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Anotace

Tato bakalaiska prace je zaméfena na studium voltametrického chovani fungicidu
difenoconazolu atebuconazolu. Teoreticka cast stru¢né pojednava o pesticidech
a fungicidech, konkrétn€ pak o difenoconazolu atebuconazolu, o jejich vlastnostech
a moznostech stanoveni. Je uveden zékladni princip voltametrie, piehled voltametrickych
metod a nejCastéji vyuzivanych elektrod. Néplni experimentalni ¢asti bylo studium
elektrochemického chovani uvedenych fungicida a vyvoj metod jejich stanoveni na elektrodé
z borem dopovaného diamantu s vyuzitim diferen¢ni pulzni voltametrie. Metody byly uspésne

aplikovany pfi analyze komercné dostupnych pfipravku.

Klicova slova

Tebuconazol, Difenoconazol, elektroda s borem dopovanym diamantem, voltametrie

Annotation

This bachelor thesis is focused on the study of voltammetric behavior of fungicides
difenoconazole and tebuconazole. The theoretical part briefly deals with pesticides and
fungicides, namely difenoconazole and tebuconazole, their properties and possibilities of
determination. The basic principles of voltammetry, overview of voltammetric methods and
the most commonly used electrodes are listed. The experimental work was focused on the
electrochemical behavior of mentioned fungicides and the development of methods for their
determination on a boron doped diamond electrode using differential pulse voltammetry.
Finally, the proposed methods were successfully applied for analysis of commercially

available preparations.
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Stejnosmérna voltametrie (direct current voltammetry)
Dichlordifenyltrichlorethan

Difenoconazol

Kapajici rtutova elektroda (dropping mercury electrode)
Diferen¢ni puzni polarografie

Diferen¢né pulzni voltametrie

Potencial [mV]

Palvlnovy potencial [mV]

Pocatecni potencial [mV]

Potencial obratu [mV]

Plynové chromatografie

Visici kapkova elektroda (hanging mercury drop electrode)
Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem
Proud [A]

Limitni proud [A]

Vyska piku [A]

Kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii
Limit detekce

Mez stanovitelnosti

Relativni smérodatna odchylka

Spektroskopie povrchové plasmové resonance
Tebuconazol

Rychlost polarizace [mV/s]

Objem [I]

Druh4 odmocnina z rychlosti polarizace [(mV/s)!'?]
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1. Uvod

Pesticidni ptipravky difenoconazol a tebuconazol jsou hojné vyuzivané fungicidni
latky v zeméedé€lstvi. Vyuzivaji se na ochranu ovoce, zeleniny a jinych zemédé€lskych plodin
arostlin. Patii do skupiny triazolt. To jsou latky obsahujici ve své struktufe triazolovy kruh.
Kromé zadoucich aCinki mohou mit i negativni dopady, jsou toxické zejména pro vodni
organismy. Do vody se dostavaji z pudy. Je velmi dulezité umét tyto latky co nejjednoduseji
anejlevngji stanovit, ato jak vjednotlivych slozkach zivotniho prostedi, tak v komeréné
dostupnych pesticidnich pfipravcich pii kontrole jejich slozeni. Nej€astéji vyuzivanym
zpusobem stanoveni je kapalinova chromatografie. Tato metoda je ale velmi instrumentalné
i Casoveé naroCna, komplikovand byvéa rovnéz priprava vzorku. Pfestoze difenoconazol
i tebuconazol jsou latky elektrochemicky aktivni, nebylo doposud v literatufe popsano jejich
voltametrické chovani. Proto se tato prace zaméfuje na moznost voltametrického stanoveni

téchto fungicida, a to s vyuzitim elektrody s borem dopovanym diamantem.

Vyhodou tohoto zpusobu stanoveni je nizka cena, rychlost ajednoduchost analyzy
avysoka citlivost. Voltametrie se vyvinula z polarografie, kterou v roce 1922 objevil Cesky
veédec Jaroslav Heyrovsky. Za tento objev mu pozdéji byla udélena Nobelova cena. Prvni
polarograficka mefeni probihala na rtutovych elektrodach s odkapévajici rtutovou kapkou.
Pozdéji se ukazalo, ze tyto elektrody nejsou pfili§ praktické a postupné byly nahrazovany
stacionarnimi rtutovymi elektrodami a tuhymi elektrodami kovovymi nebo uhlikovymi.
V souCasnosti je vyvoj novych elektrodovych materiald jednim z hlavnich trenda
v elektroanalytickém vyzkumu. Jednim =z perspektivnich materiald s velice specifickymi

vlastnostmi je borem dopovany diamant, ktery byl vyuzit v této bakaléarské praci.

Predmétem této prace je studium voltametrického chovani difenoconazolu
a tebuconazolu s cilem vyvinout voltametrické metody jejich stanoveni pomoci elektrody

z borem dopovaného diamantu.
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2. Teoreticka cast

2.1. Pesticidy, fungicidy

Pesticidy jsou dnes hojn¢ vyuzivané latky k ochran€ ovoce, zeleniny, obilovin a rostlin
proti nemocem a Skadcam, a také k niCeni nezadouciho plevele [1]. D€li se podle pouziti do
skupin, z nichz nejznaméjsi a nejrozsirené]si jsou insekticidy (proti hmyzu), herbicidy (proti
plevelu) afungicidy (proti plisnim). O pouziti pesticidi je v literatufe zminka jiz z roku
1000 pt.n.l., kdy byla proti plisnim a hmyzu pouzita sira. V obdobi pfed Kristem bylo také
popsano mnoho dnes jiz znamych rostlinnych chorob. Od roku 79 n.l. se zacal pouzivat arsen

jako ochrana proti hmyzu a v 19. stoleti byl popsan antifungalni G¢inek siranu meédnatého [2].

V roce 1882 se siran meédnaty pouzival jako fungicid ve smési s vapnem a vodou na
ochranu vinné révy. O 15 let pozdé&ji byl prokdzany antifungalni ucinek u formaldehydu. Ve
30. letech 20. stoleti zaCala nova éra chemickych pesticidu, kdy byly pouzity prvni organické
fungicidy na bézi dithiokarbamatu. Na konci 60. let 20. stoleti vznikaji nové ucinnéjsi
fungicidy se systémovym ucinkem. Byly vyvinuty nékteré hlavni tfidy systémovych
fungicidd, a to oxathiiny, benzimidazoly, thiofanaty a pyrimidiny. Dalsi a¢inné fungicidni

piipravky, které se pouzivaji dodnes jsou slou¢eniny organofosfata a triazoly [2].

Pouzivani pesticidnich ptipravku, jak se pozdéji ukazalo, s sebou pfineslo i negativni
dopady na zivotni prostifedi. V roce 1962 Rachel Louise Carsonova, americkd biolozka,
vydala knihu Tiché jaro, kde popisuje toxicky vliv pesticidi na Zivotni prostiedi. Jako priklad
lze uvést latku DDT (dichlordifenyltrichlorethan) jenz svymi negativnimi ucinky zpusobila
mimo jiné snizeni plodnosti vodnich ptakt. Tato latka ovliviiovala ukladani vapniku ve
vajecnicich ptakd. Tim doslo k tomu, Ze skofapka vajec byla pfili§ kiehka a vejce nemélo

Sanci prezit [2].

2.1.1. Triazolové fungicidy

Triazolové fungicidy patii do skupiny latek obsahujicich ve své struktufe azolovy kruh
(obrazek 1), jednd se o tzv. 1,2,4-azoly, resp. konazoly. Konazoly jsou hojn€ vyuzivany jak
v zemédélstvi k ochran€ ovoce, zeleniny a jinych zemeédélskych plodin, tak i1ve farmacii

k 1é¢bé mykotickych infekei [3].
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Obrdzek 1 Struktura azolového kruhu [4]

Mechanismus ucinku triazolovych antifungélnich latek spoc¢iva v inhibici enzymu ze
skupiny cytochromu P 450, CYPS51 (lanosterol 14a-demethyldza). Tento enzym je
zodpovédny za tvorbu ergosterolu, ktery je velice dulezitou soucasti pro tvorbu bunécné
membrany hub [5]. Inhibici CYP51 dochazi k hromadéni sterolovych meziproduktt, které
jsou pro houbové butiky toxické. Tim dochézi k naruseni membrany hub a k zastaveni jejich

rastu [6].

Prikladem triazolovych latek vyuzivanych v zemédelstvi jsou napt.: difenoconazol,
tebuconazol, epoxiconazol, cyproconazol adal§i. Pro farmaceutické ucely se pouzivaji
ptipravky obsahujici latky flukoconazol a ketoconazol, které se dobie vstiebavaji peroralnim
1 intravendznim podanim na rozdil od nejstarSich antimykotickych latek patficich do skupiny
imidazolt, napt. klotrimazolu a mikonazolu. Tyto latky se jiz dnes pouzivaji pouze k lokalni

aplikaci na kuzi [7].

2.1.2. Difenoconazol

Difenoconazol (DFC, obrazek 2), jehoz nazev podle systému IUPAC je 1-[2-[2-
chloro-4-(4-chloro-fenoxy)-fenyl]-4-methyl[ 1,3 ]dioxolan-2-ylmethyl]-1H-1,2,4-triazole,
predstavuje Sirokospektralni fungicidni pfipravek na ochranu ovoce, zeleniny, obilovin
a jinych polnich plodin. Je to jemny, bily krystalicky prasek bez zapachu. Jeho molekulova
hmotnost je 406,3 g/mol a bod tani se pohybuje v rozmezi 82 az 83 °C. Rozpustnost ve vode
pii 25 °C je 15 mg/l. V organickych rozpoustédlech je jeho rozpustnost mnohem vyssi, fadove

v jednotkach az stovkach g/l [8].
Fungalni u¢inek DFC je popsan v piedchozi kapitole /.1.1. Triazolové fungicidy. Bylo

zjisténo, ze DFC je toxicky pro vodni organismy. Svymi u¢inky vyvolava u ryb oxidativni
12



stres, zpomaluje rast ryb a ma teratogenni Gc¢inky. Dale je zodpovédny za bunétnou apoptozu
a zanétlivé procesy uryb. Nekteré z téchto negativnich dopadd byly pozorovany jiz pfi

expozici 50 pg DFC na litr vody [9].

e 0L,

CH,

Obrdzek 2 Chemicka struktura DFC [8]

DFC lze dobfe stanovit pomoci chromatografickych metod. Jednim z ptikladd muze
byt plynova chromatografie (GC), ktera pouziva kombinaci dvou kolon za sebou. To
umoznuje separaci DFC ze smési az osmi ruznych pesticida [10]. Dalsim ptikladem je pouziti
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC), kterd umoziiuje stanoveni i latek, které
jsou tepelné stale, nejsou tékavé [10]. Pouzita byla 1 HPLC ve spojeni s hmotnostnim

spektrometrem jako detektorem (HPLC-MS) [11].

Voltametrické stanoveni DFC doposud nebylo v odborné literatute popsano.

2.1.3. Tebuconazol

Tebuconazol (TBC, obrazek 3), ktery ma podle systému IUPAC nazev (RS)-1-(4-
chlorophenyl)-4,4-dimethyl-3-(1H-1,2,4-triazol- 1 -ylmethyl)pentan-3-ol, je triazolovy
fungicid vyuzivany na ochranu ovoce, zeleniny a dal§ich zeméde€lskych plodin. Je zafazen
mezi prvnich 10 fungicidi nejvice vyuzivanych v Evropé [12]. Je to bezbarva krystalicka
latka s molarni hmotnosti 307,82 g/mol. Bod tani této latky je 104,7 °C a rozpustnost ve vode
0,032 g/l. V organickych rozpoustédlech je rozpustnost vétsi stejné jako u DFC [13].

TBC ma stejné ulinky jako DFC. Je rovnéz toxicky pro vodni organismy. Svymi
ucinky na ryby ovliviiuje jejich metabolismus lipida a uhlohydrata. Také poskozuje larvy ryb

a ma negativni neurochemické ucinky na dospélé ryby [14].

13
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Obrazek 3 Chemicka struktura TBC [15]

Stejn¢ jako DFC 1 TBC lze stanovit HPLC-MS, nebo kapalinovou chromatografii
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS) [16]. Byla pouzita i spektroskopie

povrchové plasmové resonance (SPR) a plynova chromatografie [17].

Prestoze na rozdil od DFC jiz byla voltametrie pro stanoveni TBC pouzita, jeho pfima
oxidace nebyla v literatufe doposud popsana. TBC byl stanovovan na médéné pevné
amalgamové elektrodé (CuSAE), kdy bylo vyuzito tvorby komplexu TBC s mé&di z materialu
elektrody [17]. Dalsi autofi vyuzili tzv. MIP (molecularly imprinted polymer) modifikované
elektrochemické senzory [18]. Vedle analytickych ucelt l1ze elektrochemii pouZzit rovnéz pro
degradaci (rozklad) kontaminantd naptiklad pfi Cisténi odpadnich vod. V pifipadé TBC byly
pro jeho elektrodegradaci v literatufe popsany postupy vyuzivajici bismutem dopované

elektrody z oxidu olovicitého (PbO2) [19] nebo zlaté elektrody [20].

2.2. Voltametrie

Voltametrie je elektroanalyticka metoda, kterd sleduje zavislost protékajiciho
elektrického proudu pracovni elektrodou na jejim potencidlu, ktery se s ¢asem meéni. Tato
elektroda je ponofena do analyzovaného roztoku. Aby byla ziskana proudova odezva, musi
analyzovany roztok obsahovat latku, kterda se bude oxidovat nebo redukovat
(tzv. depolarizator). Dojde k depolarizaci elektrody a bude ji prochéazet elektricky proud, ktery

je ptimo umeérny koncentraci elektroaktivni latky [21].

Na tomto principu pracuje i metoda nazvana polarografie. Polarografii v roce 1922
objevil Cesky akademik Jaroslav Heyrovsky [22]. Za tento objev obdrzel 26. tijna 1959

Nobelovu cenu. Tato metoda je dnes nazyvana jako klasicka polarografie [23].

14



2.2.1. Uvod do polarografie, voltametrie

Rozdil mezi voltametrii a polarografii spociva pouze v pracovni elektrod€. V pripadé
voltametrie se pouziva pracovni elektroda s konstantnim povrchem (stacionarni) zatimco
v polarografii se pouziva elektroda s odkapavajici rtutovou kapkou (nestacionarni), ¢imz je

zajisténa neustala obnova povrchu pracovni elektrody [24].

Ve voltametrii lze pouzit dvou nebo tii elektrodové zapojeni elektrochemického
Clanku. Nejdulezit€jsi elektrodou je elektroda pracovni neboli mérna. Dalsi elektroda je
elektroda srovnavaci (referentni). Na tyto elektrody je vkladano napéti ze zdroje. Vzhledem
k tomu, Ze potenciadl referentni elektrody je konstantni, méni se zménou vlozeného napéti
pouze napéti pracovni elektrody. Presny potencial pracovni elektrody ale neni znamy, protoze
se Cast napéti ztrati pfi pruchodu proudu na odporu analyzovaného roztoku. Proto se
pouziva tii elektrodové zapojeni, kde navic figuruje elektroda pomocna. Proud pak teCe mezi
elektrodou pracovni a pomocnou, zatimco potencial pracovni elektrody se meéfi mezi
elektrodami pracovni a referentni bez priuchodu proudu, a tedy beze ztrat. Schéma aparatury

a zapojeni obvodu pro voltametricka méfeni je uvedeno na obrazku 4 [25].

zdroj potencio-| ——«

napéti stat I r
V-metr Armety _mer./ e
r w| A

zdroj
napéti

Obrdzek 4 Dvouelektrodové zapojeni (A), trielektrodové zapojeni (B) elektrochemického cClanku,
schéma aparatury pouZzité ve voltametrii (C)[25]

r — referentni elektroda, w — pracovni elektroda, a — pomocnad elektroda
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2.2.1.1 Rozdéleni voltametrickych metod

V zavislosti na zpusobu vkladani napéti na pracovni elektrodu, nebo na zpisobu

zpracovani analytu v roztoku lze rozlisit fadu voltametrickych metod.

Zakladni voltametrickou metodou je DC voltametrie (direct current voltammetry,
stejnosmeérnd voltametrie). Pokud pracovni elektrodou protéka katodicky proud, potencial
elektrody roste linearné od pozitivnich do negativnich hodnot v zavislosti na Case. Latky
obsazené v méfeném roztoku se redukuji. Pokud elektrodou protékd proud anodicky,
potencial vkladany na elektrody roste linedrné€ ve sméru od zapornych ke kladnym hodnotam
alatky se oxiduji. Vysledkem meéfeni je polarizacni kiivka. Na obrazku 5 je uvedena
polarizacni kiivka pro redukci dvou latek (A a C) v analyzovaném roztoku. Je vynesena
zavislost proudu (/) na potencidlu (£). Kiivka ma tvar viny a je charakterizovana hodnotou
limitniho diftzniho proudu (/iim) a hodnotou pulvinového potencialu E12. fiim je pfimo umerny
koncentraci analytu v roztoku, zatim co E12 udava charakter analytu, resp. kvalitu. Touto
metodou lze stanovit anorganické i organické latky. Pokud je v analyzovaném roztoku
ptitomno vice latek, které je tfeba stanovit, musi mit kazda z obsazenych latek jinou hodnotu
E12, aby bylo mozné tyto latky stanovit vedle sebe [25]. Metoda umoziuje stanoveni latek

v koncentraénim fadu 10~> mol/l. Rozligit Ize latky, které se li&i hodnotou £1/2 0 200 mV.
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E‘l E}? E3 E4 E:/;(C)
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Obrdzek 5 IE kifivka pro redukci ldtek A a C pFi pouziti DCV [25]
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Dal$i vyznamnou metodou je cyklickda voltametrie (CV), ktera je zaloZena na vkladani
potencialu trojuhelnikového charakteru na pracovni elektrodu. Krivky znazoriujici zavislost
vkladaného potencidlu na case a odpovidajici cyklicky voltamogram jsou uvedeny na
obrazku 6. Analytické vyuziti této metody je pomémé malé. Vyuziva se predevsim pro

studium voltametrického chovani latek, reverzibility elektrodovych reakci apod. [23].
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Obrdzek 6 Zavislost vkladaného potencidalu na case a odpovidajici cyklicky voltamogram [21]

Citlivej8i metodou je diferencné pulzni voltametrie (DPV). Tato pulzni metoda
spociva ve vkladani linearné se méniciho napéti piekladaného napétovymi pulzy. V zéavislosti
na potencialu se potom vynasi rozdil proudd zméfenych pied vlozenim pulzu a na jeho konci,
jak znédzorfiuje obrazek 7A. Tato zavislost mé tvar piku (obrazek 7B), kdy jeho vyska udava
koncentraci analytu (kvantitu) a poloha na ose x udava kvalitu. Tato metoda umoziuje
stanoveni latek o koncentracich na urovni 10~® mol/l arozliSeni latek, jejichz Ei» se lidi

nejméne o SO mV [25].

Specialni voltametrickou metodou umoznujici dal§i snizeni detekCnich limitd je
elektrochemickd rozpoustéci analyza. Nejprve se na elektrod€, nejCasteji rtutove, pii
konstantnim vlozeném napéti nahromadi sledovany kov (redukce), ktery se po ukonceni
elektrolyzy rozpusti zpét do roztoku (oxidace). V tomto piipadé€ jde o anodickou rozpoustéci
voltametrii. Pokud nahromadéni analytu probiha oxidaci a rozpousténi redukci, jedna se
o katodickou rozpoustéci voltametrii. Pfi analyze organickych latek 1ze vyuzit tzv. adsorptivni
rozpoustéci voltametrii, pfi které dochazi k akumulaci organické latky na povrchu elektrody
adsorpci [26].
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Obrdzek 7 Priubeh potencidlu v zavislosti na case (A) a polarizacni krivka pri DPV (B) [27]

2.2.1.2 Nejcastéji pouzivané pracovni elektrody

V polarografii se jako pracovni elektroda pouzivala kapajici rtutova elektroda (DME).
Vyhoda této elektrody spociva v tom, ze kazdych 2-5 s obnovuje svlij mémy povrch, ¢imz
nevznikd tzv. historie elektrody jako u elektrod s konstantnim povrchem a nedochazi

k pasivaci. Nevyhodou je velka spotieba kapalné rtuti [25].

Pro voltametrii se dnes pouzivaji predev§im elektrody se stacionarnim povrchem.
Nevyhodou je, ze se povrch mize sam oxidovat nebo redukovat, piipadné se na né€j mohou
adsorbovat latky z analyzovaného roztoku. To ovliviiuje dalsi méteni a dvé po sob& zmetrené
kiivky nemuseji mit stejny tvar, vznika tzv. historie elektrody. Dochézi k pasivaci povrchu

[25].

Mezi stacionarni elektrody patii také visici rtufova kapkova elektroda (HDME,
hanging mercury drop electrode). U této elektrody na rozdil od DME probiha cela jedna
analyza na jedné rtutové kapce, ktera je poté odklepnuta a nahrazena novou pro dalsi méfeni.
Timto je zajistén dokonale reprodukovatelny povrch a pfi tom jsou omezeny problémy
s pasivaci vzhledem k pravidelnému obnovovani kapky. Spotfeba rtuti se rovnéz snizila. Dalsi
vyhodou rtutovych elektrod je Siroké vyuzitelné potencidlové okno v oblasti negativnich
potenciali. Tyto elektrody jsou tedy vhodné zejména k sledovani redukénich reakei. Rtut

navic tvofi amalgamy s kovy, a proto je vhodna pro vyuZziti pti rozpoustéci voltametrii.
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NejcastejsSim materidlem pro pevné elektrody jsou platina, zlato a nékteré formy
uhliku. Pro specialni u¢ely mohou byt elektrody vyrobeny 1 z bismutu, amalgamu nebo tfeba
stfibra ¢1 wolframu [25]. Pevné elektrody jsou na rozdil od rtutovych mechanicky odolné
a neobsahuji toxicky elektrodovy material. Co se ty¢e vyuzitelného potencidlového okna, tak
umoziuji méfeni zejména v oblasti kladnych potenciald a jsou tedy vhodné pro sledovani
oxidacnich reakci. Nevyhodou pevnych elektrod je jiz zminéna elektrodova pamét a riziko
pasivace. Pevné elektrody je nutné mezi jednotlivymi méfenimi regenerovat, napt. leSténim,
brousenim nebo elektrochemickou cestou (vloZeni vhodnych potencialii) a reprodukovatelnost

povrchu, resp. meteni je hor$i, nez v ptipadé rtutovych elektrod.

Platina mé& vyborné elektrokatalytické vlastnosti a elektrochemické d&€e na ni
probihaji velmi rychle. Ptiklad polarizace elektrody v roztoku H2SO4 o koncentraci 1 mol/l je
uveden na obrazku 8. Nejprve je z povrchu elektrody desorbovan vodik (1) az je povrch
elektrody Cisty (2). Nasledné je platinovy povrch oxidovan na oxidy (3). Tyto oxidy mohou
vyznamné ovlivnit vlastnosti elektrody. Vlivem oxidace rozpoustédla za¢ne proud vzristat
(4). Nasledn¢ dojde ke zmén€ polarizace a dojde k redukci oxida (5) na povrchu elektrody.
Potom se adsorbuje vznikajici vodik (6) az je povrch elektrody vodikem zcela obsazen (7)

a dojde k uvolnéni plynného vodiku [25].

ranod. proud

06 08 1,0 1,2 14
potencial, VISCE

-().2 Ol

kat. proud

Obrdzek 8 Polarizacni kiivka Pt elektrody v prostiedi H>SO, o koncentraci 1 mol/l [25]

Polarizaéni schopnosti zlata jsou podobné jako u platiny, stim ze zlato méné

adsorbuje a desorbuje vodik. Elektrokatalytické ucinky =zlata jsou mensi nez u platiny.
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Diky tomu nedochdzi k reakcim s katalytickymi jedy a zlato se tudiz v praxi vyuziva vice nez

platina [25].

Dalsi skupinou pevnych elektrod jsou elektrody uhlikové. Uhlik je pouzivan v riznych
formach, které se 1i§i svymi vlastnostmi. Jednou z forem je spektrdlni uhlik, respektive grafit.
Tento material je porovitého charakteru tudiz je nutné jeho povrch impregnovat. DalSimi
formami uhlikovych elektrod jsou elektrody zpyrolytického grafitu a skelného uhliku.
Predevsim u skelného uhliku neni povrch porovity tudiz neni potfeba zaddnd impregnace.
Dalsi formou uhlikovych elektrod jsou elektrody z uhlikové pasty. Tato pasta se vyrabi
z praskového uhliku a inertni malo tékavé kapaliny. Vyhodou téchto elektrod je Siroka
vyuzitelna oblast potenciali a dobfe obnovitelny povrch elektrody. Asi nejnovéjSimi
uhlikovymi elektrodami jsou elektrody diamantové. Je vytvoren film uhliku podobny
diamantu, ktery je dopovany atomy boru (BDDE). Vyhodou téchto elektrod je nizky Sum

a Siroky vyuzitelny potencialovy rozsah [25].

2.2.1.3 Elektroda z borem dopovaného diamantu (BDDE)

Diamant je tvrda krystalicka forma uhliku, ktera se muze pysnit vybornymi
chemickymi 1 fyzikdlnimi vlastnostmi. Ma vysoky elektricky odpor, vysokou tepelnou
vodivost, vysokou odolnost proti korozi a je chemicky inertni. Vzhledem k tomu, Ze se jedna
o izolant, dopuji se diamantové filmy pro elektroanalytické ucely atomy raznych prvka.

Nejcasteji se v praxi pouziva bor [28].

Elektrody zborem dopovaného diamantu nabizeji Siroké potencidlové okno jak
v katodické, tak v anodické oblasti. Lze je tedy pouzit ptfi sledovani oxida¢nich i redukénich
reakci. Dal8i vyhodou téchto elektrod je nizky Sum. Jsou mechanicky i chemicky stabilni
a odolné vaci pasivaci, a to diky parafinickému povrchu, ktery zajistuje, Ze se latky nebudou
adsorbovat na povrch elektrody [25]. Diky své odolnosti jsou tyto elektrody vhodné k pouziti
1 pro elektroanalyzy v drsnych chemickych podminkéch [29].
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Pristrojové vybaveni

Voltametricka méfeni probihala na pfistroji Eco-Tribo Polarograph (Obr. 9, Polaro
Sensors, Praha), ktery byl vybaven softwarem Polar 5.1. Zapojeni elektrochemického ¢lanku
bylo tfielektrodové, kdy pracovni elektrodou byla elektroda z borem dopovaného diamantu
(BDDE, Windsor Scientific, Velka Britanie), referentni elektrodou byla nasycena argent-
chloridova elektroda a pomocnou elektrodou byl platinovy dratek (ob€ Monokrystaly,
Turnov). Pro méfeni pH slouzil pH-metr Fischer Scientific AB 150 (Fischer Scientific,
Pardubice), pfi pfipraveé roztokt byly pouzity analytické vahy (Denver Instrument, New
York) a ultrazvukova lazen Bandelin SONOREX (Schalltec GmbH, Némecko). Pro
davkovani roztokd slouzily automatické mikropipety Eppendorf (Eppendorf Research,

Némecko).

Obrdzek 9 PouZity polarograficky analyzato Eco-Tribo Polarograph

3.2. Pouzité chemikalie

Standardni roztoky tebuconazolu (TBC) a difenoconazolu (DFC) o koncentraci
1x1073 mol/l byly pfipraveny navazenim jednotlivych pevnych latek o &istoté 98 % (Sigma-
Aldrich, Ceska republika) a rozpusténim v acetonitrilu (Ing. Petr Svec — PENTA, Praha). Pro
usnadnéni rozpousténi byla pouzita ultrazvukova lazen. Roztoky byly uchovavany v lednici
bez ptistupu svétla. Zakladnimi elektrolyty byly roztok HNO3 o koncentraci 0,1 mol/l, ktery
byl piipravovan z 65% HNOs (Ing. Petr Svec — PENTA, Praha), a Brittontiv-Robinsontv pufr
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(BRB) o pH v rozmezi 2-12. BRB sestaval z kysel¢ a alkalické slozky. Kysela slozka byla
tvofena roztoky H3PO4, H3BO3; a CH3COOH o koncentraci 0,04 mol/l. Roztoky jednotlivych
kyselin vznikly zfedénim 85% H3PO4, 99,8% CH3COOH a rozpusSténim praskové H3;BOs
o Cistoté 99,8 % (vSe Lachema, Brno). Zasaditd slozka byla tvofena roztokem NaOH
o koncentraci 0,2 mol/l (Lachema, Ceska republika). Pro interferenéni studii byly pouZity
roztoky rlznych pesticidnich latek o koncentraci 1x10~° mol/l, které byly pfipraveny
navazenim pevnych latek. Testovany byly tyto latky: cyproconazol, propiconazol,
epoxiconazol, difenoconazol, tebuconazol, azoxystrobin, imidacloprid, chlorpyrifos,
pymetrozin, glyfosat a tribenuron (Sigma-Aldrich, Ceské republika). Na zavér byla provedena
analyza realnych vzorkl. Byly pouzity roztoky komer¢n€ dostupnych fungicidnich ptipravki
Horizon (250 g/l TBC, AgroBio Opava), SCORE 250 EC s deklarovanym obsahem 250 g/l
DFC a smésny pripravek ASCON s obsahem 125 g/l DFC a 200 g/l azoxystrobinu (AXS, oba
Syngenta Crop Protection AG, Svycarsko). Roztoky o piedpokladané koncentraci
1x1073 mol/l (poditano dle obsahu G¢innych latek deklarovaného vyrobci) byly piipraveny
pipetovanim vhodného mnozstvi pripravk a rozpusténim v acetonitrilu za pomoci

ultrazvuku.

3.3. Pracovni postupy

3.3.1. Voltametrické méreni

Jako pracovni elektroda byla pouzita BDDE. Vzdy na pocatku pracovniho dne byla
aktivovana zafazenim 20 cyklickych voltamogramti v rozsahu potenciald —1000 az
+2200 mV. Aktivace probihala pfimo v roztoku zékladniho elektrolytu, ktery byl néasledné
pouzivan.

Pro studium voltametrického chovani TBC a DFC byly pouzity metody cyklické
voltametrie (CV) a diferen¢ni pulzni voltametrie (DPV). CV byla vyuzita pii studiu vlivu pH
na vysku, tvar a polohu piku a pro zji§téni vlivu rychlosti polarizace na tvar a vysku piku (/p).
Prvni cyklicky voltamogram DFC byl zmeéten v prostfedi BRB o pH 2 a v rozmezi potenciala
—500 az +2200 mV pii rychlosti polarizace 100 mV/s. V ptipadé TBC byla jako elektrolyt
pouzita HNO;3 o koncentraci 0,1 mol/l. Rozmezi potencialii a rychlost polarizace byly stejné

jako v predchozim piipadé. Pii studiu vlivu pH na voltametrické chovani obou analytu byla
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pouzita CV pfi rychlosti polarizace 100 mV/s a rozsah potencialt se ménil v zavislosti na pH,
a tedy Sifce vyuzitelného potencialového okna. VIiv rychlosti polarizace byl sledovan
v rozsahu 25-500 mV/s a méfeni probihalo od pocate¢niho potencialu (Ein) —1000 mV do

potencialu obratu (Fobratu) 2500 mV.

Metoda DPV byla vzhledem ke své citlivosti pouzita pro vyvoj metody stanoveni obou
latek. Nejprve byly optimalizovany parametry metody, konkrétné rychlost polarizace (v),
vyska a Sitka pulzu. Pro stanoveni DFC byly pouzity tyto parametry: v= 40 mV/s, vyska
pulzu = +50 mV a Sitka pulzu = 20 ms. V piipadé stanoveni TBC byly parametry obdobné:
v =50 mV/s, vWSka pulzu = +60 mV a $ivka pulzu = 10 ms.

Limit detekce (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ) byly vypocteny z kalibra¢nich
rovnic pro nejnizsi namérené koncentratni zavislosti jako 3%, resp., 10x smérodatna odchylka

useku podélend hodnotou smérnice.

3.3.2. Analyza ri¢ni vody a pesticidnich pripravki

Navrzené metody byly aplikovany pfi analyze fi¢ni vody a komercné dostupnych

pesticidnich pripravki Score 250 EC, Askon a Horizon 250 EW.

Ri&ni voda byla odebrana z feky Bystiice v obci Dohalice v Kralovéhradeckém kraji
(obrazek 10). Odebrana voda byla v laboratofi prefiltrovana. Vzhledem k tomu, ze tato voda
neobsahovala detekovatelné mnozstvi testovanych fungicidu, byla pfed analyzou obohacena
piidavky standardnich roztokt. V pfipadé DFC byla fi¢ni voda obohacena piidavkem
standardniho roztoku DFC o koncentraci 0,001 mol/l na vyslednou koncentraci ve vodé
1x107° mol/l. Do polarografické nadobky bylo odméteno 13,5 ml obohaceného vzorku vody
a pfidano 1,5 ml elektrolytu. Pro stanoveni analytu byla pouzita metoda pfidavku standardu
avzdy byly pfidany nejméné 2 piidavky (J = 13,5 ul, ¢ = 0,001 mol/l). Analyza byla
opakovana 5% a ze ziskanych vysledkd byly vypocteny statistické parametry jako pramérny
obsah ucinné latky s odpovidajicim intervalem spolehlivosti, relativni smérodatna odchylka
(RSD) opakovaného stanoveni a vytéznost. Pro opakované stanoveni TBC byla fi¢ni voda
také obohacena piidavkem standardniho roztoku TBC (0,001 mol/l) tentokrat na koncentraci
5x107° mol/l. Do polarografické nadobky bylo k analyze pipetovano 13,5 ml vzorku vody
a pfidano 1,5 ml elektrolytu. I v tomto pfipade byla pouzita metoda pridavku standardu, byly

ptidany 2 ptidavky (}'= 67,5 ul, ¢ = 0,001 mol/l) a stanoveni bylo 5x zopakovano.
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Obrdzek 10 Mapa upresrnujici misto odbéru Ficni vody

Pred analyzou fungicidnich pfipravka byly pfipraveny jejich roztoky o koncentraci
okolo 1x1073 mol/l (po&itano na zakladé deklarovanych obsahd uéinnych latek vyrobci) do
50ml odmérnych ban¢k. Pripravek Score 250 EC (obrazek 11) je kapalny a jeho ucinnou
latkou je DFC. Jeho roztok byl piipraven odméfenim 81,3 ul pripravku do 50ml odmérné
bariky pomoci automatické mikropipety a rozpusténim v acetonitrilu za pomoci ultrazvuku.
K analyze bylo k 15 ml roztoku zakladniho elektrolytu pfidano 15 ul pfipraveného roztoku
ptipravku Score 250 EC. Tento roztok byl proméfen a nasledn€ byly pfidany postupné dva
ptidavky standardniho roztoku DFC (J7 = 15 ul, ¢ = 0,001 mol/l). Mé&feni bylo opakovano
5% a byly vypocteny statistické parametry.

Ptipravek Askon (obrazek 11) je také kapalného skupenstvi a u€innymi latkami jsou
DFC a AXS. Jeho roztok byl pfipraven odméfenim 162,5 pl opét do S0ml odmémé bariky
arozpuSténim v acetonitrilu za pomoci ultrazvuku. Nasledujici postup byl stejny jako

v piipadé pfipravku Score 250 EC.

Poslednim analyzovanym fungicidnim piipravkem byl Horizon 250 EW (obrazek 11),
kde je ucinnou latkou TBC. Opét se jednd o kapalny piipravek. Roztok byl pfipraven
odmeétrenim 61,6 ul do 50ml odmérné bariky a rozpusténim v acetonitrilu. Nasledujici analyza
probihala obdobné jako v predchozich piipadech. K 15 ml elektrolytu bylo pfidano 75 ul
ptipraven¢ho roztoku piipravku Horizon 250 EW. Tento roztok byl prométen a byly pfidany
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2 ptidavky standardniho roztoku TBC (V= 75ul, ¢= 0,001 mol/l). Meéfeni bylo

5% zopakovano a byly vypocteny statistické parametry.
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Obrdzek 11 Analyzované komercné dostupné fungicidni pripravky

25



4. Vysledky a diskuse

4.1. Studium voltametrického chovani DFC a TBC

Na uvod byl zméten cyklicky voltamogram DFC v prostitedi BRB o pH 2, rozsah
potenciald byl —1000 az +2500 mV, rychlost polarizace 100 mV/s a koncentrace DFC
1x107° a2x107° mol/l. Jak je vidét na obrazku 12, byl zaznamenan 1 oxidaéni signal kolem
potencialu +1750 mV, ktery odpovidajicim zpusobem reagoval na koncentraci analytu
vroztoku. Na katodické kiivce nebyl pozorovan zadny redukcni signal a sledovanou

elektrodovou reakci tak 1ze oznaéit za ireverzibilni.
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Obrdzek 12 Cyklicky voltamogram DFC zaznamenany na BDDE

Metoda — CV, elektrolyt — BRB (pH 2), Eiy = —1000 mV, Espran = +2500 mV, v = 100 mV/s, ¢(DFC) =
13107 a 2x107 mol/l; vioZeny detail anodického signdlu DFC

V piipadé TBC byl cyklicky voltamogram, ktery je uveden na obrazku 13, zméfen

v prosttedi HNO3 o koncentraci 0,1 mol/l. Parametry metody byly stejné, jako v pfedeslém
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experimentu pro DFC a koncentrace TBC byly rovn&z 1x10~> a 2x10~> mol/l. TBC poskytl za
téchto podminek také jeden oxidacni signal kolem potencidlu +1700 mV, ktery rostl

s koncentraci TBC. I v tomto piipad€ se jedna o ireverzibilni elektrodovou reakci.
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Obrdzek 13 Cyklicky voltamogram TBC zaznamenany na BDDE

Metoda — CV, elektrolyt — HNOs (0,1 mol/l), Ein = —1000 mV, Eopran = +2500 mV, v = 100 mV’s,
¢(TBC) = 1x107 a 2x107 mol/l; vioZeny detail anodického signdlu TBC

4.1.1. Zavislost voltametrického chovani fungicid(i na pH

Je obecné znamo, ze pH prostredi, resp. slozeni zakladniho elektrolytu vyznamné
ovliviluje voltametrické chovani latek. Proto byla pro oba studované fungicidy provedena
studie vlivu pH na vysku, tvar a polohu piku. Jako zakladni elektrolyt byl pouzit BRB
v rozmezi pH 2-12 a zifedénd HNO; o koncentraci 0,1 mol/l pro zajiSténi kyselého prostiedi
kolem hodnoty pH 1. Vzdy byl pod pH-metrem namichan elektrolyt o urcitém pH.
Koncentrace DFC a TBC pro tyto experimenty byla 1x10~> mol/l. Pro méfeni byla pouzita
CV. Rychlost polarizace byla nastavena na 100 mV/s. Na obréazcich 14 a 15 jsou uvedeny
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ziskané voltamogramy a vynesené zavislosti vySek pika (/p) na pH. Pro piehlednost jsou

uvedeny pouze anodické casti cyklickych voltamogrami v rozsahu pH 1-4 (DFC), resp. 1-6

(TBC).
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1200 1400

Obrdzek 14 Anodické casti cyklickych voltamogramii DFC zaznamenané na BDDE v zavislosti na pH
= —=1000 mV, Eoprae = +2500 mV,

Metoda — CV, elektrolyt — HNOs (0,1 mol/l) a BRB (pH 2-4), L,
v =100 mV/s, ¢(DFC) = 1x107 mol/l; vloZend zavislost I, na pH

Z obrazku 14 je ziejmé, ze nejlépe vyhodnotitelny pik poskytoval DFC v silné
kyselém prostfedi ziredéné HNO3. S rostoucim pH byl pik stale siln&ji ovlivnén rozkladem
zakladniho elektrolytu a pfi pH 4 jiz byl jen sotva patrny. V neutralnim a zésaditém prostiedi
jiz nebyla pozorovana zadna odezva odpovidajici oxidaci analytu. V piipadé¢ TBC bylo

dosazeno velice podobnych vysledki (obrazek 15). Nejlepsi pik poskytoval TBC v prostiedi
HNO3 o koncentraci 0,1 mol/l. T vtomto ptipad€ pik s rostoucim pH zanikal a v zasaditém
prostfedi rovnéz nebyla pozorovéana zadna odezva. Pro ob¢ latky byla na zakladé uvedenych

vysledku pro dalsi méfeni jako zakladni elektrolyt zvolena HNO3 o koncentraci 0,1 mol/l.
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Obrdzek 15 Anodické casti cyklickych voltamogramii TBC zaznamenané na BDDE v zavislosti na pH

Metoda — CV, elektrolyt — HNOs (0,1 mol/l) a BRB (pH 2-6), E;, = —1000 mV, Eopran = +2500 mV,
v =100 mV/s, ¢(TBC) = 1x107 mol/l; vioZend zdvislost I, na pH

4.1.2. Zavislost voltametrického chovani fungicid(i na rychlosti polarizace

Zavislost vysky piku na rychlosti polarizace byla studovana pro zjisténi tidiciho déje
probihajicich elektrodovych reakci. V obou ptipadech bylo méfeni provedeno opét metodou
CV v rozmezi rychlosti polarizace od 25 mV/s do 500 mV/s. Rychlost polarizace byla vzdy
navySena o 25 mV/s. Mefeni probihalo v prosttedi HNOs o koncentraci 0,1 mol/l.
Koncentrace studovanych latek v polarografické nadobce byla 1x10~°> mol/l (DFC, obrazek
16) a 5x107° mol/l (TBC, obrazek 17).

V piipadé DFC vyska piku se stoupajici rychlosti polarizace nartsta, ale tento narast
neni zcela linearni, i kdyz se linearnimu prabehu blizi, jak je znazornéno na obrazku cislo
16B. Zavislost mize byt popsana rovnici (1) s pfislusnym korelacnim koeficientem. Uvedena

reakce tedy muze byt vyznamn¢ ovlivnéna adsorpci. Zaroven byla vynesena zavislost vysky
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piku na druhé odmocniné z rychlosti polarizace (obrazek 16C) a logaritmicka zavislost I, na v
(obrazek 16D). Zavislost I, na v''? 1ze povazovat za linearni a mize byt popsana rovnici (2).
Z této skuteCnosti vyplyva, ze reakce by mohla byt vyznamné ovlivnéna i difuzi. Vyznamnou
roli v urCeni fidiciho dé&je hraje hodnota smérnice (0,6015+0,0086) logaritmické zavislosti
zrovnice (3), kterd se pohybuje mezi teoretickymi hodnotami 0,5 pro difuzné€ fizenou reakci
a 1 pro reakci fizenou adsorpci, ale blizi se spise hodnoté 0,5. V ptipadé DFC se tedy jedna

difuzné fizenou elektrodovou reakci ovlivnénou rovnéz adsorpci.

I,[nA] = (9,26 + 0,25) v[mV/s] + (1068 + 73),r = 0,988 (1)
I,[nA] = (268,5 + 5,4) (v[mV/s])/2 + (—641 + 88),r = 993 )
log(I,[nA]) = (0,6015 + 0,0086) log(v[mV/s]) + (2,108 + 0,020),r = 0,997 (3)

I v pripadé TBC vyska piku s rostouci rychlosti polarizace vzrastala, ale ne linearné,
jak je vidét na obrazku 17B. Nejedna se tedy o reakci fizenou adsorpci. Zavislost vysky piku
na druhé odmocniné z rychlosti polarizace se jiz blizi linearnimu prubehu (obrazek 17C), coz
svéd¢i o difuzné fizené elektrodové reakci. Tato zavislost muze byt popsana rovnici (4)
s prislusnym korelaénim koeficientem. Tento predpoklad potvrzuje i logaritmickad zavislost
zobrazend na obrazku 17D a charakterizované odpovidajici rovnici (5). Hodnota smérnice této
zavislosti (0,582+0,013) se blizi teoretické hodnoté 0,5 pro difuzné fizenou elektrodovou
reakci. Stejné jako u DFC se i v ptipadé TBC jedna o difuzné fizenou reakci s pfipadnym

vlivem adsorpce.
I,[nA] = (120,8 + 2,4) (v[mV/sPDY? + (=177 + 39),r = 993 4)

log(I,[nA]) = (0,582 + 0,013) log(v[mV/s]) + (1,838 £ 0,030),r = 0,993 (5)
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Obrdzek 16 Anodické casti cyklickych voltamogramit DFC zaznamenané na BDDE v zavislosti na
rychlosti polarizace (A), zavislosti I, na v (B) a I, na v'” (C), logaritmickd zavislost log I, na log v (D)

Metoda — CV, elektrolyt — HNOs (0,1 mol/l), Ein = —1000 mV, Eopran = +2500 mV, v = 25-500 mVs,
¢(DFC) = 1x107 mol/l
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Obrdzek 17 Anodické casti cyklickych voltamogramii TBC zaznamenané na BDDE v zdavislosti na
rychlosti polarizace (A), zavislosti I, na v (B) a I, na v'” (C), logaritmickd zavislost log I, na log v (D)

Metoda — CV, elektrolyt — HNOs (0,1 mol/l), Ein = —1000 mV, Eopran = +2500 mV, v = 25-500 mVs,
¢(TBC) = 5x107 mol/l
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4.2. Vyvoj metody stanoveni

Vyvoj metody stanoveni DFC a TBC predstavoval dal$i ¢ast naplné bakalaiské prace.
Z celé tady voltametrickych metod byla vybrana diferen¢ni pulzni voltametrie (DPV). Tato
metoda byla zvolena piedevsim diky své velice dobré citlivosti. Soucasti kapitoly bude nejen
optimalizace parametri DPV pro stanoveni uvedenych fungicida, ale rovnéz testovani

moznosti pfedupravy pouzité pracovni elektrody — BDDE.

4.2.1. Optimalizace parametri DPV

V ramci vyvoje DPV metody byla optimalizovana rychlost polarizace, Sitka a vyska
pulzu. Méfeni probihalo vzdy v prostiedi HNO;3 o koncentraci 0,1 mol/l a koncentrace DFC
i TBC b&hem téchto experimentd byla 5x107° mol/l. Vysledné zavislosti vysky pik(i na
jednotlivych testovanych parametrech jsou uvedeny na obrazku 18 pro DFC a 19 pro TBC.
Rychlost polarizace byla ménéna po 10 mV/s v rozmezi od 10 do 100 mV, vyska pulzu od
+10 do +100 mV a Sitka pulzu od 10 do 100 ms. Parametry, které nebyly v daném
experimentu testovany, byly vzdy udrzovany konstantni. Konkrétni hodnoty jsou uvedeny

v legendach k obrazkiim 18 a 19.

Z obrazku 18A vyplyva, ze s rostouci hodnotou rychlosti polarizace nartstal proudovy
signal odpovidajici oxidaci DFC, a to az do hodnoty 50 mV/s. Poté se jiz vyska piku
vyznamn¢ nemenila, ale dochazelo k jeho deformaci a zhorSeni vyhodnotitelnosti. Vyska piku
rostla také s rostouci vyskou pulzu (obrazek 18B). Pii vyssich hodnotach se pik posouval
k méné pozitivnim hodnotdm, ale zhorsoval se jeho tvar (obrazek 19A). Na obrazku 18C je
uvedena zavislost vysky piku na Sifce pulzu, ktera ma klesajici trend. Nejvyssi pik byl
pozorovan pii hodnotach 10 a 20 ms. Hodnoty jednotlivych parametri zvolenych jako

optimalni pro stanoveni DFC na BDDE jsou shrnuty v tabulce 1.

Tabulka 1 Optimalizované parametry DPV pro stanoveni DFC a TBC s vyuzitim BDDE

parametr DFC TBC
v [mV/s] 40 50
vy$ka pulzu [mV] +50 +60
Strka pulzu [ms] 20 10
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Obrdzek 18 Optimalizace parametri pro stanoveni DFC: zavislost I, na v (A), I, na vysce
pulzu (B) a I, na Sirce pulzu (C)

Metoda — DPV, elektrolyt — HNO; (0,1 mol/l), Ey, = 0 mV, Eg, = +2000 mV, v = 10-100 mV/s
(A) a 40 mV/s (B, C), vyska pulzu = +50 mV (A, C) a +10-+100 mV (B), §irka pulzu = 50 ms (A, B)
a 10-100 ms (C), ¢(DFC) = 5x107° mol/l

Pii vyvoji metody stanoveni TBC narustal proudovy signal v zavislosti na rychlosti
polarizace obdobné jako pfi stanoveni DFC, a to do hodnoty 50 mV/s. Tuto skutenost
znazoriuje obrazek 20A. Stejné tak rostla vyska piku 1 srostouci vyskou pulzu (obrazek
20B). Postupné ale dochazelo k rozsifeni pikti a nartstal rovnéz vliv rozkladu zakladniho
elektrolytu, ktery vedl ke zhorSeni vyhodnotitelnosti signalu, jak ukazuje obrazek 19B.
Zavislost vysky piku na Sifce pulzu je uvedena na obrazku 20C, kde lze vidét, ze s rostouci
Sitkou pulzu vyska piku velmi rychle klesa. Zvolené hodnoty jednotlivych parametri pro

stanoveni TBC na BDDE jsou opét uvedeny v tabulce 1.
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Obrdzek 19 DPV voltamogramy DFC (A) a TBC (B) zaznamenané na BDDE v zavislosti na vysce
pulzu

Metoda — DPV, elektrolyt — HNOs (0,1 mol/l), Ey, = 0 mV, Eg, = +2000 mV, v = 40 mV/s (A)
a 50 mV/s (B), vySka pulzu = +10-+100 mV, §irka pulzu = 50 ms, ¢(DFC) = ¢(TBC) = 5% 107 mol/l
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Obrdzek 20 Optimalizace parametri pro stanoveni TBC: zdavislost I, na v (4), I, na vysce
pulzu (B) a I, na sirce pulzu (C)

Metoda — DPV, elektrolyt — HNOs (0,1 mol/l), Ey, = 0 mV, Eg, = +2000 mV, v = 10-100 mV/s (A)
a 50 mV/s (B, C), v¥ska pulzu = +50 mV (A,), +10-+100 mV (B) a +60 mV (C), §ifka pulzu = 50 ms
(A, B) a 10-100 ms (C), ¢(TBC) = 5x107° mol/l

4.2.2. Preduprava BDDE

Literatura uvadi, ze povrch BDDE lze riznymi zpusoby aktivovat, piikladem muze
byt aktivace vodni parou [30], anodicka nebo katodicka preduprava [31]. Vhodné zvoleny
postup predupravy povrchu BDDE muze vést ke zlepSeni citlivosti nebo opakovatelnosti
méfeni. V této praci byly testovany 4 zpusoby predupravy: katodicka preduprava, anodicka
preduprava, cyklovani a le§téni na alumin€é. Po provedeni konkrétniho postupu predupravy
byl vzdy zmé&ten DP voltamogram v roztoku DFC, resp. TBC o koncentraci 510~ mol/l pfi

nastavenych optimalizovanych parametrech.

Pro stanoveni DFC byly testovany pouze 3 z vySe uvedenych postupt, a to katodicka

a anodicka preduprava a cyklovani. Katodicka preduprava probihala pii potencidlu —2000 mV

36



po dobu 300 s. Anodickd preduprava predstavovala vlozeni potencialu +2200 mV také na
dobu 300s. V pfipadé cyklovani byla pouzita CV, bylo zméfeno 20 cyklickych
voltamogramu v rozsahu potencialtt —1000 az +2200 mV. Rychlost polarizace byla 100 mV/s.
Z obrazku 21 je ztejmé, ze obdobny dobfe vyvinuty signal byl ziskan po cyklovani a anodické
predupravé. Katodicka preduprava vedla ke zvySeni pozadi, a hlavné k zizeni vyuzitelného

potencialového okna, coz zpusobilo vyrazné zhorSeni vyhodnotitelnosti signalu.
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Obrdzek 21 DP voltamogramy DFC zaznamenané na BDDE v zavislosti na preduprave
elektrody

Metoda — DPV, elektrolyt — HNOs (0,1 mol/l), Ei, = 0 mV, Eg, = +2000 mV, v = 40 mVs,
vi§ka pulzu = +50 mV, §irka pulzu = 20 ms, ¢(DFC) = 5x107° mol/l; vioZena zdvislost I, na postupu
predupravy

V piipadé TBC bylo navic testovano lesténi BDDE na aluminé jako dalsi moznost
aktivace povrchu. Jak je vidét na obrazku 22, tento zpusob nepfinesl lepsi vysledky a stejné
jako u DFC byl nejvyssi pik zaznamenan po cyklovani. Proto bylo cyklovani zvoleno jako
vhodny zptsob predupravy povrchu BDDE pied méfenim pro oba analyzované fungicidy.

Nasledn¢ bylo zjiSténo, ze staCi zafadit tento proces pouze na zaCatek prace a mezi
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jednotlivymi mefenimi jiz neni tieba elektrodu nijak regenerovat ani aktivovat. To, ze nebyly
pozorovany zadné problémy s pasivaci povrchu BDDE lze dolozit velmi nizkymi hodnotami
relativnich smérodatnych odchylek z 11 opakovanych méfeni pifi koncentraci analytd

5x107° mol/l v polarografické nadobce. Hodnoty RSD(11) pro ob& latky jsou uvedeny
v tabulce 2.
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Obrdzek 22 DP voltamogramy TBC zaznamenané na BDDE v zavislosti na predipravé
elektrody

——cyklovani

Metoda — DPV, elektrolyt — HNOs (0,1 mol/l), Ky, = 0 mV, Eg, = +2000 mV, v = 50 mVs,
vi§ka pulzu = +60 mV, §irka pulzu = 10 ms, ¢(DFC) = 5x107° mol/l; vioZena zdvislost I, na postupu
predupravy

Tabulka 2 Vysledky opakovatelnosti méreni DFC a TBC o koncentraci 5x107¢ mol/l po cyklovani

DFC TBC
RSD(11) [%] 0,52 1,72
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4.3. Analyza modelovych roztoku

4.3.1. Koncentraéni zavislosti v modelovych roztocich a v friéni vodé

Pro testovani navrzené metody stanoveni DFC a TBC byly analyzovany modelové
roztoky o znamé koncentraci analyti. Bylo proméfeno nékolik zavislosti v raznych
koncentracnich rozmezich pro oba fungicidy. Na obrazku 23A je uveden priiklad koncentracni
zavislosti pro DFC v rozsahu koncentraci 1x107°-7x107° mol/l. Z vloZené zavislosti je vidét,
ze vySka piku s koncentraci roste linearn€, coz potvrzuje i1 rovnice (6) s piislusSnym
korelaénim koeficientem. Z nejniz§i zméfené koncentradni zavislosti (2x10~7-1x107° mol/l)
pro DFC byly vypocteny parametry LOD a LOQ, které jsou uvedeny v tabulce 3. Poté byly
pro DFC prométeny obdobné koncentratni zavislosti 1 v fi¢ni vod€. Na obrazku 23B je
uveden piiklad pro rozsah koncentraci 5x1077-4,5x107 mol/l. Vynesena zavislost vysky piku
na koncentraci DFC v fi¢ni vodé€ je opét linearni a popisuje ji rovnice (7). I pro stanoveni
DFC v ii¢ni vodé byly vypocitany parametry LOD a LOQ (tabulka 3). Ukézalo se, ze
dosazené hodnoty v fi¢ni vodé jsou jen nepatrné vyssi nez pro modelové roztoky piipravené

v destilované vodé.
I,[nA] = (94,1 £+ 1,3) c[umol/I] + (2,2 £ 6,0), v = 0,999 (6)
I,[nA] = (148,1 + 1,8) c[umol/l] + (—0,4 + 5,0), r = 0,999 (7)

Tabulka 3 Shrnuti statistickych parametri pro stanoveni DFC a TBC

LOD [mol/] LOQ [mol/l] LDR [mol/]
DFC modelovy roztok 3,4x107% 1,1x1077 1,0x1078-1,0x10~*
fi¢ni voda 1,0x1077 3,4x1077
TBC modelovy roztok 1,4x10~7 4,710~ 5,0x1077-1,0x10™*

Ptiklad koncentracni zavislosti pro TBC v modelovém roztoku v rozmezi koncentraci
1x107% — 1,8x107° mol/l je uveden na obrazku 24. I v tomto piipadé lze fici, Ze je zavislost
vysky piku na koncentraci TBC linearni a mize byt charakterizovana rovnici (8). Vypoctené
statistické parametry pro stanoveni TBC na BDDE s vyuzitim DPV jsou opét uvedeny

v tabulce 3.

I,[nA] = (54,88 £ 0,24) c[umol/l] + (22,3 + 2,6), r = 0,999 (8)
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Obrdzek 23 Koncentracni zavislosti DFC zmévené na BDDE v modelovém roztoku (A) a Ficni vode (B)

Metoda DPV, elektrolyt HNOs (0,1 mol/l), Ew = 0 mV, Kz, = +2000 mV, v = 40 mV/s, vyska pulzu
+50 mV, Sirka pulzu 20 ms, cpre = 1 xJ0~7x107° mol/l (4) a 5x107—4,5x107° mol/l
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Obrdzek 24 Koncentracni zavislost TBC zaznamenand na BDDE v modelovém roztoku

Metoda DPV, elektrolyt HNOs (0,1 mol/l), Eiy = 0 mV, Egy = +2000 mV, v = 50 mV7s,
vy$ka pulzu +60 mV, §tika pulzu 10 ms, crpe = 1x107°- 1,8%10~ mol/l

4.3.2. Opakované stanoveni DFC a TBC

Pouzitelnost navrzenych metod stanoveni DFC a TBC byla ovéfena opakovanym
stanovenim obou fungicidi v modelovych roztocich a fi¢ni vodé. Pro oba fungicidy byla
zvolena konkrétni koncentrace, kterd byla stanovena metodou ptidavku standardniho roztoku.
Stanoveni bylo vzdy 5x zopakovano a potom byly vypocteny pramérné koncentrace analytu
s ptislusSnymi intervaly spolehlivosti, hodnoty relativni smérodatné odchylky pro

5 opakovanych stanoveni a vyt€znost.

DFC byl stanovovan v modelovém roztoku o koncentraci 1x10~% mol/l. Pfiklad jedné
z analyz je uveden na obrazku 25A, a to véetné grafického vyhodnoceni metody ptfidavku
standardu. Opakované stanoveni DFC v fi¢ni vod¢€ probihalo pfi stejné koncentraci jako

v modelovém roztoku. Postup pfipravy fi¢ni vody k analyze a vlastni analyzy je uveden
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v kapitole 2.3.2. Analyza ¥icni vody a pesticidnich pripravkii. Ptiklad ziskanych
voltamogramu z analyzy fi¢ni vody je uveden na obrazku 25B. Ziskané vysledky jsou shrnuty
v tabulce 4 a svéd¢i o tom, ze vyvinutd metoda pro stanoveni DFC umoziiuje ziskat spravné

a dobie opakovatelné vysledky.

Tabulka 4 Statistické parametry opakovaného stanoveni DI'C a TBC

déano stanoveno vytéznost RSD(5)

[mol/1] [mol/1] [%o] [%0]

DFC  modelovy roztok 1,010 (1,000+0,013)x 107 97-102 2,0
Héni voda 1,0x10°6 (1,020+0,031)x10°° 96-107 4.6

TBC  modelovy roztok  5,0x107° (4,961+0,061)x 107 98-102 1.8
1,0x107 (1,016+0,017)x10°> 97-103 2,5

Héni voda 5,0x10° (4,956+0,052)x10 96-101 1,6

TBC byl opakovan& stanovovan v modelovych roztocich o koncentracich 5x107
a1x10° mol/l. Opét byla pouzita metoda piidavku standardniho roztoku o znamé
koncentraci, byly pfidany miniméln€ 2 pfidavky a stanoveni bylo vzdy opakovano pétkrat.
Viiéni vodé byl TBC stanovovan pii koncentraci 5x107%mol/l. 1vtomto piipadé jsou
vypoctené statistické parametry uvedeny v tabulce 4. Z uvedenych hodnot lze soudit, ze
vyvinutd metoda poskytuje spravné a piesné vysledky. O dobré opakovatelnosti stanoveni

sveédc¢i hodnoty RSD vypocitané pro S stanoveni, které byly ve vSech pripadech <5 %.
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Obrdzek 25 Stanoveni DFC v modelovém roztoku (A) a v ¥#icni vodeé (B)

Metoda DPV, elektrolyt HNOs (0,1 mol/l), Eyn = 0 mV, Kz, = +2000 mV, v = 40 mV/s, vyska
pulzu +50 mV, Sirka pulzu 20 ms, cpre = 1 x 107 mol/l, pFidavek standardu: V =15 ul, ¢ = 0,001 mol/l
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4.4. Interferencni studie

Aby bylo mozné spolehliveé stanovit DFC a TBC v realnych vzorcich, byla provedena
interferen¢ni studie. Vzdy byl nejprve promefen roztok elektrolytu, do kterého byl nasledné
pipetovan ptidavek konkrétniho fungicidu (cpre = 1x107° mol/l, ctae = 5%107° mol/l). Takto
obohaceny roztok byl také proméfen a dale byly postupné piidavany piidavky potencialniho
interferentu, nejprve o koncentraci desetkrat mens$i, nez byla koncentrace analytu (1:0,1),
potom o stejné koncentraci (1:1) a na zavér o koncentraci desetkrat vétsi (1:10). Po kazdém
ptidavku byl zméfen voltamogram. Celkem bylo studovano 10 moznych interferujicich latek.
Jejich ptehled je uveden tabulce 5 spolu s dosazenymi vysledky. Tabulka shrnuje zmény
vysky piku obou studovanych fungicidi v pfitomnosti jednotlivych interferentl v procentech.

Latka byla povazovana za interferujici v pfipad¢, ze tato zmena presahla 5 %.

Tabulka 5 Vysledky interferencni studie pro stanoveni DFC a TBC' v pFitomnosti vybranych pesticidii

Interferent CDFC:Cinterferent CTBC:Cinterferent

1:0,1 11 1:10 1:0,1 11 1:10
Cyprokonazol +2,5 +1,3 -58,2 -1,7 —44.8 ---
Propikonazol +3,6 +2.5 -13,4 -1,6 -2,5 -323
Epoxikonazol +0,1 -0,9 —59.8 +0,8 -3,1 -89,2
Tebukonazol +3,4 +22.5 +186,1
Difenokonazol +8.1 +161,8 +1046,4
Azoxystrobin +3,6 -0,5 —34,6 +0,9 -8,0 -79,1
Imidakloprid -4,7 -39 -3,9 -3,9 —4.2 5,1
Chlorpyrifos +3,1 =27 -19.4 +1,8 -2,8 -35,2
Pymetrozin -2,1 +7,9 +82,7 +4,1 +27.9 +332,1
Glyfosat 0,7 +1,4 -0,3 0,4 +2,6 -2.4
Tribenuron +2.1 +2.1 +1.4 +0,5 -0,1 -10,1

V horni ¢asti tabulky jsou uvedeny dalSi vybrané latky ze skupiny triazolovych
fungicidd. Zahrnuty jsou i DFC a TBC. Jak je vidét, tak k vyznamnému vzajemnému
ovlivnéni dochazi mezi DFC a TBC, jejichz oxidacni piky lezi pii velice blizkych hodnotach
potencialu. Tato interference je ilustrovana na obrazku 26. Tyto dva fungicidy se ale spolu ve

smeésich v komeréné dostupnych ptipravcich obvykle nevyskytuji. Ostatni testované azolové
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fungicidy ovliviiyji signal DFC, resp. TBC az pifi velkém nadbytku, a tudiz pro analyzu
realnych vzorku jejich pfitomnost nevadi. Pokud se vyskytuji ve smésnych pfipravcich, pak

obvykle v koncentracich srovnatelnych s DFC nebo TBC.

900
=
-E- ---- elektrolyt
= DFC
600 — —DFC+TBC (1:0.1)
----- DFC+TBC (1:1)
— DFC+TBC (1:10)
300
0 . .
800 1200 1600 2000

E [mV]

Obrdzek 26 Viiv pridavkii TBC na oxidacni signal DFC

Metoda DPV, elektrolyt HNO; (0,1 mol/l), Ew = 0 mV, Egn = +2000 mV, v = 40 mV/s, vyska pulzu
+50 mV, Sirka pulzu 20 ms, cpre = 1 x 105 mol/l, crge = 1x107, 1x10°a 1x107° mol/l

Do interferen¢ni studie byly rovnéz zahrnuty nekteré dalsi pesticidni latky, které se
mohou pouzivat pii oSetieni stejnych plodin jako DFC. Vysledky pro tyto latky jsou uvedeny
v dolni poloving tabulky. Vétsina z nich neinterferuje nebo jako v ptipadé pymetrozinu nebo
chlorpyrifosu opét az ve vyznamném nadbytku. Z hlediska analyzy realnych komeréné
dostupnych fungicidnich pfipravka je vyznamna interference azoxystrobinu (AXS), ktery se
beézné vyskytuje ve smésnych pripravcich s DFC. DPV voltamogramy zaznamenané pro DFC
v pfitomnosti AXS jsou uvedeny na obrazku 27. AXS poskytuje 2 anodické piky kolem
potencialll +1460 a +1930 mV. Jak je vidét na obrazku, i AXS vyznamné ovliviiuje signal

DFC az ve vyznamném nadbytku, ktery v dostupnych pfipravcich neni.
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Obrdzek 27 Viiv pridavkii AXS na oxidacni signal DFC

Metoda DPV, elektrolyt HNO; (0,1 mol/l), Ew = 0 mV, Egn = +2000 mV, v = 40 mV/s, vyska pulzu
+50 mV, Sirka pulzu 20 ms, cpre = 1 x 1075 mol/l, caxs = 1x107, I1x10%a 1x107 mol/l

4.5. Analyza praktického vzorku

Oba fungicidy (DFC a TBC) byly na zavér stanovovany v komeréné dostupnych

v tabulce 6.

pesticidnich piipravcich. Podrobny postup analyz je popsan v experimentalni ¢asti v kapitole
2.3.2. Analyza ricni vody a pesticidnich pripravku. Byly analyzované dva pfipravky
obsahujici DFC. Pripravek SCORE 250 EC obsahuje pouze DFC jako jedinou ucinnou latku,
a to v koncentraci 250 g/l (deklarovano vyrobcem). Pripravek ASKON obsahuje smés dvou
fungicida DFC (125 g/) a AXS (200 g/1). Analyzovany pfipravek s TBC jako ucinnou latkou
Horizon 250 EW podle vyrobce obsahuje 250 g/l TBC. Stanoveni obou fungicidi bylo
provedeno metodou piidavku standardniho roztoku, bylo vzdy 5x zopakovano a byly
vypocteny zakladni statistické parametry. Na obrazku 28 jsou uvedeny piiklady analyz

piipravki SCORE 250 EC a ASCON. Vysledky ziskané pro vSechny pfipravky jsou uvedeny
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Obrdzek 28 Stanoveni DFC v pesticidnich pripravcich SCORE 250 EC (4) a ASKON (B)

Metoda DPV, elektrolyt HNOs (0,1 mol/l), Ew = 0 mV, Kz, = +2000 mV, v = 40 mV/s, vySka pulzu
+50 mV, Sirka pulzu 20 ms, pridavek standardu: V = 15 ul, ¢ = 0,001 mol/l
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Tabulka 6 Vysledky analyzy komercné dostupnych pesticidnich pFipravkii

Deklarovano [g/1] Stanoveno [g/1] RSDs [%]
ASKON (DFC) 125 126,342,9 3,5
SCORE 250 EC (DFC) 250 251,4+8.3 4,9
Horizon 250 EW (TBC) 250 247,948 3 5,0

Stanovené koncentrace odpovidaji koncentracim deklarovanym vyrobei, a to
i v pripadé smesného pripravku ASCON, kde nebyl pozorovan rusivy vliv AXS. I relativni
smérodatna odchylka pro 5 opakovanych analyz svéd¢i o dobré opakovatelnosti stanoveni

DFC i TBC ve slozité matrici realnych pfipravka (RSD(5) < 5).

Na zavér lze fici, ze navrzené metody jsou vhodné pro analyzu nejen modelovych
roztokl, ale i realnych vzorkul jak fi¢ni vody, tak komercné dostupnych piipravki na oSetfeni

rostlin. Metody poskytuji spravné a velmi dobfe opakovatelné vysledky.
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5. Zaver

Cilem této bakalarské prace bylo vyvinout jednoduchou a rychlou voltametrickou

metodu pro stanoveni fungicidi difenoconazolu a tebuconazolu.

Jako pracovni elektroda byla vzhledem ke svym vynikajicim elektrochemickym
vlastnostem vybrana elektroda z borem dopovaného diamantu. Pro studium voltametrického
chovani DFC a TBC byla pouzita cyklicka voltametrie. Bylo zjiSténo, ze oba fungicidy
poskytuji 1 oxida¢ni signal okolo potencialu +1700 mV. Ve smési tedy tyto dva fungicidy
nelze rozlisit. V komeréné dostupnych pripravcich se vSak spole¢n€ nevyskytuji. Redukéni
signal na katodické kfivce ani vjednom pfipadé pozorovan nebyl. Jedna se tedy
oireverzibilni reakce. Na zaklad¢ provedené studie vlivu pH prostfedi na voltametrické
chovani obou latek byl jako vhodny elektrolyt vybran roztok HNO3 o koncentraci 0,1 mol/l,

tedy kyselé prostredi, ve kterém obé& latky poskytovali nejlepsi oxidacni signal.

Pro vlastni vyvoj metody stanoveni obou latek byla pouzita diferencni pulzni
voltametrie. Nejprve byly vzdy optimalizovany parametry této metody pro DFC i TBC a poté
byly testovany rizné moznosti predupravy povrchu BDDE, a jejich vliv na sledované signaly.
Jako nejvhodné&jsi zpasob aktivace elektrody se ukazalo cyklovani, tedy proméfeni
20 cyklickych voltamogramu v rozsahu potencial —1000-+2200 mV pfi rychlosti polarizace
100 mV/s. Béhem prace mezi jednotlivymi méfenimi jiz nebyla nutnd zadna aktivace nebo

regenerace elektrody, protoze nebyly pozorovany zadné problémy s pasivaci.

Vyvinuté metody byly uspé$né aplikovany pfi analyze modelovych roztoku, ficni
vody i komeréné dostupnych piipravki k ochrané rostlin. Na zakladé dosazenych vysledku
lze tici, ze BDDE je vhodnou elektrodou pro stanoveni DFC a TBC a ve spojeni s DPV
umoziuje jejich spravné, presné a velmi dobfe opakovatelné stanoveni jak v modelovych

roztocich, tak ve vzorcich se slozit€jsi matrici.
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