Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka

Vyvoj voltametrické metody stanoveni fungicidu fludioxonilu

Bakalaftska prace

2024 Martin Holy



Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologicka
Akademicky rok: 2023/2024

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jméno a pifjmeni: Martin Holy

Osobni ¢islo: C21269
Studijni program: B0512A130006 Analyza biologickych materiali
Téma préce: Vyvoj voltametrické metody stanoveni fungicidu fludioxonilu

Téma préce anglicky: Development of a Voltammetric Method for the Determination of the
Fungicide Fludioxonil
Zadévajici katedra:  Katedra biologickych a biochemickych véd

Zasady pro vypracovani

1. Popiste strucné princip voltametrie. Zpracujte literarni reSersi tykajici se fungicidu fludioxonilu.
Zaméfte se na problematiku jeho pisobeni a zejména nezadoucich Gcinkd na Zzivotni prostiedi
a zdravi organismd. Shriite moZnosti jeho stanoveni s vyuZitim rliznych analytickych metod véetné
voltametrie.

2. V ramci experimentalni ¢asti prostudujte voltametrické chovani fungicidu na borem dopované
diamantové elektrodé a navrhnéte optimalni podminky jeho stanoveni v modelovych roztocich.

3. Vyvinutou metodu aplikujte pfi analyze modelovych roztokd a praktickych vzorkd pfirodnich vod
a pesticidniho pFipravku.

4, Bakalaiskou praci zpracujte v souladu se Smérnici UPa ¢. 7/2019 "Pravidla pro odevzdavani,
zvefejiiovani a formalni Gpravu zavérednych praci” v platném znéni.,



Rozsah pracovni zpréavy: 25s.
Rozsah grafickych praci: dle potieby
Forma zpracovani bakalarské prace: ti§téna

Seznam doporucené literatury:

Podle pokyni vedouci bakalarské prace.

Vedouci bakalarské prace: doc. Ing. Renata Selesovska, Ph.D.
Ustav environmentalniho a chemického inZenyrstvi

Konzultant bakalarské prace: Ing. Pavlina KeliSkova
Ustav environmentalniho a chemického inzenyrstvi

Datum zadani bakalarské prace: 22. prosince 2023
Termin odevzdani bakalarské prace: 1. éervence 2024

LS.
prof. Ing. Petr Némec, Ph.D. v.r. doc. RNDr. Tomas Rousar, Ph.D. v.r.
dékan vedouci katedry

V Pardubicich dne 29. Gnora 2024



Prohlasuji:

Préci s nazvem Vyvoj voltametrické metody stanoveni fungicidu fludioxonilu jsem vypracoval
samostatné. Vesker¢ literarni prameny a informace, které jsem v praci vyuzil, jsou uvedeny

v seznamu pouzité literatury.

Byl jsem sezndmen s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze zakona
¢. 121/2000 Sb., o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a o zméné
nékterych zédkont (autorsky zdkon), ve znéni pozd¢jsich predpisi, zejména se skutecnosti, ze
Univerzita Pardubice ma pravo na uzavieni licen¢ni smlouvy o uziti této prace jako Skolniho
dila podle § 60 odst. 1 autorského zdkona, a s tim, Ze pokud dojde k uZiti této prace mnou nebo
bude poskytnuta licence o uziti jinému subjektu, je Univerzita Pardubice opravnéna ode mne
pozadovat pfiméfeny piispévek na thradu ndkladl, které na vytvoreni dila vynalozila, a to

podle okolnosti az do jejich skute¢né vyse.

Beru na védomi, ze v souladu s § 47b zakona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych skolach a 0 zmén¢ a
doplnéni dalSich zakont (zakon o vysokych skolach), ve znéni pozd¢jsSich predpisti, a smérnici
Univerzity Pardubice ¢. 7/2019 Pravidla pro odevzdavani, zvetejiiovani a formalni Gpravu
zavérecnych praci, ve znéni pozd¢jSich dodatkli, bude prace zvetejnéna prostfednictvim

Digitalni knihovny Univerzity Pardubice.

V Pardubicich dne 25. 6. 2024

Martin Holy v.r.



PODEKOVANI

Velice rad bych podékoval doc. Renaté SeleSovské za skvélé vedeni pii sepisovani mé
bakalarskeé prace, za vSechny rady, pfipominky, a hlavné za velkou trp€livost a pozitivni pfistup.
Dale chci vyjadrit diky Ing. Pavliné Keliskové za veSkerou pomoc a vedeni pii experimentalni
¢asti 1 pfi sepisovani prace a za vSechen ¢as, ktery se mnou travila v laboratofti. Dalsi velké diky
patii Oleksandru Matvieievovi, Ph.D. za zodpovézeni vSech mych otazek, pomoc
s vyhodnocenim experimenti, vSechny opravy pfistroji a pomoc s Upravou bakalaiské prace.
Vsem Vam jesté jednou velice dékuji a doufam, ze veskery Vas vénovany ¢as bude kladné

zurocen.



ANOTACE

Cilem této bakalaiské prace je vytvoreni voltametrické metody pro stanoveni fungicidu
fludioxonilu za pomoci borem dopované diamantové elektrody. Teoretickd Cast prace se
zamétfuje zejména na mechanismus Uc¢inku fludioxonilu a jeho vliv na zivotni prostiedi, dale
pojednava o moznostech stanoveni fludioxonilu za pomoci riiznych analytickych metod. Cést
textu je vénovana objasnéni zakladniho principu voltametrické metody. V ramci experimentalni
prace bylo studovano elektrochemické chovani fludioxonilu a vyvinuta voltametricka metoda
jeho stanoveni. Na zavér byla ovéfena moznost pouziti navrzené metody pro analyzu ptirodnich

vod.
KLICOVA SLOVA

fludioxonil, fungicid, voltametrie, borem dopovana diamantova elektroda

TITLE
Development of a voltammetric method for the determination of the fungicide fludioxonil

ANNOTATION

The aim of this bachelor’s thesis is to develop a voltammetric method for determining the
fungicide fludioxonil using boron-doped diamond electrode. The theoretical part of the work
focuses primarily on the mechanism of fludioxonil’s action and its impact on the environment.
It also discusses various analytical methods for determining fludioxonil. Part of the text is
devoted to explaining the basic principles of voltammetric methods. In the experimental part,
the electrochemical behavior of fludioxonil was studied, and a voltammetric method for its
determination was developed. Finally, the applicability of the proposed method for the analysis

of natural waters was verified.
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Uvod

Fludioxonil patfi mezi fenylpyrrolové fungicidy. Jeho molekuldrni struktura je
analogem antifungicidniho antibiotika pyrrolnitrinu, které je sekundarnim metabolitem
nékterych bakterii z rodu Pseudomonas a Burkholderia. Jeho hlavni vyuziti je v zemé&délstvi a
spociva v ochrané sklizen¢ho ovoce a zeleniny pted jeho napadenim plisnémi a dal$imi druhy
hub béhem dopravy a skladovani. Jelikoz se v poslednich letech vyznamné rozsifuje pouziti
tohoto fungicidu, zacaly se mnozit obavy spojené s jeho toxicitou a perzistenci, resp. degradaci

v prostiedi.

Z téchto ditvodu je dilezité, aby existovaly metody pro rychlé, levné, ale soucasné citlivé a
selektivni stanoveni této latky v riznorodych vzorcich. Nejcastéji vyuzivané metody pro
stanoveni fludioxonilu jsou plynova a kapalinova chromatografie za pomoci riznych druht
detektorti. Tyto metody jsou sice velice pfesné a mohou efektivné analyzovat i slozitéjsi vzorky,
ale jejich zéporem je vysoka pofizovaci cena, vy$s$i naroky na ptipravu vzorku, delsi doba

analyzy, slozit&j$i instrumentace a s tim spojend nutnost dostatecné zkuSené¢ho pracovnika.

Voltametrické metody ndm nabizeji jistou alternativu, jelikoz jsou casto levnéjsi, rychlejsi a
naroky na Upravu vzorkl pfed analyzou jsou niz§i, pficemz nam stale umoziuji velice citlivé a
pfesné méteni. Dalsi vyhodou téchto metod je moZnost miniaturizace, a tedy i vyvoj terénnich

analyzatort, které jsou pro efektivni monitorovani velice uZitecné.

Cilem této bakalaiské prace je prostudovat voltametrické chovani fludioxonilu a vyvinout

metodu pro jeho stanoveni za pomoci borem dopované diamantové elektrody.

12



1 Teoreticka ¢ast

1.1 Pesticidy

Pesticidy jsou latky vyuzivané k hubeni ¢i odpuzovani rtiznych druhii organismu, které¢ maji
negativni vliv na lidskou produkci. Tyto organismy obecné oznacujeme terminem ,,Sktidce*.
Pesticidy pak délime do skupin podle ucinnosti pro jednotlivé skupiny Skidct. Mezi
nejpouzivanéjsi patii insekticidy (hmyz), herbicidy (rostliny), fungicidy (houby) a rodenticidy
(hlodavci) [1].

Vyuziti primitivnich fungicidd je lidem znamo jiz stovky let. Jako prvni fungicidy byly
vyuzivany jednoduché anorganické slouceniny jako je kuchyniska stl, praskova sira nebo tieba
siran Zeleznaty. Vyuziti téchto fungicidl pfetrvava i do dneSni doby, kdy se stdle pouziva
praskova sira pro vysifeni naptiklad sudu ¢i sklepti. Nebo tfeba pouziti siranu médnatého jako
pridavek do bazénové chemie [2]. ZaCatkem 40. let 20. stoleti se zaCaly objevovat organické
fungicidy, které fungovaly jako inhibitory, schopné se vadzat na Siroké spektrum latek a zamezit
tak jejich spravné biologické funkci. Problémem téchto latek byla nizka selektivita a celkem
vysoka toxicita pro oSetfované rostliny i1 ostatni necilové organismy. Jako feSeni téchto
problémi se zacaly vyvijet nové, moderni fungicidy, které by se specificky vazaly na dulezité
bilkoviny cilového organismu. Toto vede k selektivnéjSimu plsobeni, a tedy vétSinou k nizsi
toxicité pro ostatni organismy. VétSina téchto modernich fungicida je schopna distribuovat se

v celé rostlin€ a pisobi tak systematicky [2].

1.1.1 Fenylpyrrolové fungicidy
Fenylpyrrolové fungicidy jsou latky, které obsahuji ve své molekule fenylpyrrol (Obrazek 1).
Tyto latky jsou derivaty pfirodniho antimykotika pyrrolnitrinu, pfirozené se vyskytujiciho
fungicidu nékterych druhl ptidnich bakterii rodu Pseudomonas, ktery je produkovan jako
sekundarni metabolit tryptofanu. Fenylpyrrolové fungicidy jsou schopny inhibovat riist hub ve
vSech jejich stadiich. Momentalné patii mezi nejpouzivanéjsi fungicidy tohoto typu fenpiclonil
a fludioxonil, pficemz fludioxonil je preferovany diky vyssi stabilité¢ v prostiedi a lepsi

ucinnosti [3].
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Obrazek 1 Strukturni vzorec fenylpyrrolu (3-fenyl-1H-pyrrol) [4].

1.1.2 Fludioxonil
Fludioxonil (FLU, Obrazek 2, C12HsF2N2O2, IUPAC: 4-(2,2-Difluoro-2H-1,3-benzodioxol-4-
yl)-1H-pyrrole-3-carbonitrile, C12HgF2N202, CAS: 131341-86-1) je Sirokospektralni fungicid,
pouzivany predev$im na ochranu uskladnénych semen, ovoce, zeleniny a dalSich produktt
zemédelského sektoru. V poslednich letech se zvySilo pouziti tohoto fungicidu, a je nyni

pouzivan na vice jak 900 druht plodin [5].

Jedné se o bily prasek s molekulovou hmotnosti 248,18 g/mol. Jeho rozpustnost ve vod¢ je
1,8 mg/1 pti teploté 25 °C. Vyssi rozpustnost FLU je v acetonu (190 mg/1 pfi 25 °C) a v ethanolu
(44 mg/1 pti1 25 °C). Teplota tani je 199,8 °C [6].

Obrazek 2 Strukturni vzorec fludioxonilu [6].
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1.1.2.1 Mechanismus u¢inku fludioxonilu
Mechanismus uc¢inku FLU je momentaln¢ stale diskutované téma a pravdépodobné je zapojeno
vice ¢asti bunécného metabolismu, nez se doposud piedpokladalo. Historicky vychazel prvni
navrzeny mechanismus uc¢inku FLU z principu plisobeni pyrrolnitrinu, jelikoz byl FLU vyvinut
jako jeho stabilngj$i a i€innéjsi alternativa. Pyrrolnitrin inhibuje nékteré funkce v elektronovém
transportnim fetézci v mitochondriich [5]. Elektronovy transportni fetézec (Obrazek 3) je fada
bilkovinovych komplexii, které¢ se ucastni redoxnich reakci za tucelem vytvoreni
elektrochemického gradientu ve form& H' iontl. Tento gradient je poté vyuzit komplexem V
(ATP syntdzou) pro tvorbu adenosintrifosfatu (ATP). Princip vzniku elektrochemického
gradientu  spociva v kaskadovit¢é  oxidaci = redukovanych  kofaktori =~ NADH
(nikotinamidadenindinukleotid) a FADH; (flavinadenindinukleotid) ziskanych z glykolyzy
glukozy a citratového cyklu. Kofaktor NADH se oxiduje na komplexu I za vzniku 4 H" ionti a
kofaktor FADH, na komplexu II za vzniku 2 H' iontd, pii¢emz akceptorem elektrond je

koenzym Q (ubichinon).

Cytosol

syt oy T OISR DD SO O B0 =0 DS S e [ 00 B D
‘Duter

mitochondrial membrane

Intermembrane space A

e M8 I0RES
mitochondrial membrane

Mitochondrial matrix

Primary sites of mitochondrial
superoxide (Oy+-) generation:

B @ complex |
Camplax |1
@ mGPOH
ETF/ETFQO
DHODH
ﬂ Complex 11

Obrazek 3 Mista v oblasti elektronového transportniho retézce, kde vznika superoxidovy radikal
(jeden z druhit ROS) [8].

11— komplex I, Il — komplex 11, IIl — komplex III, IV — komplex IV, V — komplex V, Q — koenzym Q, QH2
— redukovany koenzym Q, C — cytochrom ¢, SODI1 — superoxid dismutiza, mGPDH — mitochondridalni
glycerol-3-fosfat dehydrogendza, ETF — elektrony transportujici flavoprotein, DHODH —
dihydroorotat dehydrogendza
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Redukovany koenzym Q je nasledné zpétné oxidovan na komplex III za vzniku dalSich 4 H*
iontl a redukovaného cytochromu c. Redukovany cytochrom c je reoxidovan na komplexu IV
za pomoci kysliku a vyslednym produktem je voda [7]. Vysledkem inhibice je zvySena
koncentrace reaktivnich forem kysliku (ROS — reactive oxygen species) na komplexu I
(Obrazek 3) [5]. ROS spadaji do skupiny volnych radikald, tedy latek, které obsahuji neparovy
elektron. V buiice je nutné, aby byly tyto radikaly v rovnovaze s antioxidanty, jinak dochazi
k poskozeni bunécnych struktur a jejich funkci [8]. Dlkaz o podobném ptsobeni FLU jako
samotného pyrrolnitrrinu vychéazi z naruseni rovnovahy koncentrace antioxidantu glutathionu

v bunkach [5].

Dalsi ucinek FLU spociva v jeho schopnosti aktivovat dréhu regulace osmotického tlaku
zvanou HOG (high-osmolarity glycerol) [5]. Tato draha slouzi né€kterym eukariotdm hub (napf.
kvasinkdam) jako regulace intracelularniho osmotického tlaku. Dréha je pfirozené aktivovéna,
kdyz se buiika dostane do prostiedi, kde je priliS vysoky osmoticky tlak. Bunka v tomto
prostiedi ztraci vodu a dochéazi ke zmenSeni jejiho objemu. Pfi aktivaci HOG dochazi ke
kumulaci aminokyselin, iontl a hlavné glycerolu. Tim dojde ke zvySeni osmolarity buiiky, a
tedy k adaptaci na nové prosttedi. Ke kumulaci dochéazi snizenim propustnosti nékterych latek
skrz membranu a zvySenim syntézy glycerolu. Tyto adaptace jsou zplisobeny zménou genové
exprese nékterych stresovych gent, ovlivnénim jejich post-transkripénich Gprav a modulaci

translace a stability vzniklé mRNA (Obrazek 4) [9].

HOG drdha je inhibovana HHK (hybrid histidine kinase), coz jsou latky, které blokuji
fosforylaci Hogl kinazy [10]. KdyZ FLU neptimo aktivuje HOG dréhu, buiika zvy$i sviij vnitini
osmoticky tlak a za¢ne zvétSovat svilj objem, coz vede k poSkozeni jeji cytoplazmatické

membrany a dochézi tak k nekrdze [5].
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Obrazek 4 Proces regulace exprese stresovych genit a zmény propustnosti membranovych kanalkii,
modulovany signalnim enzymem Hogl [9].

mRNA — mediatorova RNA, prom — promotor, ORF — otevieny cteci ramec, HOGI — kinaza, G1, S,
G2, M — faze bunecného cyklu, Mrcl — Mannose receptor C-type 1, Sicl, Mrcl, Hsll, Hsl7, Swel,
Whi5, Cdc28, CIb,1,2,3,4,5,6, Cln 1,2,3 — proteiny kontrolujici bunécny cyklus, Stll, Fpsl — kandlové
proteiny

1.1.2.2 Nezadouci u¢inky fludioxonilu
Hlavnim zdrojem FLU v zZivotnim prostfedi jsou komer¢ni fungicidy, které jsou dnes hojné
vyuzivany k ochrané plodin. FLU ma4 v prostfedi nizkou mobilitu a nemél by se tedy dostavat
prilis daleko od mista jeho pouziti. I tak v§ak byly ve vzorcich ptidy a fi€niho sedimentu v okoli
aplikace zaznamenany zvySené koncentrace FLU, konkrétn€ v fadu desetin aZ jednotek mg/kg.
Tyto vysoké koncentrace jsou nasledkem pomalé degradace FLU, ktery ma polocas rozpadu v

prostiedi pfiblizné 200-300 dni a dochazi tedy k jeho kumulaci.
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FLU je vysoce stabilni a neni nijak vyznamné citlivy na svétlo. Hlavni mechanismus jeho
degradace v pfirod¢ je zalozen na ptisobeni mikroorganismt, u kterych byla jejich schopnost

metabolizovat FLU potvrzena teprve nedavno [11].

FLU ma obecné nizkou akutni toxicitu pro vétSinu organismi s vyjimkou hub, vodnich
zivocichu a tas. Napftiklad pfi testovani toxicity FLU na modelovém organismu Dénio
pruhované byla zjisténa LCso (Davka potiebnd pro usmrceni 50 % populace) 0,26 mg/l. Dale
expozice FLU vedla ke zvySeni oxidacniho stresu, ovlivnéni endokrinni soustavy a byly
pozorovany antiandrogenni ucinky [12]. Zminéné antiandrogenni ti¢inky FLU byly pozorovany
1 pfi testech in vitro pfimo na androgennich receptorech, kdy byla prokazéana inhibici receptori
jiz pti nizkych koncentracich FLU. Ovlivnéni hormonélni rovnovahy je rozsifeny problém ve
vyspélych zemich, a praveé jednou z diskutovanych pfic¢in je rozsdhlé znecisténi zivotniho

prostiedi pesticidy [13].

1.1.3 Stanoveni fludioxonilu
V odborné literatufe je nejcastéji popsdno stanoveni FLU s vyuZitim chromatografickych
metod v kombinaci s hmotnostni spektrometrii. Tyto metody vyzaduji naroéné a drahé
vybaveni, slozZitou ptipravu vzorkll a nelze je provadét v terénu. Z téchto divodi se jako
alternativy vyvijeji napf. elektrochemické nebo imunochemické metody, schopné rychle a
levné analyzovat obsah FLU v rGznych typech vzorkl. FLU se nej¢astéji stanovuje v ovoci,
zelening, obilovinach a jejich produktech (napt. vina, ovocné dZusy), kde se vyuziva k ochrané

vychozich plodin, a také ve vzorcich vody a ptidy [14].

1.1.3.1 Chromatografické stanoveni
Jak jiz bylo uvedeno vySe, FLU se obvykle stanovuje pomoci chromatografickych metod.
NejcCastéji bylo v literatufe popsano pouziti plynové chromatografie (GC) ve spojeni
s hmotnostni detekci (MS) [15-18], ale pouziva se i detektor dusik-fosfor (NPD) [15, 19) nebo
plamenovy-ioniza¢ni detektor (FID) [20]. FLU byl stanovovan v riznych typech vzorka
s vyuzitim raznych extrakénich technik, napt. v hroznech a ledovém salatu pomoci GC-NPD
po extrakci zrostlinného materidlu ethyl-acetitem [21]. Vedle extrakce organickym
rozpoustédlem [17, 18], se u GC Casto pouziva mikroextrakce na tuhou fazi (SPME) [15], jako
tieba pii stanoveni FLU v zelenin¢ a ovoci, kdy po extrakci na tuhou fazi byla pouzita GC-MS

[22].
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Pti stanoveni FLU pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) byly pouzity opét
ruzné detektory, konkrétné tandemova hmotnostni spektrometrie [23], UV detektor [14]. a
detektor s diodovym polem (DAD) [25]. Co se tyCe upravy a zakoncentrovani vzorkt, tak se
v ptipadé¢ HPLC témét vyhradné pouziva extrakce organickym rozpoustédlem, kdy napft. pro
extrakci z ryze byla pouzita smés acetonu a methanolu v poméru 1:1 [24], pfi extrakcei vina to

byl dichlormethan [14].

1.1.3.2 Imunochemické stanoveni
Pti stanoveni FLU imunochemickou cestou se nejcastéji vyuziva metody ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay). Princip stanoveni pomoci ELISA spociva ve specifické
interakci antigen—protilatka, pii které dochazi ke vzniku nekovalentni vazby, s néaslednou
spektrofotometrickou detekci enzymaticky katalyzované premény chromogenu na barevny
produkt. Metodu ELISA rozdé€lujeme na 4 primarni druhy, pfimou, nepiimou, sendvicovou a

kompetitivni (Obrazek 5) [26].
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Obrazek 5 Jednotlivé druhy metody ELISA. Prima, nepiimd, sendvicovad a kompetitivni [26].

Modré kruhy jsou antigeny, zelené kruhy jsou enzymy kovalentné navazané na detekcni protilatku,
tvorici tak konjugat (protilatka—enzym)

Samotnd ELISA probihd nejcastéji na polystyrenovych destickach s jamkami, které jsou
schopné kovalentné vazat bilkoviny. Pribéh metody ELISA 1ze zjednodusit do 4 obecnych
krokli. Prvnim krokem je navazani antigenu nebo protilatky na povrch desticky, dalsim krokem
je zablokovani zbylych povrcht desti¢ky, které by mohly déle vazat bilkoviny. Blokace je
velice dulezitd pro sniZzeni pravdépodobnosti navazani detek¢nich protilatek nespecificky, a
tedy k zisku faleSné pozitivnich vysledktli. Nejcastéji se blokace provadi pridavkem BSA
(hovézi sérovy albumin) nebo OVA (ovalbumin), ale 1ze pouzit 1 dalsi zvifeci bilkoviny. Tietim

krokem je samotnd detekce antigenu protilatkou (tento krok se mlize sklddat z nékolika reakci
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dle pouzit¢ metody ELISA), kde dochazi k nekovalentni, specifické vazbé antigen-protilatka.
Poslednim krokem je ptfidavek substratu (chromogenu), ktery je katalyticky pfeménén na
barevny produkt a ten pak Ize méfit spektrofotometricky. K pfeméné substratu na barevny
produkt se nejcastéji pouzivaji enzymy HRP (kienova peroxidaza) a AP (alkalicka fosfataza),

kovalentné navazané na detek¢ni protilatku a tvorici tzv. konjugat [27].

ELISA byla vyuzita k detekci FLU v jablecném a hroznovém mostu. FLU nema parametry
dostacujici na vyvolani imunochemické reakce a vytvoieni jeho protilatek, proto byl pred
stanovenim derivatizovan (obecné fikdme témto molekulam hapteny a jsou uréeny k navazani
na imunogenni objemné molekuly) a nasledné kovalentné navazan na OVA, BSA a HRP (byly
pfipraveny 3 riizné konjugaty). Naslednd imunizace pak byla provedena BSA konjugatem.
Detekce FLU byla provedena pfimou i nepifimou metodou a obé byly vyhodnocené
spektrofotometricky. Tato metoda dosahuje vysoké citlivosti s limitem detekce (LOD) 0,06 pg/l
a mezi stanovitelnosti (LOQ) 5 pg/1 [28].

1.1.3.3 Elektrochemické stanoveni
Elektrochemické stanoveni FLU bylo v dosavadni literatufe popsano pouze jednou, a to v praci
Brycht a kol. [29], kdy byla sledovéana redukce latky. Autofi vyuzili obnovitelnou stfibrnou
amalgamovou filmovou elektrodu (Hg(Ag)FE), ktera byla vyvinuta jako méné toxicka
alternativa ke klasickym rtutovym elektroddm. PouZita byla metoda square-wave voltametrie
(SWV) v 3 elektrodovém zapojeni elektrochemického ¢lanku (pracovni elektroda Hg(Ag)FE,
referentni nasycend argentchloridovd elektroda a platinovdA pomocna elektroda) v
prostiedi citrat-fosfatového pufru o pH 3,7. Na elektrodé dochazelo dle autorti k redukci
nitrilové skupiny FLU (Obrazek 6). V tomto uspotfadani byly analyzovany vzorky fi¢ni vody
(z teky Varta, Polsko) s pfidavkem standardniho roztoku FLU. Optimalizovana metoda
dosahuje LOD 5,81x10~" mol/l, LOQ 1,94x107% mol/l a LDR 2,0x10~° az 2,25x10~> mol/l [29].

> @Q o7
CH;—NH,

Obrazek 6 Mechanismus elektrochemické redukce fludioxonilu [29].
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1.2 Voltametrie

Samotny pojem voltametrie pochazi ze slova voltamperometrie, které naznacuje jistou spojitost
meétfeného proudu a napéti. Voltametrie je tedy elektroanalytickd metoda zalozena na sledovani
velikosti protékajiciho proudu pfi potencidlu aplikovaném na elektrodu, ktery se v Case méni.
Samotna podstata vychazi z oxidace nebo redukce latek na povrchu elektrody, pii¢emz velikost

prochazejiciho proudu lze vyjadiit Faradayovym zdkonem, kde ) [30].
Q = zFn, (1)

kde Q — prosly naboj [C], z — poCet vyménenych elektront na reakci, F' —Faradayova konstanta

[9,648533x10% C/mol], n — latkové mnozstvi [mol] [30].

Voltametrie ma sviij prvopocatek v metod€ zvané polarografie, kterd byla objevena v roce 1922
profesorem Jaroslavem Heyrovskym. Vroce 1959 ziskal za tento objev Nobelovu
cenu [30, 31]. Princip polarografie je identicky s principem voltametrie, jediny rozdil je
v pracovni elektrod¢ pouzité pro meéfeni, kde v piipad¢ polarografie pouzivame kapajici

rtut’ovou elektrodu.

1.2.1 Voltametricka sestava
Klasicka sestava pro voltametrické méfeni se sklada ze 3 elektrod (Obrazek 6). Referentni
elektroda (RE), pracovni elektroda (WE) a pomocna elektroda (AE). Referentni elektroda ma
staly potencial o zndmé hodnoté, od které se odviji potencial pro pracovni elektrodu. Tento
potencial mezi pracovni a referentni elektrodou lze kontrolovat potenciostatem. Referentni
elektrodou by nem¢l protékat zadny proud, aby nedoslo ke zmén¢ potencialu nebo poskozeni

elektrody.

Pracovni elektroda je nejvyznamnégjsi Casti soustavy, jelikoz pravé na jejim povrchu probiha
reakce analytu a dochazi zde tedy k vedeni proudu. Problémem u 2 elektrodového systému
(pracovni—referentni elektroda) by bylo prochazeni proudu i skrze referentni elektrodu, ktera
by poté neméla konstantni potencial. Re$enim je zavedeni pomocné elektrody, ktera premosti

tok proudu mezi sebe a pracovni elektrodu a zabrani tak tomuto problému [31-33].
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Obrazek 6 Schéma zapojeni 3 elektrodové sestavy pro voltametrické méreni [30].

WE — pracovni elektroda, RE — referentni elektroda, AE — pomocna elektroda

1.2.1.1 Referentni elektrody
Jak jiz bylo zminéno, referentni elektroda ma staly, zndmy potencial, ktery by se nemél béhem
méfeni meénit. Tento potencial je popsatelny Nernstnovou rovnici (2). V dne$ni dob¢ je
nejcastéji vyuzivana nasycena argentchloridova (Ag/AgCl, KCI) elektroda, ktera vytlacila
pouziti nasycené kalomelové elektrody (SKE), zdtvodd jednodussi vyroby a lepsi
vyuzitelnosti v §ir§im teplenému rozmezi.

E = Ey+23032 log 2=, )

Cred

kde E — potencidl, Eo — standardni redoxni potencidl, R — univerzalni plynova konstanta
[8,31 J/Kxmol], T — teplota [K], z — pocet elektront prechazejicich v reakci, F' — Faradayova
konstanta [9,648533x10%* C/mol], cox — koncentrace oxidované formy analytu, cred —

koncentrace redukované formy analytu [33].
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1.2.1.2 Pomocné elektrody

Mezi pomocnou a pracovni elektrodou protéka proud. Tato elektroda mulize byt vyrobena
z raznych materiala, avsak nejcastéji se jedna o platinovy dratek. Hlavnim kritériem, které musi

pomocna elektroda spliiovat je dostateéné velka plocha schopna vést generovany proud.

1.2.1.3 Pracovni elektrody

vvvvvvv

Vlastnosti pracovnich elektrod a materidly ze kterych jsou konstruovany, velice ovliviiuji
pouzitelné parametry pro méteni (vyuzitelny potencidlovy rozsah, interakce s elektrolyty, aj.).
Pracovni elektroda by méla vykazovat vysoky pomér signdlu vaci Sumu s dobie

reprodukovatelnymi vysledky [33].

Jedna z prvnich pracovnich elektrod byla rtutova kapkova elektroda. Tato elektroda byla
schopna pracovat i pfi velmi nizkych potencidlech (az —2.0 V vs SKE) a diky fyzikalnim
vlastnostem rtuti jde velmi jednoduse regenerovat povrch elektrody pravidelnym odkapavanim
rtuti. Hlavnimi zapory této elektrody jsou nizky maximalni kladny potencial, pii kterém mtize

elektroda pracovat (oxidace rtuti), a vysoka toxicita rtuti pro zivotni prosttedi [33].

Postupem cCasu byla rtutova elektroda z velké miry nahrazena elektrodami s pevnym povrchem.
Tyto elektrody jsou mechanicky stabiln¢j$i a maji vyssi vyuzitelné anodické potencialy.
Hlavnim problémem je nesnadné kontrola kvality jejich povrchu a zajisténi regenerace povrchu
tak, aby byla rychla, jednoducha a vysledky po regeneraci reprodukovatelné. Existuje mnoho
metod pro regeneraci povrchu elektrod, naptiklad mechanickeé lesténi, potencidlové cyklovani,
chemické rozpusténi nebo tfeba tepelné a mechanické Soky. Za zakladni pevné elektrody 1ze
povazovat elektrody z uSlechtilych kovl. Nejcastéji se jedna o zlato, platinu nebo stiibro, ale
pouzivaji se 1 bismut, rhodium a paladium. Tyto elektrody poskytuji nizké hodnoty Sumu a
velmi dobrou reprodukovatelnost. Casto ale maji nizsi vyuzitelny katodicky potencial, a proto
je jejich pouziti ve vodnych roztocich limitovano [33]. Za dalsi velkou skupinu pevnych
elektrod se daji povazovat elektrody uhlikové. Tyto elektrody maji Casto Siroky rozsah
vyuzitelného potencialu, stabilni povrch, nizkou hodnotu Sumu, a hlavné nizsi pofizovaci cenu
nez elektrody z uSlechtilych kovi. Jednim z problém je jejich vysokd povrchova aktivita, ktera
méd za nasledek nachylnost ke tvorbé vazeb s organickymi latkami. To poté vede
k znehodnoceni povrchu elektrody, které se nazyva pasivaci nebo otravou. Forma uhliku ma na
vlastnosti elektrody vyznamny vliv. Nejcastéjsi formy uhliku, které se pouzivaji jsou skelny

uhlik, grafit, fullereny, uhlikové nanotrubice a diamant [33].
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1.2.1.4 Borem dopovana diamantova elektroda

Borem dopovana diamantova elektroda byla pouzita v ramci této bakalarské prace, a proto ji i
v teoretické Casti bude vénovana vétsi pozornost. Diamant je vysoce stabilni a tvrda krystalicka
forma uhliku, kde je kazdy atom uhliku vdzan na 4 okolni atomy s orbitalovou hybridizaci
elektroni sp> (Obrazek 7). Diky tomuto uspoiadani, kde jsou atomy uhliku vazany kovalentné
ve vSech 3 dimenzich, méa diamant podstatné rozdilné vlastnosti od grafitu. Jeho vysoka tvrdost
a chemicka netecnost se da vyuzit pro konstrukci elektrod, schopnych odolat i extrémnim

podminkam [33, 35].

P

(a) k" (b)

Obrazek 7 Usporadani atomii uhliku v krystalové mrizce diamantu (a) a grafitu (b) [35].

Samotny diamant je elektricky nevodivy, a proto je nutné ho nejdiive chemicky upravit. BDD
se vyrabi chemickou depozici par a béhem vyroby se dopuje riznymi prvky. Nejcastéjsi
variantou je borem dopovany diamant (BDD). Elektrody z BDD maji prakticky vSechny
vlastnosti diamantu (tvrdost, chemickou stabilitu, vysokou tepelnou vodivost aj.). Zaroven se
stavaji vodivymi (vodivost roste s rostoucim obsahem boru v diamantu), dosahuji dobrého
poméru signdl-Sum a maji Siroky vyuzitelny potencidlovy rozsah jak v katodické, tak v
anodické oblasti [33]. Diky svym vyjimecnym vlastnostem se BDDE pouzivaji pfi analyze
anorganickych 1 organickych latek, latek vyznamnych z hlediska kontaminace Zzivotniho

prostiedi i lidského zdravi [36—41].
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1.2.2 Voltametrické metody
Podle zplsobu, kterym je aplikovan potencidl na pracovni elektrodu, se jednotlivé
voltametrické metody liSi. Nejcastéji vyuzivané metody jsou cyklickd voltametrie (CV),
stejnosmérna voltametrie (LSV, linear sweep voltammetry) a pulzni techniky jako diferencni

pulzni (DP) a square-wave (SW) voltametrie [32, 33].

1.2.2.1 LS voltametrie
LSV je metoda, kdy se na pracovni elektrodu vklada napéti, které linedrné roste s Casem
(Obrazek 8). Vysledkem méteni touto metodou je zavislost proudu na potencidlu, kterd ma tvar
viny (Obrazek 9). Z voltamogramu Ize odecist analytické informace jako koncentraci, ktera je
umérna hodnoté vysky piku (Zp), z hodnoty tzv. pillvinového potencidlu (Ep2) 1ze usuzovat na

pritomnost konkrétnich latek ve vzorku [30, 33].

E

end dE
— = const.
dr

start |

Obrazek 8 Linedrni zavislost vkladaného napéti na case [30].

E — napéti, t — cas, dE/dt — derivace hodnoty napéti na case (konstantni hodnota znaci linedrni
prirustek napéti)

N — i

=3
m\!

Obrazek 9 LSV voltamogram [32].

i — proud, i, — limitni proud, E, — vinovy potencial, E,; — pitlvinovy potencial

25



1.2.2.2 Cyklicka voltametrie
Cyklicka voltametrie je podobna LSV, jelikoz vkladané napéti také nejdiive roste linedrné
s Casem, ale po dosazeni nami zvolené hodnoty se proces obrati a napéti linearné klesa az do
pocatecni hodnoty. Vysledny tvar zavislosti vkladaného potencidlu na cCase je podobny
trojuhelniku a vysledny voltamogram je tvofen katodickou (redukce) a anodickou (oxidace)
¢asti kiivky s odpovidajicimi proudovymi odezvami (Obrazek 10 A). CV je extrémné uzite¢na
metoda, ktera je schopna podat informace o kinetice a termodynamice probihajici reakce (napf.

reverzibilita reakce) [32, 33].

EF'I:
3 . Ox + ze — Red

EEF A -

.u ]

Q 02 [Tao &l b2 El_*

— E-E” |V
E
Red — Ox + ze
bod zvratu ¢as Ep.l

Obrazek 10 Zavislost vkladaného napeti na case pro CV (4) a vysledny cyklicky voltamogram (B)
[34].

Ei— pocatecni potencidl, Ey — potencial obratu, E-E° — potencidl vztazeny ke standartnimu potencidlu,
E, . — potencial oxidacniho piku, E, . — potencial redukcniho piku, I, . — proud redukcniho piku, I, —
proud oxidacniho piku, Ox — oxidovanda forma analytu, Red — redukovand forma analytu, ze — pocet

elektronii prechazejicich v reakci

1.2.2.3 Diferen¢ni pulzni a square-wave voltametrie

Postupem casu byly objeveny citlivéjsi voltametrické metody, zaloZzené na malych kratkych
napétovych pulzech. Mezi nejvyznamnéjsi pulzni metody patii DPV a SWV. Princip DPV
spo¢iva na vkladani linearné rostouciho napéti, s pravidelnymi potencidlovymi pulzy o
amplitud€ 10-100 mV. Proud je métfen vzdy pied zacatkem pulzu a na jeho konci a tyto hodnoty
jsou nasledné odecteny. Vysledny zaznamenany proud tedy neni absolutni, ale jedna se o rozdil
mezi témito dvéma proudy. Vysledny voltamogram pak pfipomind 1. derivaci LSV
voltamogramu (charakter piku) [42]. U SWV se na pracovni elektrodu vklada potencial, ktery
se opét linedrné méni s ¢asem a je modulovan stfidavym napétim pravouhlého tvaru o amplitudé
v desitkdch mV. Proud se méii opét v kratkém cCasovém intervalu, a to na konci vkladaného
pulsu. Vysledkem je znovu voltamogram ve tvaru piku [34].
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Pristrojové vybaveni

Pro voltametrické méfeni bylo zvoleno 3 elektrodové uspotadani (Obrazek 11A), skladajici se
z pracovni BDDE (BioLogic, FRA), referentni nasycené Ag/AgCl, KCl (Monokrystaly,
Turnov, CZE) a pomocné platinové elektrody (Monokrystaly, Turnov, CZE). Pracovni
elektroda méla deklarované tyto vlastnosti: vnitini priimér 3,0 mm, pracovni povrch 7,07 mm?,
odpor 0,075 Q, a miru dopovani 1000 ppm B/C. Elektrody byly zapojeny k potenciostatu
Autolab PGSTAT302N (Obrazek 11B, Metrohm, NLD) a voltametrické méfeni bylo

zaznamenavano softwarem Nova 2.1.5.

Obrazek 11 Pouzité 3 elektrodové usporadani (A), potenciostat Autolab PGSTAT302N se zapojenym
elektrochemickym c¢lankem ve voltametrické nadobce (B).

Pro zakoncentrovani roztokli byla vyuzita sestava pro extrakci na tuhé fazi Visiprep SPE
Vacuum Manifold (Merck, DEU, Obrazek 12A) s kolonkami Chromabond C18ec (Macherey-
Nagel, DEU). Pro tvorbu podtlaku byla pouzita membranova vyvéva (KNF Laboport, CHE).
Pro odpafovani eluatl byla vyuZita rota¢ni vakuova odparka Laborota 4001 (Heidolph, DEU,
Obrazek 12B).

K pipetazi roztokl byly vyuzity automatické pipety (Eppendorf, CZE, Fisher Scientific, CZE).
Pro navazovani latek byly vyuzity analytické vahy (Denver Instrument, USA). K odplynéni
roztokl, regeneraci elektrody a rozpousténi nékterych latek byla vyuzita ultrazvukova lazen
(BANDELIN Sonorex, DEU). Pro méteni pH roztoki byl pouZzit pH metrem Accumet AB150
(Fisher Scientific, CZE).
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Obrazek 12 Sestava pro extrakci na tuhé fazi (A) a vakuova odparka (B)

2.2 Pouzité chemikalie

Pro analyzu byl pfipraven standardni roztok FLU o koncentraci 1,0x10~* mol/l, navdZenim
24,8 mg cist¢tho FLU (Sigma-Aldrich, CZE) na 100 ml acetonitrilu (Honeywell/Riedel-de
Haén, DEU). Takto pfipraveny roztok byl vyuzit ke vSem naslednym experimentim a
pfistupu svétla. Pred kazdym pouzitim byl vloZen na 15 min do ultrazvukové lazné a

vytemperovan na laboratorni teplotu.

BRB pufr pouzity pro méfeni pfi riznych hodnotach pH, byl pfipraven smichdnim riznych
pomeéra kyselé a alkalické slozky pro dosaZeni pozadovaného pH. Kysela slozka se skladala
z 2,7 ml 99% CH3;COOH (PENTA, Praha, CZE), 2,7 ml 85% H3PO4 (PENTA, Praha, CZE) a
2,485 g praskové H3BO3 (PENTA, Praha, CZE) v objemu 1,0 1 destilované vody. Alkalicka
sloZka pufru byla pfipraveny rozpusténim 8,0 g pevného NaOH (PENTA, Praha, CZE) v 1,01
destilované vody. Jako zakladni elektrolyt byl pouZivan také roztok H3PO4 o koncentraci 0,1
mol/l, ktery byl pfipraven odmétenim 6,74 ml 85% H3PO4 do 1,0 1 odmérné bariky a naslednym
doplnénim destilovanou vodou po rysku. Pro testovani voltametrického chovani FLU byly
vyuzity 1 dal$i kyseliny. Zfedéné roztoky o koncentraci 0,1 mol/l byly pfipraveny ziedénim
96% H2SO4 (PENTA, Praha, CZE), 35% HCIl (PENTA, Praha, CZE), 70% HCIO4 (PENTA,
Praha, CZE), 65% HNOs (PENTA, Praha, CZE). Ztedény roztok H3PO4 (1,0 mol/l) slouzil i ke

kazdodenni regeneraci elektrody.
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2.3 Pracovni postupy

2.3.1 Voltametrické méreni
Pro voltametrické méfeni byla vybrana BDDE. Ta byla vzdy pted zacatkem experimentii
aktivovéana v roztoku H3POs o koncentraci 0,1 mol/l za pomoci CV. Rozsah potencialti byl od
—1500 mV do +2500 mV s rychlosti polarizace 100 mV/s. Vzdy bylo vlozeno 20 cykli. Pii
praci s vyssimi koncentracemi FLU dochazelo obc¢as ke zhorSeni vlastnosti BDDE, a tedy ke
zhorSeni odezvy. Elektrochemickd regenerace s vyuzitim CV neméla v takovém prtipade
dostateCny ucinek. Proto byla pracovni elektroda ponofena do kadinky s acetonitrilem
v ultrazvukové 1azni na dobu 2 minut. Po této procedufe byla elektroda oplachnuta destilovanou
vodou a aktivovdna. Voltametrickd nadobka a elektrody byly pfed kazdym meéfenim 3x

oplachnuty destilovanou vodou.

Pro studium elektrochemického chovani FLU byla pouzita CV s nasledujicimi parametry:
pocatecni potencial (Epoz) = —1000 mV, potencidl obratu (Eobra) = +2500 mV, konecny
potencial (Exon) =—1000 mV, rychlost polarizace (v) = 100 mV/s (25-200 mV/s). Pro stanoveni
FLU byly pouzity metody DPV a SWV s nasledujicimi parametry: DPV — Ejoc = —1000 mV,
Exon=42500 mV, v=50 mV/s, amplituda (4) = 50 mV, doba pulzu () =20 ms; SWV — Epo =
—1000 mV, Exon =4+2500 mV, v=50 mV/s, amplituda (4) = 50 V, frekvence (f) = 10 Hz. Méteni
probihala za laboratorni teploty (2312 °C).

2.3.2 Analyza prirodni vody

2.3.2.1 Zakoncentrovani vzorku
Analyzovana byla #i¢ni voda odebrana z feky Louéna v okoli Dasic (Pardubicky kraj, CR) dne
10. 11. 2023. Pted analyzou byla voda filtrovand. Modelové vzorky ptipravené v destilované
vodé¢ ptidavkem standardniho roztoku FLU stejné jako vzorky fi¢ni vody po ptidavku standardu
na pozadovanou koncentraci (1,0x10~8 mol/l) byly upraveny stejnym postupem. K analyze bylo
odmeéteno vzdy 0,5 1 vzorku, ktery byl extrahovan na 5 SPE kolonkéch s pevnou fazi C18. Eluce
probéhla proplachem kazdé kolonky 20 ml acetonitrilu. Vysledny eluat byl odpafen do sucha
v rotacni vakuové odparce a odparek byl rozpustén v 1,0 ml acetonitrilu. K acetonitrilu bylo
pfidano 9,0 ml H3PO4 (0,1 mol/l), kdy pii 100% vytézku by vyslednd koncentrace takto

upraveného vzorku byla 5,0x10~" mol/l.

29



2.3.2.2 Stanoveni fludioxonilu
Zakoncentrovany vzorek byl podroben analyze optimalizovanou metodou SWV. Na zacatku
byl vzdy nékolikrat proméfen zakladni elektrolyt (1,0 ml acetonitrilu s 9,0 ml H3POs
(0,1 mol/l)). Poté byl analyzovan upraveny vzorek. Pro vyhodnoceni byla pouzita metoda
standardniho pfidavku, kdy byly pfidany vzdy minimalné 2 piidavky o objemu 5,0 ul
standardniho roztoku FLU o koncentraci 1,0x10~> mol/l. Stanoveni bylo vzdy 5% zopakovano
a byly vypocteny statistické parametry, jako primérna koncentrace s odpovidajicim intervalem

spolehlivosti, vytéznost a relativni smérodatna odchylka opakovaného stanoveni.
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3 Vysledky a diskuse

3.1 Voltametrické chovani fludioxonilu

Jako prvni bylo studovano voltametrické chovani FLU. V prostiedi 0,1 mol/l H3PO4 byl zméten
cyklicky voltamogram FLU (1,0x10~* mol/l) s rozsahem potencialu —1000 az +2500 mV,
s rychlosti polarizace 100 mV/s. Na voltamogramu na Obrazku 13 jsou vidét 2 oxidacni piky,
prvni kolem potencialu +1500 mV a druhy kolem potencialu +2050 mV. V katodické Casti
kiivky se zadné reduk¢ni piky nenachédzeji a miazeme tedy zhodnotit, ze se jedna o ireverzibilni
reakci. Tento zavér byl potvrzen 1 po zménach potencidlu obratu, ktery byl posunut postupné

za jednotlivé oxidacni piky FLU.

16
14
12 | ___H3PO4
10 F Eobratu=+2,5V
< 8T Eobratu=+2,2V
=
= 6 |
Eobratu=+1,7V
4 |
2 -
0 pm—————
_2 1 1 1 1 1 1 1 1 1
-05 -0,2 0,1 0,4 0,7 1 1,3 16 19 2,2 2,5
E[V]

Obrazek 13 Cyklicky voltamogram FLU zaznamenan na BDDE.

Metoda — CV, elektrolyt — 0,1 mol/l H;POy, crrv= 1,0x1 0~ mol/l, Epoe = =1000 mV, Eopran = +2500
mV, v =100 mV/s

3.1.1 Zavislost voltametrického chovani FLU na pH
P11 zjiSt'ovani voltametrického chovani latek hraje vyznamnou roli pH zakladniho elektrolytu,
jelikoZ mize zasadn€ zménit velikost proudové odezvy (Ip) 1 hodnotu potencidlu (Ep), pii
kterém se bude latka oxidovat nebo redukovat. Pro méfeni byl nejprve jako zakladni elektrolyt

pouzit roztok BRB. Voltametrické chovéani bylo sledovano pii pH v rozmezi 2,0-12. Méteni
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probihalo pfi koncentraci FLU 1,0x10~* mol/l. Méfeni odezvy FLU bylo provedeno metodou
CV (Obrazek 14), DPV (Obrazek 15) a SWV (Obrazek 16). Vzhledem ke Spatné
vyhodnotitelnosti 2. oxidacniho piku, zejména v alkalickém prostiedi, byl v pfipadé¢ CV

vyhodnocovén pouze 1. anodicky signal FLU.

16
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14 —pH 3 4 1,4
. §3 135
12 p::’ =t . 12 W
— P 1 1,1
10 f —pHE L =F 1
o —pH7 1 3 5 7 9 11 13
< P H
= 8 r —pH8 ’
= H9
6 | P
pH 10 ‘
4 | —PpHI11 /P
BRI\ A
2 | T — ’I
/l/// —_—
0 - ___.,J.’I’-r __"/r- 1 1 1
0,7 1 1,3 1,6 1,9 2,2 2,5
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Obrazek 14 Cyklické voltamogramy FLU zaznamenané na BDDE v prostiedi BRB o pH 2,0-12
s vlozenymi zavislostmi I, a E, na pH pro prvni oxidacni pik.

Metoda — CV, elektrolyt — BRB (pH 2,0-12), crry = 1,0x1 0~ mol/l, Epoc = =1000 mV, Eopran =
+2500 mV, v =100 mV/s

Z naméfenych voltamogrami (obrazky 14-16) je evidentni, Ze intenzita signalu roste se
snizujicim se pH zékladniho elektrolytu a dosahuje maxima pii hodnoté pH 2,0. Déale dochézi
v piipadé 1. oxida¢niho piku k posunu ke kladnéj$imu potencialu a k zaostieni (zGzeni) piki.
Pik se tak stava zejména v ptipadé CV lépe vyhodnotitelnym. V ptipadé¢ DPV a SWV byl
vyhodnocen i 2. oxida¢ni pik (Obrazek 15C a Obrazek 16C). Vyhodnotitelnost téchto pikl je
podstatné hor$i a se snizujicim se pH dochdzi k posunu k zdporn&jSimu potencidlu a opét
k zaostfeni pikd. I 2. oxidacni pik byl nejvyssi v prosttedi BRB (pH 2,0). Diky méné
pozitivnimu potencialu, vyssi proudové odezve a lepsi vyhodnotitelnosti byl 1. oxidacni pik

zvolen pro vyvoj metody stanoveni FLU. Jako vhodny zékladni elektrolyt bylo zvoleno kyselé
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prostiedi a vedle BRB byly jest¢ v nasledujicich experimentech testovany roztoky zfedénych

kyselin.

4,5 1,5 2,5 2,1
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Obrazek 15 DP voltamogramy FLU zaznamenané na BDDE v prostiedi BRB o pH 2,0-12 (A),
zavislost 1, a E, na pH pro prvni oxidacni pik (B), zavislost I, a E, na pH pro druhy oxidacni pik (C).

Metoda — DPV, elektrolyt — BRB (pH 2,0-12), crruv = 1,0x10™ mol/l, Epoe = 1000 mV, Eyon =
+2500 mV, v =50 mV/s, A =50 mV, t = 50 ms
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Obrazek 16 SW voltamogramy FLU zaznamenané na BDDE v prostiedi BRB o pH 2,0-12 (4),
zavislost 1, a E, na pH pro prvni oxidacni pik (B), zavislost I, a E, na pH pro druhy oxidacni pik (C).

Metoda — SWV, elektrolyt — BRB (pH 2,0-12), crrv = 1,0x10~ mol/l, Epos = —1000 mV, Eron =
+2500mV, v =50mV/s, A= 50mV, f=25 Hz.

Proudova odezva analytu neni zévisla pouze na pH elektrolytu ale také na jeho slozeni.
V ptedchozich experimentech se ukéazalo, ze nejvyssi piky poskytuje FLU v kyselém prostiedi.
Z tohoto diivodu byly vedle BRB otestovany i roztoky riznych kyselin, konkrétné HCI, H2SO4,
HCI104, HNO3, H3PO4 a CH3COOH. Pouzité kyseliny vzdy mély stejnou koncentraci 0,1 mol/l.
M¢éfteni bylo provedeno metodou CV, DPV a SWV. Jelikoz vysledky DPV a SWV byly totozné,

na obrazcich 17 a 18 jsou uvedeny pouze voltamogramy pro CV a SWV.
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Obrazek 17 CV voltamogramy FLU zaznamenané na BDDE v prostiedi ruznych kyselin.

Metoda — CV, elektrolyt — HCI, H:SO4, HCIO4, HNO3, H3PO4 a CH;COOH (0,1 mol/l), crrv =
1,010~ mol/l, Epoc = —=1000 mV, Eoprans = +2500 mV, v = 100 mV/s
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Obrazek 18 SW voltamogramy FLU zaznamenané na BDDE v prostiedi riiznych kyselin. Metoda —
SWV, elektrolyt — HCI, H:SO,, HCIO4, HNO3, H;PO, a CH;COOH (0,1 mol/l), crru = 1,0x10~ mol/l,
Epos = —1000 mV, Eion = +2500 mV, v =50 mV/s, A = 50 mV, f= 25 Hz

35



Z obréazku je patrné ze se nejvyssi 1. oxidacni signal FLU byl ziskan v prosttedi H3;PO4. Ostatni
anorganické kyseliny dosahuji velice podobnych vysledki a kyselina octova vykazuje nejhorsi
proudovou odezvu. Jelikoz nejlepsi odezva v podstaté totozna s BRB (pH 2,0) je pozorovana
pii pouziti H3POs, byla tato kyselina vybrédna jako zakladni elektrolyt k naslednym

experimentiim.

3.1.2 Zavislost voltametrické odezvy signalu na rychlosti polarizace
Pro lepsi pochopeni probihajiciho elektrochemického déje byla studovana zavislost velikosti
proudu na rychlosti polarizace elektrody. Méfeni probihalo metodou CV s rozsahem rychlosti
polarizace 25 az 200 mV/s, kdy se rychlost ménila po 25 mV/s. Experiment probihal v prosttedi
H3PO4 (0,1 mol/l) a s koncentraci FLU 1,0x10~* mol/l. Ziskané cyklické voltamogramy jsou
uvedeny na obrazku 19, zavislosti I, na v, I, na v'’? a log(/,) na log(v) jsou vyneseny na obrazku

20 a mohou byt popsany rovnicemi (3-5).
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Obrazek 19 CV voltamogramy FLU zaznamenané na BDDE pii riznych hodnotach rychlosti
polarizace.

Metoda — CV, elektrolyt — H;POy (0,1 mol/l), crruy = 1,0x1 0~ mol/l, Epoc = 1000 mV, Eopran =
+2500 mV, v = 25-200 mV/s
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Obrazek 20 Zavislosti I, na v (A), I, na v'”? (B) a log(I,) na log(v) (C) odpovidajici méreni
zaznamenanému na obrazku 19

Jak je vidét na voltametrickém zdznamu (Obrazek 19), proudova odezva nariistd s rychlosti
polarizace. Pribéh téchto zavislosti ndm poskytuje jistou informaci o fidicim dé&i reakce
probihajici na elektrod€. Zavislost I, na v se blizi linearnimu pribchu (rovnice (3)), coz by
svédéilo o reakci fizené, a zavislost I, na v'’? je rovnéz linearni (rovnice (4)), coz vypovida o
difuzné tizené reakci. Rozhodujici je proto hodnota smérnice zavislosti logaritmu proudové
odezvy na logaritmu rychlosti polarizace (rovnice (5)). Pokud se hodnota smérnice pohybuje
v okoli 0,5, jedné se o difuzné fizenou reakci, pokud se hodnota pohybuje v okoli 1,0, jedna se
o0 adsorp¢né fizenou reakci a pokud je hodnota v blizkosti 0 jedna se o kineticky fizenou reakci.
V nasem piipadé¢ se hodnota smérnice (0,4453+0,0056) blizi teoretické hodnoté 0,5 a

pravdépodobné se tedy jednd majoritné o difuzné fizenou reakci.
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I,[1A] = (0,0168 + 0,0010) v[mV/s] + (1,8429 + 0,1309),r2 = 0,9778 3)
I,[uA] = (0,3316 + 0,0049) v/2[mV /s]*/? + (0,3573 + 0,0520),7% = 0,9987 (4

log (I, [1A]) = (0,4453 + 0,0056)log (v[mV /s]) — (0,3236 + 0,0111),72 = 0,9991 (5)

3.2 Vyvoj voltametrické metody stanoveni fludioxonilu

Po zéakladni voltametrické analyze chovani FLU a urCeni prostiedi, ve kterém budou nasledné
experimenty probihat, je dalsim krokem vyvoj voltametrické metody stanoveni FLU. Jelikoz
metody DPV i SWV vykazuji standardné velice dobrou citlivost, byla provedena optimalizace
parametric obou metod a na zaklad¢ porovnani vysledkd néaslednych analyz byla vybrana

vhodna metoda pro stanoveni pesticidu.

3.2.1 Optimalizace parametri SWV
Optimalizace parametri SWV pro stanoveni FLU byla provedena testovanim proudové odezvy
analytu v zavislosti na zméné jednotlivych parametrti, konkrétné rychlosti polarizace, vysky
pulzu (4) a frekvence (f). Rychlost polarizace byla testovana v rozmezi 10-100 mV/s se zménou
po 10 mV/s. Vyska pulzu byla testovana v rozmezi 10-100 mV s rozdilem 10 mV a frekvence
se menila v rozmezi 5-50 Hz s rozdilem 5 Hz na méteni. Vzdy byl jeden parametr ménén a
ostatni udrzovany na konstantni hodnoté. Koncentrace FLU byla pfi téchto experimentech

10 pmol/l.

Z méteni pii riznych rychlostech polarizace (Obrazek 21 A) je patrné, Ze se zvySujici se
rychlosti polarizace roste proudovd odezva systému. Velikost nartistu odezvy se postupné
sniZzuje (Obrazek 21 B). Pro tento parametr byla zvolena hodnota 50 mV/s. Z méteni pfi riznych
vyskach pulzu (Obrazek 22 A) je vidét zvySujici se proudova, ale pouze k hodnoté ptiblizng 50
mV (Obrazek 22 B). Dalsi zvySovani pulzu jiz nevede k prakticky zddnému navySeni odezvy a
dochdzi k posuvu pikil k zdpornym hodnotam a jejich vyrazné deformaci. Pro tento parametr
byla vybrana hodnota 50 mV. Poslednim optimalizovanym parametrem byla frekvence. Jak je
mozné vidét na voltamogramech (Obrazek 23 A), s rostouci frekvenci roste 1 proudova odezva
pifiblizné k hodnoté 10 Hz. Naslednd modulace frekvence mé na velikost proudu maly vliv a
dochdzi spiSe k posunu celé kiivky. Pro tento parametr byla vybrdna hodnota 10 Hz.

Optimalizované parametry jsou uvedeny v Tabulce 1.
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Tabulka 1 Optimalizované parametry SWV

Parametr Optimalizovana hodnota
Rychlost polarizace [mV/s] 50
Vyska pulzu [mV] 50
Frekvence [Hz] 10
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3
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Obrazek 21 SW voltamogramy FLU zaznamenané na BDDE v zavislosti na rychlosti polarizace (4) a
odpovidajici zavislost I, na v. Vybrana optimalni hodnota je vyznacena cCervene.

Metoda — SWV, elektrolyt — H;POy (0,1 mol/l), crrv = 10 umol/l, Epos = 1000 mV, Ejon = +2500 mV,
v=10-100 mV/s, A =50 mV, = 25Hz

39



0,7 e ® ® o o
L
®
06
®
g 05 | B
— ®
=04 |
03 |
®
0)2 1 1
0 50 100
A[mV]

Obrazek 22 SW voltamogramy FLU zaznamenané na BDDE v zavislosti na vysce pulzu (A)
a odpovidajici zavislost 1, na vysce pulzu (B). Vybrana optimalni hodnota je vyznacena Cervené.

Metoda — SWV, elektrolyt — HsPOy (0,1 mol/l), crrv = 10 umol/l, Epoc = —1000 mV, Eion = +2500 mV,
v=50mV/is, A =10-100 mV, f =25 Hz
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Obrazek 23 SW voltamogramy FLU zaznamenané na BDDE v zavislosti na frekvenci (4) a
odpovidajici zavislost 1, na frekvenci. Vybrana optimalni hodnota je vyznacena cervené.

Metoda — SWV, elektrolyt — HsPOy (0,1 mol/l), crrv = 10 umol/l, Epoc = —1000 mV, Eion = +2500 mV,
v=50mV/s, A=50mV, f=5-50 Hz

3.2.2 Optimalizace parametria DPV
Pfi optimalizaci parametrtt DPV pro stanoveni FLU byla testovana rychlost polarizace, vyska
pulzu a Sitka pulzu (). Rychlost polarizace byla stejné¢ jako u pfedchozi metody testovana
vrozmezi 10-100 mV/s srozdilem 10 mV/s mezi méfenim. VySka pulzu byla testovana
v rozmezi 10-100 mV s rozdilem 10 mV a §itka pulzu v rozmezi 10-100 ms s rozdilem 10 ms.

Koncentrace FLU byla opét 10 umol/l a vysledky jsou prezentovany v obrazcich 24-26.
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Obrazek 24 DP voltamogramy FLU zaznamenané na BDDE v zavislosti na rychlosti polarizace (4) a
odpovidajici zavislost I, na v (B). Vybrand optimalni hodnota je vyznacena cervené.

Metoda — DPV, elektrolyt — H;POy (0,1 mol/l), crrv = 10 umol/l, Epoe = —1000 mV, Eron = +2500 mV,
v=10-100mV/s, A = 50mV, t = 50 ms
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Obrazek 25 DP voltamogramy FLU zaznamenané na BDDE v zavislosti na vysce pulzu (4) a
odpovidajici zavislost I, na vysce pulzu (B). Vybranda optimalni hodnota je vyznacena cervené.

Metoda — DPV, elektrolyt — HsPOy (0,1 mol/l), crrv = 10 umol/l, Epoc = —1000 mV, Eion = +2500 mV,
v=50mV/sis, A=10-100 mV, t = 50 ms

43



1,2
11 A
0,8 F
Zos |
0,4 F
0,2 F
=
0 ! , . | |
L 13 15 1,7 1,9 2,1
E[V]
1
09 |
08 | ¢ B
=07 r e
<06 | .
_.9.015 B L]
04 L .
03 | oo
02 F
0,1 . .
0 50 100
t [ms]

Obrazek 26 DP voltamogramy FLU zaznamenané na BDDE v zavislosti na Sirce pulzu (4) a
odpovidajici zavislost I, na Sirce pulzu (B). Vybrand optimdlni hodnota je vyznacena cervené

Metoda — DPV, elektrolyt — HsPOy (0,1 mol/l), crrv = 10 umol/l, Epoc = —1000 mV, Eion = +2500 mV,
v=50mVsis, A =50mV, t = 10-100 ms

Na Obrazku 24 Ize pozorovat nartust proudové odezvy s rostouci rychlosti polarizace. Nartst
neni linedrni a kolem hodnoty 50 mV/s se zpomaluje. Pro tento parametr byla tedy zvolena
hodnota 50 mV/s. Dalsi optimalizovany parametr byla vyska pulzu (Obrazek 25), kde s rostouci
vyskou opét dochazi k riistu proudové odezvy. Tento trend se zpomaluje ptfiblizné¢ u hodnoty
50 mV a nasledné zvySovani pulzu vede k rozsifeni a deformaci piku a soucasné¢ dochézi

k posunu piki k zdpornym hodnotdm potencidlu. Pro tento parametr byla zvolena hodnota
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50 mV. Poslednim parametrem k optimalizaci byla Sifka pulzu. Jak je vidét na voltamogramu

vvvvv

pulzu je ve tvaru a zejména stabilité proudové odezvy méieni. Proto byla zvolena kompromisni

hodnota 50 ms. Optimalizované parametry Ize vidét v Tabulce 2.

Tabulka 2 Optimalizované parametry DPV

Parametr Optimalizovana hodnota
Rychlost polarizace [mV/s] 50
Vyska pulzu [mV] 50
Sitka pulzu [ms] 50

3.2.3 Porovnani SWV a DPV
Aby bylo mozné porovnat optimalizované metody SWV a DPV, byla nejprve testovana
opakovatelnost méfeni, kde bylo provedeno opakované (12x) meéfeni piku FLU
(1,0x107° mol/I) a byla vypodtena primérma vyska piku a relativni smérodatnd odchylka
opakovaného méfeni (RSD). Nasledné byly prométené koncentracni zévislosti v rozsahu 2,0-
10 pmol/l FLU, které jsou uvedeny na obrazcich 27 a 28 vCetné vynesenych zavislosti /, na c.
Jak 1ze vidét v Tabulce 3, metoda SWV vykazuje niz8i hodnotu RSD a o néco vyssi proudovou
odezvu, coZ doklada i Obrazek 29. Z parametrii rovnic kalibra¢nich ptimek vyplyva (Tabulka 3),
7e obé metody poskytuji linearni zavislosti s koeficientem determinace (%) vy$sim jak 0,999.
Nepatrng vyssi citlivost (0,0733+0,0009) [uA/molxI'] byla ziskdna opé&t pro SWV, ktera byla

proto vybrana pro budouci experimenty jako vhodné&jsi pro stanoveni FLU.

Tabulka 3 Porovnani analytickych parametrii koncentracnich zavislosti FLU (2,0-10 umol/l)
zmérenych s vyuzitim optimalizované metody SWV a DPV

Metoda I RSD1»’ Smérnice Usek r
[HA] [“o] [uA/molxI'] [HA]

SWvV 0,68+0,0074 1,1 (0,0733+£0,0009) (-0,0077£0,0060) 0,9995

DPV 0,65+0,0130 2,0 (0,0711£0,0004) (-0,0237+0,0027) 0,9999

" Priimérna vyska piku a RDS pro koncentraci FLU 1x107° mol/l
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Obrazek 27 SWV voltamogramy FLU zaznamenané na BDDE v zdvislosti na koncentraci (4) a
odpovidajici zavislost I, na koncentraci (B)

Metoda — SWV, elektrolyt — H;POy (0,1 mol/l), crrv = 2,0-10 umol/l, Epos = —1000 mV, Eron =
+2500 mV, v =50mV/s, A=50mV, f=10 Hz
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Obrazek 28 DP voltamogramy FLU zaznamenané na BDDE v zavislosti na koncentraci (A) a
odpovidajici zavislost I, na koncentraci (B)

Metoda — DPV, elektrolyt — H;POy (0,1 mol/l), crrv = 2,0-10 umol/l, Epoe = —1000 mV, Eron =
+2500 mV, v =50 mV/s, A =50mV, t = 50 ms
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Obrazek 29 Porovnani SW (Cervena) a DP (modrd) voltamogramit FLU zaznamenanych na BDDE
v zavislosti na koncentraci, parametry méreni lze nalezt v titulcich Obrazku 27 a Obrazku 28.

3.2.4 Aktivace BDDE

Pred samotnym méfenim se ¢asto povrch elektrod nejprve aktivuje. Rizné metody aktivace
mohou mit rozmanity dopad na citlivost a opakovatelnost méfeni. Testovany byly 4 rGzné
postupy upravy, konkrétn¢ cyklovani, anodicka aktivace, katodickéd aktivace a mechanické
lesténi. Elektrochemickeé aktivace probihaly v prostiedi 0,1 mol/l H3POs. Po kazdé aktivaci byl
12x naméfen voltamogram FLU o koncentraci 1x10~> mol/l optimalizovanou metodou SWV a
vypoctena hodnota RSD. Aktivace cyklovanim byla provedena 20 méfenimi CV v
rozsahu potencialu —1500 az +2500 mV s rychlosti polarizace 100 mV/s. Anodické aktivace
probihala pfi konstantnim potencidlu +2500 mV po dobu 300 s. Katodicka aktivace probihala
pfi konstantnim potencidlu —2500 mV po dobu 300 s. Elektroda byla mechanicky lesténa na

aluming a nasledné ponofena na 2 minuty do ultrazvukové vany s acetonitrilem.

Z vyslednych hodnot 7, a RSD (Tabulka 4) a ziskanych voltamogramil na obrazku 32 je vidét,
ze vliv aktivace neni pfili§ velky, nicméné nejlepSich vysledkl dosahuje aktivace cyklovanim,
kterd mé nejnizsi hodnotu RSD a nejvyssi proudovou odezvu. Z tohoto diivodu byla cyklicka
aktivace vybréana jako nejvhodnéjsi metoda aktivace elektrody pro dalsi experimenty Aktivace

byla zafazena vzdy jen na zacatku prace a mezi jednotlivymi métfenimi nebylo tfeba povrch
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elektrody nijak regenerovat. Vyjimkou byly analyzy vysokych koncentraci FLU, kdy bylo
nutné pracovni elektrodu vycistit v ultrazvukové lazni a znova aktivovat, jak je uvedeno

v experimentalni ¢asti.

Tabulka 4 Hodnoty parametrit RSD a I, pro opakované méreny pik FLU po zarazeni jednotlivych

postupui aktivace BDDE
Parametr Aktivace Anodicka Katodicka Aktivace
cyklovanim aktivace aktivace leSténim
RSD [%)] 1,036 1,244 2,339 1,327
I, [nA] 0,594+0,0062 0,572+0,0071 0,552+0,1291 0,533+0,0071

——CV aktivace

Katodicka aktivace
——Anodicka aktivace
——Lesténi

0 1
1,1 1,4 1,7
E[V]

Obrazek 30 SW voltamogramy FLU zaznamenané na BDDE po riizném postupu aktivace elektrody.

Metoda — SWV, elektrolyt — H3POy (0,1 mol/l), crru = 10 umol/l, Eyoc = —1000 mV, Eron = +2500 mV,
v=50mV/s, A=50mV, f=10 Hz

3.3 Analyza modelovych roztoku

Po dokonceni optimalizace metody stanoveni FLU bylo dal§im krokem ovéfeni vyuZitelnosti

této metody pii analyze modelovych roztokli o zndmém slozeni. Pro urceni vyuzitelného
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koncentra¢niho rozsahu (LDR) metody byly méfeny rtizné koncentracni zdvislosti. Bylo
zjisténo, Ze I, roste linedrné v zavislosti na koncentraci FLU v rozmezi od 0,25 do 50 pmol/l.
Na obrazku 31 je uveden priklad ziskanych SW voltamogramt v celém rozsahu LDR. Zavislost
byla namétena 3%, hodnoty /, pro kazdou koncentraci byly zpriimérovany a vysledna kalibra¢ni
ktivka je rovnéz uvedena na obrazku 31. Z rovnice (6) kalibra¢ni zavislosti byly vypocteny

hodnoty LOD a LOQ pro pouzitou metodu. Vysledky jsou zapsany v Tabulce 5.

4
4
3 3
2, 5
< - i_,f
22 r 1t ra
,
1 L 0 10 20 30
¢ [umol/I]
0 e ————————————

0 0,7

E[V]

Obrazek 31 SW voltamogramy FLU zaznamenané na BDDE v zavislosti na koncentraci s vlozenou
zavislosti I, na koncentraci.

Metoda — SWV, elektrolyt — HsPOy (0,1 mol/l), crrv = 0,25-50 umol/l, Epoc = —1000 mV, Ejon =
+2500mV, v =50mV/s, A=50mV, f=10 Hz

I,[uA] = (0,0648 %+ 0,0002) c[umol/l] — (0,0040 + 0,0050),72 = 0,9998 (6)

Tabulka 5 Vysledné parametry nové SWV metody vyvinuté pro stanoveni FLU

LOD [mol/l] 2,3x10~7
LOQ [mol/]] 7,7x1077
LDR [mol/] 2,5%x1077-5,0x107>
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Dal8im parametrem, ktery byl testovan, byla opakovatelnost stanoveni znamé koncentrace FLU
v modelovém roztoku. Vybrané koncentrace FLU byly 0,25 a 1,0 pmol/l. Tyto koncentrace pak
byly stanovovany metodou standardniho ptidavku, kdy byly pfidény vzdy 3 ptidavky
standardniho roztoku FLU o koncentraci 1x10~* mol/l. Pro ukazku je jedna z analyz uvedena
na Obrazku 32. Pro kazdy modelovy roztok bylo stanoveni provedeno 5% a byly nésledné
vypocitané statistické parametry (Tabulka 6). Z parametra Ize usoudit, ze vysledky méfeni jsou
spravné a dobife opakovatelné. Méteni pifi nizsi koncentraci FLU (0,25 pumol/l) je méné

opakovatelné, jelikoz se pohybuje v okoli meze detekce metody.
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=
~=0,03 -
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Obrazek 32 Stanoveni FLU metodou standardniho pridavku v modelovém roztoku.

Metoda — SWV, elektrolyt — H3POy (0,1 mol/l), Eyoc = —1000 mV, Exon = +2500 mV, v =50 mV/s, A =
S50mV, f=10 Hz, vzorek: V =10 ml, crrv = 0,25 umol/l, standardni pridavek: V = 25 ul, crrv =
1,0x10~ umol/l

Tabulka 6 Vysledky opakovaného stanoveni koncentrace FLU v modelovych roztocich.

Dano [pumol/l] Stanoveno [pumol/l] Vytéznost [%] RSD [%]
0,25 0,252+0,013 95,0-110,3 5,1
1,0 0,994+0,012 101,5-104.,9 1,2
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S ohledem na aplikovatelnost vyvinuté metody na analyzu pfirodnich vod bylo tfeba zatadit
vhodnou metodu zakoncentrovani vzorku. Byla pouzita metoda extrakce na tuhou fazi (SPE),
ktera byla testovana na modelovém roztoku vody o koncentraci FLU 1,0x10-® mol/l dle postupu
popsan¢ho v experimentdlni casti v kapitole 2.3.2.1. Vzorek byl po upravé 50x
koncentrovanéjsi, tedy o teoretické koncentraci FLU 0,5 umol/l. Analyza byla provedena
metodou standardniho pfidavku (kapitola 2.3.2.2). K extrakci byly ptivodné pouzity 3 vzorky
modelového roztoku s ptfidavkem FLU na pozadovanou koncentraci, bohuzel v ramci
optimalizace SPE procedury doslo u 2 roztoku ke Spatné adsorpci na tuhé fazi z divodu piilis
rychlého pratoku vzorku skrze kolonky s tuhou fazi. Vysledek pro 3. vzorek se spravné
nastavenymi parametry extrakce, kdy byla stanovena koncentrace FLU v modelovém roztoku
1,03x10~® mol/l (vyt&znost 102,9 %), lze povazovat za dostateny, aby byla metoda
aplikovatelnd na pfirodni vody. Z ¢asového ditvodu jiz nebyla moZznost opakovat tento

experiment, a bylo by tedy vhodné jesté v budoucnu podminky extrakce 1épe ovéftit.
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Obrazek 33 Stanoveni FLU metodou standardniho pridavku v modelovém roztoku po extrakci.

Metoda — SWV, elektrolyt — H3POy (0,1 mol/l), Epos = —1000 mV, Exon = +2500 mV, v = 50 mV/s, A =
S50mV, f=10 Hz, vzorek: V =10 ml, crrv ~ 0,5 umol/l, standardni pridavek: V = 5,0 ul, crrv =
1,0x107 umol/l
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3.4 Analyza realnych vzorki

Po dokonceni experimentli na modelovych roztocich, byla metoda podrobena testiim v redlném
vzorku fi¢ni vody, aby bylo mozné posoudit vyuzitelnost pti redlnych podminkéch. Jako prvni
byla testovana opakovatelnost stanoveni FLU v prostiedi fi¢ni vody bez predchozi tpravy
vzorku, kdy bylo k ptefiltrované ficni vod¢ ptfiddno zndmé mnozstvi FLU. Takto byly
ptipraveny roztoky o koncentraci 0,5 a 1,0 umol/l FLU. Nasledné probéhlo vzdy 5 stanoveni
metodou standartniho ptidavku pro oba roztoky. Ukazka analyzy je uvedena na Obrazku 34.
Vypoctené parametry jsou zapsany v tabulce 7. Posledni experiment spocival v
zakoncentrovani ticni vody s pfidavkem FLU s naslednym stanovenim jeho koncentrace
metodou standardniho ptidavku. Postup zakoncentrovani i samotné analyzy je detailnéji popsan
v experimentalni ¢asti (kapitola 2.3.2). Piipraveny vzorek ptirodni vody mél koncentraci FLU
1,0x10°® mol/l. Jak lze vidét z piikladu analyzy (Obrazek 35), na voltamogramu se objevuji i
dalsi piky zptisobené komplexnosti vodni matrice, které ale stanoveni FLU nerusi. Vysledky

analyzy jsou shrnuty v Tabulce 8 a jsou spravné, s dostatecnou vytéznosti a opakovatelnosti.

Z vysledki 1ze usuzovat, Ze je pouziti metody v redlnych vzorcich je mozné a vede k dosazeni
spravnych vysledkd. Stanovené koncentrace jsou vsak pro piirodni vody pfili§ vysoké a pro

nizsi je tieba zaradit vySe navrzenou metodu zakoncentrovani.
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Obrazek 34 Stanoveni FLU metodou standardniho pridavku v redalném vzorku ricni vody.

Metoda — SWV, elektrolyt — H3POy (0,1 mol/l), Epos = —1000 mV, Exon = +2500 mV, v = 50 mV/s, A =
50 mV, f=10 Hz, vzorek: V =10 ml, crrv = 1,0 umol/l, standardni pridavek: V =10 ul, crrv =
1,0x107 umol/l

Posledni experiment spoc¢ival v zakoncentrovani ficni vody s pfidavkem FLU s naslednym
stanovenim jeho koncentrace metodou standardniho piidavku. Postup zakoncentrovéani i
samotné analyzy je detailn&ji popsan v experimentalni ¢asti (kapitola 2.3.2). Pfipraveny vzorek
piirodni vody mél koncentraci FLU 1,0x10® mol/l. Jak lze vidét z piikladu analyzy
(Obrazek 35), na voltamogramu se objevuji i dalsi piky zptisobené komplexnosti vodni matrice,
které ale stanoveni FLU nerusi. Vysledky analyzy jsou shrnuty v Tabulce 8 a jsou spravné,

s dostatecnou vytéznosti a opakovatelnosti.

Tabulka 7 Vysledky opakovaného stanoveni koncentrace FLU ve vzorcich Ficni vody.

Dano [pumol/l] Stanoveno [pumol/l] Vytéznost [%] RSD [%]
0,5 0,476+0,020 90,2-102,0 4,2
1,0 0,970+0,020 93,8-99,6 2,0
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Obrazek 35 Stanoveni FLU metodou standardniho pridavku redalném vzorku ricni vody po extrakci.

Metoda — SWV, elektrolyt — HsPOy (0,1 mol/l), Epos = —1000 mV, Exon = +2500 mV, v =50 mV/s, A =
S50 mV, f=10 Hz, vzorek: V =10 ml, crrv ~ 0,5 umol/l, standardni pridavek: V = 5,0 ul, crrv =
1,0x107 umol/l

Tabulka 8 Vysledky opakovaného stanoveni koncentrace FLU ve vzorcich Ficni vody po extrakci.

Dano [mol/l] Stanoveno [mol/l] Vytéznost [%] RSD [%]

1,0x107® 1,05+0,048x1078 95,0-110,3 4.6
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4 Zavér
Cilem této bakalaiské prace bylo vyvinout jednoduchou a citlivou voltametrickou metodu pro

stanoveni fludioxonilu na borem dopované diamantové elektrod¢.

Pro studium voltametrického chovani FLU byla vyuzita CV, kterd ukazala 2 oxida¢ni piky pfi
potencialu +1500 a +2050 mV. Byl sledovan vliv pH na proudovou odezvu s vyuzitim CV,
DPV a SWV. Ukazalo se, ze snizujici se pH mélo pozitivni vliv na vysku i tvar oxidacnich piki
FLU. Vedle BRB byly testovany i rizné kyseliny a nejlepSich parametrti dosahovala H3PO4 o
koncentraci 0,1 mol/l, ktera byla néasledné¢ vyuzivana jako elektrolyt pro vyvoj metody

stanoveni pesticidu.

Nasledné byly optimalizovany parametry DPV a SWV metod pro stanoveni FLU a ob¢ metody
byly porovnany. Z vysledkii bylo patrné, ze SWV vykazuje nepatrné¢ vyssi citlivost a lepsi
opakovatelnost méteni. Proto byla tato metoda vybrana jako vhodné&jsi pro stanoveni FLU. Déle
byla testovana aktivace povrchu BDDE. Nejlepsich vysledkti bylo dosazeno po aktivaci
cyklovanim v ur¢itém rozsahu potencialti. Regenerace mezi jednotlivymi méfenimi nebyla
nutnd, protoze nedochazelo k pasivaci povrchu elektrody. Nasledné byly stanoveny zakladni

statistické parametry jako LOD 2,3x10~7 mol/l, LOQ 7,7x10~7 mol/l a LDR 2,5x10~-
5,0x107> mol/l.

Novd metoda byla Uspé$né aplikovdna na analyzu modelovych roztokd a fi¢ni vody
s ptidavkem standardniho roztoku FLU, kde byly dosaZeny spravné a dobie opakovatelné
vysledky. S ohledem na redlné¢ koncentrace pesticidii v pfirodnich vodach byla testovana
metoda zakoncentrovani s vyuZitim extrakce na tuhou fazi, konkrétné adsorpci na kolony
s pevnou fazi C18, naslednou eluci acetonitrilem a odpafenim. Na zavér byl analyzovan vzorek
fiéni vody s pridavkem FLU na koncentraci 1,0x10~8 mol/l. Po extrakci a zakoncentrovéani
probéhla analyza metodou standardniho pfidavku a byla stanovena spravna koncentrace FLU.
Lze tedy konstatovat, ze vytéznost extrakce se blizila 100 % a pouzita pevna faze C18 je vhodna

pro adsorpci FLU.

Zaveérem lze fici, Ze cil této bakalarské prace byl splnén a byla vyvinuta robustni a pfesna

voltametricka metoda stanoveni FLU na BDDE.
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