubic, omezuji riist mycelia i1 tvorbu spor [53].

1.2.3. Nezadouci ucinky/toxicita

Pesticidy vyznamné pfispivaji ke zvySeni zemédé€lskych vynost, avSak maji zaroven fadu
negativnich dopadii na lidské zdravi a zivotni prostiedi. Alespont 30 % bézné€ pouzivanych
pesticidl na svété vykazuje chirdlni strukturu a vétSina z nich se prodava ve formé racematu.
Pro spravné posouzeni zdravotnich a ekologickych rizik pesticidl je nezbytné studium
jednotlivych enantiomerd. Benalaxyl je regulovana latka, jejiz vyskyt v potravinach je
kontrolovan limity napt. 0,02 mg kg ! pro brambory a 0,5 mgkg ' pro rajéata. Zaroven
americkd Agentura pro ochranu zivotniho prostfedi (EPA) urcila limity rezidui R-Benalaxylu
ve vysi 3,0 a 0,2 mg kg ™! v hroznech a rajéatech nebo na jejich povrchu [54]. AACF latky
existuji ve formé paru enantiomert s konfiguraci R a S, zaroven vykazuji nizkou akutni toxicitu.
Navic nebyly u téchto latek prokézany karcinogenni, teratogenni ani vyvojové toxické ucinky
u laboratornich zvitat [S1]. Ve studiich akutni toxicity neprokézal BL drazdivé t€inky na ktzi
ani na oCi. Nevykazoval ani kozni senzibiliza¢ni potencidl. JelikoZ sloucenina nepohlcuje
elektromagnetické zafeni v oblasti 290-700 nm, neni potieba provadét dalsi testy na fytotoxicitu
a fotomutagenitu. Po peroralnim podani se BL rychle a ve zna¢né rozsahu vstfebava a nasledné
se vyluCuje pfedevsim stolici, coZ naznacuje vyznamné zapojeni zluCové exkrece a v mensi
mife také moc¢i. V organismu dochézi k jeho Siroké distribuci a rozsdhlému metabolizovani,
pfedevSim prostfednictvim oxidacnich procesti. Pii opakovaném podani nedochazi k jeho
hromadéni v téle. In vitro srovnavaci studie metabolismu s vyuZzitim hepatocyti ¢lovéka,
potkana a psa ukazala kvalitativné podobné metabolické profily bez ptitomnosti vyznamného
metabolitu u lidskych hepatocytti [55]. V souvislosti s nezddoucimi u¢inky BL byla provedena
rovnéZ studie, ve které byl BL podavan peroraln€é po dobu 30 dni mySim. Podani vyvolalo
vyznamny oxidacni stres, a to v jatrech 1 ledvinach, ktery zapficinil jejich histopatologické
poskozeni. Analyza metabolomiky moc¢i ukézala, Ze benalaxyl zpiisobuje poruchy

v energetickém metabolismu [56].

1.2.4. Stanoveni
Vzhledem k moznym nezadoucim ucinklim pesticidil v prostiedi je tfeba mit k dispozici citlivé

metody pro jejich monitorovani. Existuje nékolik publikovanych praci zaméfenych na
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stanoveni BL. Mezi nejCastéji pouzivané metody patii vysokoucinnd kapalinova
chromatografie (HPLC). K rozliSeni enantiomert BL se vyuziva napft. ve spojeni s ultrafialovou
(UV) detekei nebo detektorem cirkularniho dichroismu (CD) [57, 58]. Déle je pro tyto ucely
hojné¢ vyuzivand HPLC v kombinaci s tandemovou hmotnostni spektrometrii (MS/MS) [59, 60]
nebo s detektorem diodového pole (DAD) [61, 62]. Mezi dalsi vyuzivané metody lze zatadit
plynovou chromatografii (GC) napt. ve spojeni s detektorem dusik-fosfor [63], s hmotnosti
spektrometrii iontovych pasti (ITMS) [64], nebo MS [65] a MS/MS detekci [66].
Chromatografické metody poskytuji vysokou citlivost a selektivitu stanoveni. Instrumentélni
narocnost a Casto komplikované postupy ptipravy vzorkll pro analyzu vSak nejsou vzdy
nejvhodnéjsi pro rychlé orientaéni monitorovani kontaminace prostedi nebo potravin rezidui
pesticidli. Jako alternativa byla v literatufe popsana rovnéz imunoanalytickd metoda, tzv.
(ELISA), ktera slouzi k detekci a kvantifikaci konkrétnich latek pomoci specifické vazby

antigen—protilatka a enzymové reakce [67, 68].

Cilem této bakalaiské prace je vyvinout voltametrickou metodu pro stanoveni fungicidu
benalaxylu, jehoz voltametrické chovani dosud nebylo popsano. Prace se zaméfuje na
charakterizaci elektrochemickych vlastnosti benalaxylu a optimalizaci podminek jeho
stanoveni s vyuZitim riznych voltametrickych technik. Vysledkem by méla byt jednoducha,
rychld a citlivd metoda, kterd by mohla byt vhodnou alternativou k vySe popsanym

chromatografickym metodam.
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2. Experimentalni ¢ast

2.1. Pristrojové vybaveni

Voltametricka analyza byla realizovdna pomoci pfistroje Autolab PGSTAT204 (Metrohm
Autolab, NL) fizeného softwarem Nova verze 2.1.5. Experimenty probihali v konfiguraci se
ttemi elektrodami. Jako pracovni elektroda byla pouzita BDDE (BioLogic, FR o geometrické
plose 7,07 mm? a s pomérem B/C pfi depozici v rozmezi 500-100 ppm). Referenéni elektrodu
tvorila nasycena argentchloridova elektroda (Ag/AgCl/KCl, sat.) a platinovy dratek slouzil jako
pomocna elektroda (Monokrystaly, CZ). Pro zajisténi homogenity roztoku béhem méteni bylo
vyuzito magnetické michani v rdmci polarografické nadobky. Roztoky byly pfipravovany
s vyuzitim analytickych vah (Denver Instrument, NY) a ultrazvukového zatizeni Bandelin
SONOREX (Schalltec GmbH, DE). Roztoky byly davkovany pomoci automatickych pipet
Fisherbrand (Fisher Scientific, Pardubice). K zajisténi pfesného pH byl vyuzit pH-metr
Accument AB 150 (Fisher Scientific, Pardubice). Pro zakoncentrovani vzorku byla pouzita
extrakce tuhou fazi pomoci zatizeni Visiprep SPE Vakuum Manifold (Obr. 14A, Merck, DE)
s kolonkami Chromabond C18ec (Macherey-Nagel, DE) a rota¢ni vakuova odparka (Obr. 14B,
Heidolph, DE).

Obrazek 14 Pristroj Visiprep SPE Vakuum Manifold s kolonkami Chromabond Cl8ec (4) a rotacni

vakuova odparka (B).
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2.2. Pouzité chemikalie

Zasobni roztok Benalaxylu (BL, Sigma-Aldrich, CZ) o koncentraci 0,001 mol L™! byl pfipraven
rozpusténim presné odvazeného mnozstvi prasku v acetonitrilu (Honeywell/Riedel-de Haén,
DEU). Takto piipraveny roztok byl uchovan v lednici pfi teploté 4 °C. Brittoniiv-Robinsontiv
pufr (BRB) byl pfipraven jako smés kysel¢ a zasadité slozky pomoci pH metru. Kysela slozka
obsahovala 0,04 mol L' H;PO4, CH;COOH a H3BOs (PENTA, Ing. Petr Svec, CZ). Alkalicka
slozka obsahovala 0,2 mol L' NaOH (Lachema, CZ). Pfi analyze BL byl testovan jako
elektrolyt rovn&z 0,1 mol L' roztok H,SOs pfipraveny nafedénim 96% zasobniho roztoku

(PENTA, Ing. Petr Svec, CZ).
2.3. Pracovni postupy

2.3.1. Voltametrické méreni

Pted kazdym pracovnim dnem byla BDDE aktivovana pomoci CV v prosttedi 1,0 mol L™
H>SO4, aby byla zajisténa jeji optimalni elektrochemickd odezva. Aktivace elektrody
zahrnovala 20 cykll v rozsahu od pocéate¢niho potencidlu (Ein) —1,0 V k potencidlu obratu

(Eswiteh) +2,5 V do koneéného potencidlu (Efin) +2,5 V s rychlosti polarizace (v) 100 mV s,

Pro studium elektrochemického chovani BL byla pouzita CV s nasledujicimi parametry: Ein =
—0,5 V, Eswitch = 12,5V, Efin=42,5 V, v= 100 mV s™!. Pro stanoveni BL byly optimalizovany
parametry DPV a SWV. DPV: v=40 mV s, §iika pulzu (¢, doba trvani pulzu) = 20 ms a vyska
pulzu (4, amplituda) = 50 mV; SWV:v=40mV s, 4 =30 mV, frekvence (f) = 10 Hz. Veskera

méfeni byla provadéna pti laboratorni teploté (2142 °C).

2.3.2. Analyza realnych vzorku

Pro analyzu realného vzorku byla odebrana voda z feky Labe, nedaleko sportovniho parku
v Pardubicich. Misto odbéru je vyznaceno na map¢ na Obr. 15A a zachyceno na fotografii na
Obr. 15B. Vzorek byl odebran do plastové lahve, ktera méla objem 2 litry. Ta byla nejprve
vyplachnuta odebiranou vodou a poté byla naplnéna vzorkem. Do doby zpracovani byla lahev
skladovéana v lednici. S ohledem na nepfitomnost cilového fungicidu ve vzorku bylo nutné
pfidat pfesné definovany objem standartniho roztoku BL, aby byla dosaZena poZzadovana
koncentrace analytu (5,0x10® mol L™!). Takto piipraveny vzorek byl nasledné analyzovan.

Nasledujici postup byl optimalizovan pomoci modelovych vzorki.

35



Zakoncentrovani bylo provedeno s vyuzitim extrakce na tuhou fazi s 5 kolonkami Chromabond
Cl18ec o objemu 6 mL obsahujicich po 500 mg sorbentu. Ty byly napojeny na extraktor
(Visiprep SPE Vacuum Manifold). Extrakéni zatizeni obsahovalo pojistnou nddobu a vakuovou
vyveévu vytvarejici podtlak kontrolovany manometrem. Kolonky byly pfed samotnou extrakci
aktivované promytim 10 mL acetonitrilu a naslednym proplachem 10 mL deionizované vody.
K analyze bylo odméteno 500 mL vody obohacené pfidavkem standardniho roztoku BL. Pies
kazdou kolonku bylo prokapano 100 mL vzorku vody. K eluci byl pouzit acetonitril, kdy kazda
kolonka byly prolita 20 mL rozpoustédla. Po extrakci bylo ziskdno 100 mL eluétu, ktery byl
dale zpracovan odpafenim do sucha na rota¢ni vakuové odparce pracujici pfi teploté 45 °C a
tlaku kolem 150-190 torrti. Po odpareni byl vzorek rozpustén v 1,0 mL acetonitrilu a nasledné

pouzit k voltametrické analyze.

Pro kazdou voltametrickou analyzu byl pouzit 1,0 mL zakoncentrovaného vzorku v acetonitrilu
s pfiddnim 9,0 mL zakladniho elektrolytu. Stanoveni probéhlo s vyuZitim metody DPV
s optimalizovanymi parametry. Pfi vyhodnoceni byla uplatnéna metoda standartniho pfidavku,
pficemz byly pfidany tfi piidavky standardniho roztoku BL o objemu 25 pL a koncentraci
1x107 mol L.
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Obrazek 15 Mapa s vyznacenym mistem odbéru (4) a fotografie mista odbéru (B).
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3. Vysledky a diskuse

3.1. Voltametrické chovani benalaxylu

Nauvod prace byl zméten cyklicky voltamogram BL, aby bylo zjisténo, zda podléha redoxnim
reakcim a pfi jakych potencidlech. K méteni byl pouzit jako zakladni elektrolyt roztok H>SO4
o koncentraci 0,1 mol L' a koncentrace BL byla 50 umol L™!. Byly nastaveny nasledujici
parametry CV: Ein=—-0,5V, Eswitch = +2,5 V, Ein=42,5V,v=100mV s~'. Z Obr. 16 lze vidét,
ze BL se oxiduje ve dvou krocich. Prvni proudové maximum bylo zaznamenano kolem
potencidlu (Ep) +1,8 V, druhé pti £, kolem +2,0 V. Na katodickém useku voltamogramu nebyl
pozorovan zadny redukéni pik, coz svedci o elektrochemicky ireverzibilnim prubéhu reakce.
Poté byly zméteny cyklické voltamogramy s Eswiteh nastavenym za prvni (+1,9 V) a druhy
(+2,1 V) oxidacni pik BL, aby byl eliminovan vliv pfipadnych néslednych reakci na
reversibilitu systému. I za téchto podminek bylo potvrzeno, Ze se jedna o ireverzibilni reakci.
Z Obr. 17 vyplyva, ze vyska piku (/,) BL nartstd s koncentraci, coz je podminkou

elektroanalytické aplikace.

11,0 i
—_— 1
“3 - --0,1 MH2504 !
— ]

+25V !
70 |
’ +19V

+2,1V

3,0

Far—ar—a
-

0,5 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
E[V]

Obrizek 16 Cyklické voltamogramy BL v prostiedi 0,1 mol L' H:SO, ziskané na BDDE. Parametry:
Ein = +2,5 V, Eswitch = +],9; +2,1; +2,5 I/; Eﬁn = +2,5 V, v=100 mVSil, CBL — 50 ,umolLil.
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Obrizek 17 Cyklické voltamogramy BL v prostiedi 0,1 mol L™ H,SOy ziskané na BDDE v zavislosti
na koncentraci. Parametry: Eiy = +2,5 V, Eqyien = +2,5V, Egu = +2,5V, v =100 mV s, cp = 10-50
umol L',

3.1.1. Zavislost na pH a slozeni zakladniho elektrolytu

Slozeni zdkladniho elektrolytu, a zejména jeho pH, vyznamné ovliviiuje voltametrické chovani
analyzovanych latek. K hodnoceni zavislosti elektrochemické odezvy BL na pH byl nejprve
vyuzit roztok H2SO4 o koncentraci 0,1 mol L™ pro dosazeni kyselého prostiedi a BRB o pH
2,0-11. Nejprve byla pouzita metoda CV, kdy koncentrace BL v polarografické nadob¢ byla
50 umol L. Na Obr. 18 jsou z diivodu lepsi piehlednosti uvedeny pouze anodické &asti
cyklickych voltamogramtl. 2 oxida¢ni piky BL byly pozorovéany v celém studovaném rozsahu
pH, pouze v alkalickém prostiedi se zhorSovala jejich vyhodnotitelnost, protoze byl signal
castecné prekryt vyluCovanim kysliku. V prostiedi ziedéné HoSO4 byla 2. oxidacni vina témét
neznatelna. Potencial piki BL se v zavislosti na pH neménil. Vyjimkou bylo prostiedi kyseliny
sirové, kde se ale neménilo pouze pH roztoku, ale rovnéz jeho slozeni a iontova sila. Konstantni
hodnota E, svédci o tom, Ze se na sledovanych redoxnich reakcich nepodileji protony, tedy ze
redoxni proces neni ovlivnén protona¢nim stavem molekuly.
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Obrazek 18 Anodické casti cyklickych voltamogramii BL ziskané na BDDE v zavislosti na pH
zakladniho elektrolytu. Parametry: Ein = +2,5V, Egiten = +2,5V, Egu = +2,5V, v =100 mVs! cg =
50 umol L.

Z kiivek uvedenych na Obr. 18 nebylo mozné zvolit vhodné pH zakladniho elektrolytu pro
stanoveni BL. Proto byla jako druh4d metoda pouzita DPV. Koncentrace BL v tomto ptipadé
byla 10 umol L™!. Vysledné voltamogramy jsou uvedeny na Obr. 19A. Z obrazku je ziejmé, Ze
op¢t byla zaznamenéna velice podobna odezva BL v celém rozsahu pH v BRB, ale s rostouci
hodnotou pH se zhorSovala separace druhého piku a tim se zhorSovala i1 jeho vyhodnotitelnost.
Jako vhodné&;jsi se proto jevilo prostiedi 0,1 mol L™! H,SOu4, kde nebyla 2. odezva téméf patrna
(Cernd kiivka na Obr. 19A). Z piiloZené zavislosti /, na pH na Obr. 19B vyplyva, Ze v tomto
prostiedi byla rovnéZ zaznamendna nejvyssi hodnota ,. VySka piku byla vyhodnocovéana
spusténim kolmice z maxima piku ke spojnici minima pied a za pikem. Obé odezvy byly
vyhodnocovéany jako jeden pik a jako maximum byl bran vrchol odpovidajici prvnimu
oxida¢nimu kroku. Pro dal$i experimenty byl jako zakladni elektrolyt zvolen roztok 0,1 mol L™
H>SO4. Jak vyplyva z Tab. 1, v tomto prostiedi byla ziskdna nejvyssi proudova odezva a

soucasn¢ bylo méfeni velice dobfe opakovatelné.
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Obrazek 19 DP voltamogramy BL ziskané na BDDE v zavislosti na pH zdkladniho elektrolytu.
Parametry: Ein =0V, Efn=+2,5V, v =150 mVs ™ A=+50mV, t=50ms, cs = 50 umol L.

Tabulka 1 Porovnani opakovatelnosti méreni v zavislosti na pH a slozeni elektrolytu

Elektrolyt I, [uA]  RSD (n=15) [%]

0,1 H2SO4 2,78 0,62
pH 3 2,31 1,17
pH 5 2,45 0,60
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3.1.2. Zavislost na rychlosti polarizace

Za ucelem hlubsiho porozumeéni elektrochemickému mechanismu byla studovana zavislost
voltametrické odezvy na rychlosti polarizace pracovni elektrody. Méfeni byla provadéna
metodou CV s BL o koncentraci 50 pmol L™ v prosttedi 0,1 mol L' H2SO4. Polarizaéni

! po jednotlivych krocich o velikosti

rychlost byla postupné zvySovana z 25 do 200 mV s~
25 mV s !. Odpovidajici voltamogramy jsou uvedeny na Obr. 20A, z n&hoZ vyplyva, Ze vyska

piku rostla s rostouci rychlosti.
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Obrazek 20 Cyklické voltamogramy BL ziskané na BDDE v zavislosti na rychlosti polarizace (4) a
odpovidajici zavislosti I, na v (B), I, na v (C) a log(I,) na log(v) (D). Parametry: zdkladni elektrolyt
0,1 mol L™ HxSOy, Eiy = 0,75V, Egwirch = +2,5V, Epu = +2,5V,v=50mV s, car = 50 umol L™
41



Nésledné byly vyneseny jednotlivé zavislosti. Zatimco zavislost I, na v (Obr. 20B) neni linearni,
zavislost I, na v'? (Obr. 20C) vykazuje linearni pribéh a mize byt popsina rovnici (4)
s odpovidajicim korelaénim koeficientem. To svéd¢i o difuzi jako fidicim déji sledované
elektrodové reakce. Tento zavér byl potvrzen také logaritmickou zavislosti log(Zy) na log(v),
kterou popisuje rovnice (5). V tomto piipad¢ je diillezita hodnota smérnice (0,504+0,007), ktera

odpovida teoretické hodnoté 0,5 pro difuzné fizenou reakci.
I,[pA] = (0,250 + 0,008)v*/2[(mV s™1)/?] + (-0,20 £ 0,12),r = 0,997 (5)

log(I,[nA]) = (0,504 + 0,007)log(v[V s~*]) — (0,640 + 0,014),r = 0,993 (6)

3.2. Vyvoj voltametrické metody stanoveni benalaxylu

Po uvodni charakterizaci voltametrického chovani BL a vybéru vhodného prostredi pro dalsi
meéteni nasledoval vyvoj specifické voltametrické metody pro jeho kvantitativni stanoveni.
Vzhledem k tomu, Ze metody SWV a DPV obecné vykazuji vysokou citlivost, byla provedena
jejich optimalizace. Na zaklad¢ srovnani byla zvolena nejvhodnéjsi technika pro detekci daného

fungicidu.

3.2.3. Optimalizace parametrd DPV

Parametry DPV byly optimalizovany v prostfedi 0,1 mol L' H,SOs a BL o koncentraci
20 pmol L™!. Vzdy byl jeden parametr ménén a dalsi byly konstantni. Voltametrické kiivky
s prisluSnymi zavislostmi jsou uvedeny na Obr. 21 spolu s konkrétnimi parametry méfeni.

Prvnim parametrem byla rychlost polarizace ménéna v intervalu od 10 do 100 mV s

, Vybrana
hodnota byla 40 mV s™!. Tato hodnota je na Obr. 21A zvyraznéna Cervend. Pfi vysSich
rychlostech sice dochazi k dalSimu zvySeni proudové odezvy, avSak soucasné jsou
zaznamenany projevy deformace pikli a zhorSuje se jeho vyhodnotitelnost v souvislosti
s blizkosti konce potencidlového okna. Naopak pii nizsich rychlostech je odezva nizsi, coz by
mohlo negativné ovlivnit detekovatelné¢ koncentrace. Zavislosti /, na rychlosti polarizace
vykazuje v pocateCnim rozsahu linearni prabeh, pfiCemz zvolena hodnota odpovida prave
poslednimu bodu z této linearni oblasti. VySka pulzu (4) byla testovana v intervalu od 10 do

100 mV anésledné byla vybrana hodnota 50 mV. Tato hodnota opét leZi jesté v oblasti relativné

linearniho narastu 7, v zavislosti na 4 (Obr. 21B). Poté roste pik pomaleji a opé€t je ovlivnén
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prepétim kysliku. Poslednim parametrem byla §ifka pulzu (¢), ktera byla testovana v intervalu
od 10 do 100 ms. Postupné se zvysujici se dobou trvani pulzu se pik zmensuje (Obr. 21C), proto

byla vybrana hodnota 10 ms.
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Obrazek 21 Diferencné pulzni voltamogramy BL ziskané na BDDE v zavislosti na rychlosti
polarizace s odpovidajici zavislosti I, na v (4); na vysce pulzu s odpovidajici zavislosti I, na A (B), na
§irce pulzu s odpovidajici zavislosti I, na t (C). Parametry: zékladni elektrolyt 0,1 mol L™ H:SOy, Ei
=+0V, Ep=+25V,v=10-100 (4) a40mVs' (BaC),A=50(4aC)al0-100mV (B), t =50 (4
aB) a 10-100 ms (C), c = 20 umol L.

3.2.4. Optimalizace parametra SWV

Optimalizované parametry pro SWV pii stanoveni BL zahrnovaly rychlost polarizace,
amplitudu a frekvenci. Koncentrace BL byla 20 pmol L™ a analyza probihala v prostiedi
0,1 mol L ™! H»SO4. Vysledné voltamogramy spolu s ptislusnymi zavislostmi jsou zobrazeny na

Obr. 22. Prvnim optimalizovanym parametrem byla rychlost polarizace, ktera byla stejné jako
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u DPV testovana v intervalu od 10 do 100 mV s~!. Zavislost I, na rychlosti polarizace (Obr.
22A) ptedstavuje v prvni fazi linearni nartist voltametrické odezvy az do hodnoty 70 mV.
Soucasné¢ se ale zveda konec piku a zhorSuje se jeho vyhodnotitelnost. Proto pro dal§i méteni
byla vybrana v=40mV s !, ktera pfedstavovala kompromis mezi vy$kou a tvarem piku. Dal$im
parametrem byla amplituda v intervalu od 10 do 100 mV s™!. S rostouci amplitudou dochazelo
k vyznamnému naristu piku BL do hodnoty 40 mV, ale soucasné i k deformaci tvaru pikt (Obr.
22B). Proto byla vybrana hodnota amplitudy 30 mV. Poslednim parametrem byla frekvence,
ktera byla testovana v intervalu od 5 do 50 Hz. I kdyz pfi vysSich frekvencich ziistava vyska
piki podobnd, dochazi k vyraznému zkresleni jeho tvaru a zaSuméni celé kiivky, coz ztézuje

vyhodnoceni (Obr. 22C). Proto byla vybrana pro dalsi méfeni hodnota /= 10 Hz.
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Obrazek 22 Square-wave voltamogramy BL ziskané na BDDE v zavislosti na rychlost polarizace
s odpovidajict zavislosti I, na v (4); na vysce pulzu s odpovidajici zavislosti I, na A (B), na frekvenci
s odpovidajici zavislosti I, na f (C). Parametry: zdkladni elektrolyt 0,1 mol L' HySOy, Ein = 0V, Epy =
+2,4V,v=10-100 (4) a 40 mVs ' (Ba C), A =50 (A), 10-100 (B) a 30 mV (C), f=25 (4 aB) a 5-
50 Hz (C).
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3.2.5. Porovnani DPV a SWV

Po provedené optimalizaci experimentalnich podminek obou testovanych technik DPV i SWV
nasledovalo méfeni kratkych koncentraénich zavislosti pro BL v rozsahu od 10 do 50 pmol L™
v prostiedi 0,1 mol L™! H>SO4. Ziskané voltamogramy spolu se zavislostmi , na c jsou uvedeny
na Obr. 23. DPV vykazovala vyssi proudové odezvy a soucasné i dvojnasobnou citlivost
(0,0627+0,0014) pro BL v porovnani se SWV (0,02958+0,00067). Proto také byla DPV

vybrana jako vhodnéjsi metoda ke stanoveni BL.

I [nA]

0,5 1 1,5 2
E[V]

Obrazek 23 SW a DP voltamogramy BL zaznamenané na BDEE v zavislosti na koncentraci a
odpovidajici zavislost I, na cpi. Parametry: zakladni elektrolyt 0,1 mol L™ HSOy, Ey = —0,75 V, Ep,
=424V, DPV:v=40mVs ', A=50mV, t=10ms, SWV:v=40mVs', A=30mV, f= 10 H,
ce, = 10-50 umol L.

3.2.6. Preduprava povrchu BDDE

Povrchova uprava pracovni elektrody je dilezitym krokem, ktery mlize vyznamné ovlivnit jeji
elektrochemické chovani, zejména citlivost a opakovatelnost métfeni. V ramci této prace byly
testovany Ctyfi rizné metody aktivace povrchu BDDE s cilem optimalizovat jeji odezvu viici

BL. Konktrétné se jednalo o elektrochemické cyklovani s 20 opakujicimi se cykly CV s
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nasledujicimi parametry: Ein = —1,0 V, Eswiteh = +2,5 V, Efin=+2,5 V, v =100 mV s~ '. Dalsimi
postupy byly anodicka aktivace pii £ = +2,5 V po dobou 300 s a katodicka aktivace pti E =
2,5 V po dobou 300 s. Posledni procedurou bylo mechanické lesténi na lestici podlozce
pomoci aluminy. Po kazdém zpiisobu aktivace elektrody bylo nésledné provedeno jedenact
opakovanych voltamogramti BL o koncentraci 20 pumol L™! svyuzitim DPV s diive
optimalizovanymi parametry. VSechny metody aktivace vedly k podobnym proudovym
odezvam, které se pfili§ neliSily vyskou ani tvarem. Rozdil se vSak projevil v opakovatelnosti
meéteni. Nejstabilngjsi a nejreprodukovatelnéjsi vysledky poskytla metoda cyklovani, u které
byla zaznamendna stabilni proudové odezva jiz béhem prvnich méfeni, zatimco po dalSich
procedurach bylo vzdy tfeba nékolik opakovani méteni, kdy odezva postupné klesala, nez se
signal stabilizoval. Cyklovani bylo proto vybrano jako nejvhodnéjsi metoda aktivace BDDE

pro nasledné méteni.

3.3. Analyza modelovych vzorku

Navrzend metoda pro stanoveni BL byla aplikovana pii méfeni koncentra¢nich zavislosti
v ruznych rozsazich. Na Obr. 24 je uveden piiklad voltamogramu a odpovidajici zavislost I, na
koncentraci BL v rozsahu od 0,25 do 60 pmol L', Tento rozsah pfedstavuje linearni dynamicky
rozsah (LDR) metody. Tato zavislost miZe byt popsana rovnici (7) s pfislusSnym korelacnim
koeficientem. Z uvedené zavislosti byly vypocteny hodnoty limitu detekce (LOD) a meze
stanovitelnosti (LOQ) uvedené v Tab. 2. LOD byl vypocten jako trojnasobek smeérodatné
odchylky tseku podéleny hodnotou smérnice a LOQ jako desetinasobek smérodatné odchylky
iseku podéleny hodnotou smérnice. LDR byl stanoven vrozmezi 0,25-60 umol L™

experimentalné na zéklad¢ skuteéné nametenych a vyhodnocenych dat.

I,[nA] = (0,0699 + 0,0005) ¢ [umol 1"1] — (0,0083 + 0,0025),7 = 0,9997 (7)

Tabulka 2 Shrnuti parametrii pro stanoveni ML pomoci BDDE

Elektrolyt LOD [umol L] LOQ [umol L] LDR [pumol L]
0,1 H2SO4 0,11 0,37 0,25-60
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Obrazek 24 DP voltamogramy BL zaznamenané na BDDE v zavislosti na koncentraci spolecné
se zavislosti I, na cgr. Parametry: zdkladni elektrolyt 0,1 mol L 'H,SO4 Eiy = +07V, Em=+24V,v=
40mV s, A=50mV, t =10 ms, cp. = umol L™, hodnoty I, byly vyhodnoceny po odectu zakladniho
elektrolytu.

Nasledovalo ovéteni nové metody pfi analyze modelovych roztokd o zndmé koncentraci BL.
Pro vyhodnoceni byla pouZita metoda standartniho pfidavku. Do polarografické nadobky bylo
odméieno 10 mL modelového roztoku BL o koncentraci 1,0 pmol L™! v zakladnim elektrolytu
(0,1 mol L™! H2SO4), ke kterému byly nasledné piidany tii pridavky standardniho roztoku BL
o objemu 10 uL a koncentraci 1,0x107° mol L™!. Analyza byla provedena 5x vzdy za stejnych
experimentalnich podminek. Na Obr. 25 je uveden ptiklad DP voltamogramt ziskanych pfi
analyze modelového roztoku doplnény grafickym vyhodnocenim metody standartniho
ptidavku. Z vysledkti shrnutych v Tab. 3 vyplyva, Ze vyvinutad metoda poskytuje spravné a

velmi dobfte reprodukovatelné vysledky.
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Tabulka 3 Vysledky stanoveni BL v modelovych roztocich pomoci BDDE

Koncentrace [pmol L] Stanoveno [pumol L] Vytéznost [%] RSD [%]
1,0 0,996+0,032 94,1-103,8 3,23
1.0 0,4

e | E ¥ r
3 2
~* 03 }
~08 |
02
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06 0,1‘."{?,..
el
04 F -20 -10 0,0 1,0
- - - elektrolyt
0,2 ’
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0’0 e T ] ] ]
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Obrazek 25 DP voltamogramy analyzy modeloveho roztoku BL zaznamenané na BDDE s grafickym
vyhodnocenim metody standartniho pridavku. Parametry: zakladni elektrolyt 0,1 mol L™! H>SOy, E;, =
0V, Efin=+24V,v=40 mVs ! A=50mV, t=10ms, modelovy roztok: V =10 ml, cgL =
1,0 umol L™', pridavky standardniho roztoku BL: V =10 uL, cgr = 1,0x107° mol L™'; hodnoty I, byly

vyhodnoceny po odectu zakladniho elektrolytu.

3.4. Analyza pfirodni vody

Pesticidy se v soucasné dob¢ beézné detekuji v pfirodnich a povrchovych vodach ve velmi
nizkych koncentracich, b&zné v fadu 1078-10~ mol L™!. Z tohoto divodu je nezbytné vyvijet a
pouzivat citlivé analytické metody, které umozni spolehlivé stanoveni pesticidll 1 v takto
nizkych koncentracich. V tomto pfipadé¢ koncentrace spadaji pod hodnotu LOD vyvinuté

metody. Aby bylo mozné dosdhnout potiebné citlivosti a ziskat kvantifikovatelné vysledky, je

48



nutné zvysit koncentraci BL ve vzorku pomoci zakoncentrovani [69]. Pro zakoncentrovani
vzorku byla vyuzita extrakce pomoci tuhé faze s kolonkami, které obsahovaly 500 mg sorbentu
C18ec. Kolonky byly napojeny na extraktor, kde podtlak zajistovala vyvéva. Vzorek kapal ptes
kolonky a nasledné byl zachyceny BL eluovan pomoci acetonitrilu a odpafen pomoci rotacni
vakuové odparky. Pied analyzou byl odparek rozpustén v acetonitrilu. Podrobné podminky

extrakce byly popsany v experimentalni casti.

Proces extrakce a zakoncentrovani vzorku byl nejprve testovan na modelovych roztocich
pfipravenych z destilované vody s koncentraci BL 0,05 pmol L™! (5,0x10™® mol L™!). Pro
kazdou analyzu bylo pouzito vzdy 500 ml vody. Po extrakci a zakoncentrovani byl vysledny
objem 1,0 mL vzorku v acetonitrilu. Pro analyzu bylo k takto upravenému vzorku ptidano
9,0 mL zékladniho elektrolytu a byla provedena analyza. Nasledn€ byly ptidany tii ptidavky
standartniho roztoku BL o objemu 25 pL a koncentraci 1,0x107* mol L™, Vzhledem k &asové
narocnosti byl proces zakoncentrovani s naslednou analyzou opakovan pouze 3x. Stejny postup
byl aplikovan i pii analyze vzorku fi¢ni vody, kterd byla obohacena piidavkem standardniho
roztoku BL opét na koncentraci 0,05 pmol L™!. Analyza ¥i¢ni vody byla také zopakovana 3x.
Vysledné voltamogramy analyzy modelového i ptirodniho vzorku jsou zobrazené na Obr. 25 a
vysledky jsou shrnuté v Tab.4. Vysledky dokazuji, Ze zvolena extrakéni metoda poskytuje
velice dobrou vytéznost (> 96,5 %) jak pro modelovy roztok, tak pro vzorek fi¢ni vody, a
stanovené koncentrace odpovidaji hodnotam koncentraci BL, na které byly oba typy vzorkl

upraveny piidavkem standardniho roztoku.

Zavéerem lze konstatovat, Ze vyvinutou voltametrickou metodu ve spojeni s pouzitou extrakéni
a koncentra¢ni technikou 1ze Gspésné aplikovat pii analyze ptirodnich vod. Citlivost 1ze déle

zvysit napt. pouZitim vétSiho objemu vzorku vody.

Tabulka 4 Shrnuti vysledkii analyzy modelového roztoku a Ficni vody s pridavkem BL po extrakci.

Typ vzorku Stanoveno [umol L] Vytéznost [%] RSD [%]
Modelovy roztok 0,0489+0,0003 97,4-98.,4 0,5
Riéni voda 0,0486+0,0002 96,8-97,6 0,4
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Obrazek 26 DP voltamogramy analyzy modelového roztoku BL (A) a Ficni vody (B) po extrakci
a zakoncentrovani zaznamenané na BDDE s grafickym vyhodnocenim metody standartniho pridavku.
Parametry: zakladni elektrolyt 0,1 mol L "HSOy4 Ein=+07V, Epm=+24V,v=40 mVs! A=
50 mV, t = 10 ms, modelovy roztok a vicni voda: V = 10 mL (1,0 mL eluatu + 9,0 mL elektrolytu),
pridavky standardniho roztoku BL: V = 25 uL, cgr = 1,0x107° mol L™'; hodnoty I, byly vyhodnoceny

po odectu zakladniho elektrolytu.
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Zaveér
Cilem této bakalatské prace bylo vyvinout voltametrickou metodu pro stanoveni fungicidu BL

s vyuzitim borem dopované diamantové elektrody.

Nejprve byla pouzita CV, ktera poskytla zakladni informace o elektrochemickém chovani
benalaxylu a umoznila navrh vhodnych pracovnich podminek. Bylo zjisténo, ze BL poskytuje
2 oxidacéni odezvy pfi potencidlech +1,8 a +2,0 V. Jednalo se o ireverzibilni reakce fizené difuzi.
Bylo testovano vhodné prostiedi pro analyzu, kde byl porovnavan BRB o pH 2-12 a roztok
0,1 mol L™! H2SO4. Na zdkladé intenzity a tvaru piku byla jako nejvhodné&jsi elektrolyt zvolena
0,1 mol L™' H>SOs, nebot pii nizkém pH vykazovaly voltamogramy ostfejsi a 1épe

vyhodnotitelné piky.

Nasledoval vyvoj metody stanoveni BL za pouziti DPV a SWV, piicemz byly optimalizovany
klicové parametry obou metod a postup aktivace pracovni elektrody. Na zaklad¢ citlivosti a
stability signalu byla zvolena DPV. Ze zmétenych koncentracnich zavislosti byly pro tuto
metodu zjistény nasledujici statistické parametry: LOD = 0,11 pmol L™}, LOQ = 0,37 pmol L
a LDR = 0,25-60 umol L™!. Vyvinutd metoda byla Gispésné aplikovana pii analyze modelovych
roztokli benalaxylu i vzorku ficni vody, kterd byla pfed samotnou voltametrickou analyzou
zakoncentrovana pomoci extrakce na tuhé fazi. Vysledky analyzy potvrdily, Ze navrZzeny postup
umoziuje spolehlivé detekovat BL 1 ve stopovych koncentracich ve vzorcich s komplexni

matrici.

Na zavér lze tedy konstatovat, ze cil prace byl splnén a navrzend voltametrickd metoda miize

ptredstavovat efektivni nastroj pro stanoveni BL v pfirodni vodé.
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