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Abstrakt

Fungicidy jsou velmi ¢asto pouzivané latky na ochranu zemédélskych plodin, ale maji
uplatnéni i jinde. V. mnoha pfipadech se jedna o latky zdravi skodlivé nebo karcinogenni.
Proto je tfeba sledovat jejich pouZivani a znat moznosti jejich speciace v Zivotnim prostredi.

Cilem této prace je studium komplext fungicidu tebukonazolu (1) s vybranymi kovy
z hlediska moZnosti urceni jejich speciace v puddnim roztoku. Stechiometrie a stabilita
komplext 1 s Cu, Zn, Cd, Ca Ag byla ur¢ena pomoci elektrosprejové ionizace s hmotnostni
detekci (ES/I-MS) v modelovych roztocich. Byla zjiSténa vysoka stabilita zejména komplex(
smédi, kdy stabilita komplexu [Cu(1)]" byla 224 kJ-mol™ (tato energie odpovida
oddisociovani molekuly vody z molekuly 1) oproti hodnotam komplex( s ostatnimi kovy (cca
150 kJ-mol™?). Vysokd stabilita [Cu(1)]* a zaroveri vysokd afinita médi (oproti ostatnim
sledovanym kovlm) vici 1 umozZnila vyvinout novou analytickou metodu umoziujici stanovit
1 ve formé& komplexu [Cu(1)]". lonty mé&di byly generovany elektrochemicky na médéné
elektrodé, ktera byla umisténa pred hmotnostni spektrometr. Komplexy 1 s ostatnimi kovy
v padnim roztoku se rozpadaly a pfednostné tvofily komplex [Cu(1)]", ktery byl nasledn&
detekovan pomoci ESI-MS. Urceni stechiometrie a stability nékterych vyznamnych komplex(
1, které se vyskytuji v pfirodé, maze napomoci k pochopeni slozitych vztahd v pudnim
prostiedi, které ovliviuji stabilitu fungicidl i samotnych kovl v p(dé, stejné jako jejich
pfijem rostlinami. Nova analyticka metoda aplikovatelna na sloZitou environmentalni matrici
(ptdni roztok) bez predchozi prekoncentrace, ¢i jiné separace, umoznuje stanovit 1 i
v koncentraci 2,5-10° mol-I", &mZ se stavd vhodnou alternativhou vadi v praxi Casto

pouzivanym chromatografickym metodam.

Klicova slova

Elektrochemie, fungicidy, hmotnostni spektrometrie, kombinované techniky,

kompetice, komplexy, tebukonazol, tézké kovy,

Abstract
Tebuconazole belongs to widely utilized plant fungicides, mostly in vineyards. Its
traces are present in plant tissues, wine as well as in soil. The aim of the study was to

determine stoichiometries and stabilities of metal (Cu, Zn, Cd, Ca and Ag) complexes with



tebuconazole (1) by means of electrospray ionization mass spectrommetry (ES/-MS). It was
found that the complexes of tebuconazole with copper ions are particularly stable ([Cu(1)]"

has appearance energy 224 kl-mol™, corresponding with the dissociation of the water
molecule from the tebuconazole molecule), while the stability of another tebuconazole
complexes is lower, about 150 kJ-mol™. In real environmental samples, the detection of 1
itself is hampered by its spreading into various species. The method involved here is based
upon a hyphenation of electrochemistry (amperometry) and electrospray-ionization mass
spectrometry (ES/-MS). It uses the fact that Cu creates very stable complexes with 1. We
demonstrate that at appropriate potentials (at higher than 500 mV) Cu cations can be
generated in an electrochemical cell and subsequently form complexes with 1 present in the
sample. The resulting complex [Cu(1)]" is detected with ESI-MS. The intensity of detected
complexes depends on the concentration of 1 and the oxidation level of the electrodes. This
finding is useful for the detection of trace amounts of 1 in complicated matrices (e.g. soil

solution, wine and others), where 1 is spread among various species.
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Pouzité symboly a zkratky

1 tebukonazol

AcO acetat

AE appearance energy (energie potiebna k disociaci)
c moldarni koncentrace

CID kolizi indukovana disociace

cv napéti na kapilare

DPASV diferenéné pulzni anodicka rozpoustéci voltametrie

E potencial
EC elektrochemicka cela
Exol kolizni energie

ESI-MS hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem

F pratokova rychlost

GC plynova chromatografie

/ proud

Kow rozdélovaci koeficient oktanol/voda
LC kapalinovd chromatografie

LOD detekéni limit

LoQ limit stanovitelnosti

M kov

m/z pomér molarni hmotnosti ku naboji iontu
M, relativni molekulova hmotnost

MS hmotnostni spektrometrie

MS/MS"  tandemova hmotnostni spektrometrie

nce normalizovana kolizni energie
RE referentni elektroda

RSD relativni smérodatna odchylka
S/N pomeér signal/Sum

SD smérodatna odchylka

T teplota

TLO tube lense offset



% objem
WE pracovni elektroda

B celkova konstanta stability



1 Uvod

Od jejich zavedeni v roce 1940 se syntetické pesticidy, heterogenni kategorie biologicky
aktivnich latek, staly klicovymi, Siroce pouZivanymi zbranémi proti Skidclim a infekénim
chorobam rostlin. Vyznacuji se vysokou toxicitou pro cilové organismy, ale také mohou byt
v rlizné mire toxické i pro ostatni organismy, véetné clovéka [1].

Celosvétoveé je registrovdno priblizné 800 druhl pesticidd, z nichz kazdy ma odlisné
chemické, fyzikdlni a toxikologické vlastnosti. Pro urceni rizika spojeného s uZivanim
pesticidl je tfeba uvaZovat toxicitu a pravdépodobnost expozice clovéka. Kratkodoba
expozice vysoce toxickym pesticiddm mulze byt mnohem nebezpecnéjsi, nez dlouhodoba
expozice pesticidiim s relativné nizkou toxicitou [2]. Vliv pesticidl na zdravi zavisi na typu
pesticidu. Nékteré, jako napf. karbamaty a organofosfaty, ucéinkuji na nervovy systém. Jiné
mohou byt drazdivé pro kazi a oci, karcinogenni, teratogenni, nebo mohou mit vliv na
hormonalni a endokrinni systém v téle apod. [3].

Samotné chovani pesticidd v pfirodé (mobilita, persistence) muaze zasadné ovlivnit i
jejich vyslednou toxicitu pro Zivotni prostfedi. Vyznamnym aspektem v hodnoceni
potencidlni toxicity daného pesticidu je jeho schopnost vdzat se na pUdni matrici. Tvorbou
téchto komplexd mlze byt zdsadné ovlivnéna toxicita i stabilita daného pesticidu.
Vyznamnou slozkou pldy, potazmo pldniho roztoku, jsou kationty kovd, které zahrnuji jak
kationty makroZivin (Ca, Mg) a esencialnich prvkl (Cu, Zn), tak i rizikové prvky (Cd, Pb, As).

Tato prdce se zaméfuje na studium vlastnosti komplexd tebukonazolu s vybranymi

kationty. Dale optimalizuje mozZnosti stanoveni tohoto pesticidu v plidnim roztoku.

Hypotézy

Pritomnost pesticidli v padé nepredstavuje jen riziko samo o sobé. Pesticidy tvofi
viceméné stabilni komplexy s kationty kov(, a tim méni jejich pfistupnost rostlinam
z ptdniho roztoku.

Tvorbu stabilnich komplext Ize ale vyuZit kanalytickym ucéeldm, kdy se budou
v pritokovém systému generovat na kovové elektrodé ionty kov(, které budou ihned

vytvaret komplexy s analytem a ty se pak budou detekovat. Podminkou pro takovéto
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stanoveni v komplexnich vzorcich je vysoka stabilita komplexu s kovem, z néjz je vyrobena

elektroda, aby stanoveni nerusila tvorba stabilnéjSich komplex( s jinymi kovy.

Cile
e Studovat tvorbu komplexd fungicidu tebukonazolu sionty kovl pomoci dvou
analytickych metod: voltametrie a hmotnostni spektrometrie.
e Pomoci hmotnostni spektrometrie odhadnout afinitu tebukonazolu vici jednotlivym
iontlim kovl a pevnost koordinaéni vazby mezi centrdlnim kovem a ligandem.

e Spojenim hmotnostni spektrometrie a elektrochemie vyvinout selektivni analytickou

metodu pro detekci tebukonazolu.
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2 Teoreticka cast

2.1 Fungicidy

Fungicidy patfi mezi pesticidy, které se pouzivaji k ni¢eni fytopatogennich hub
Skodicich na kulturnich rostlinach a latkach organického plvodu. Podle uréeni se déli na
zemédélské a priimyslové (soucast natérovych hmot, k osetfeni dieva atd.). Dale se fungicidy
déli z hlediska potreb praxe na mofidla, postfiky, poprase, fungicidy pro osetreni pady. Podle
chemického sloZeni se déli na slou¢eniny médi, slouceniny rtuti, slouéeniny ostatnich tézkych
kov(, sirné fungicidy, organické fungicidy (mezi néz patfi systémové fungicidy). V téchto
skupinach se fungicidy dale déli do dalSich podskupin. Vtéto praci se ale dale budeme

zabyvat pouze systémovymi fungicidy.

2.1.1 Systémové fungicidy

Pfed objevem systémovych fungicidl byly fungicidy pouze protektiva zUlstavajici na
povrchu rostliny. Tato protektiva jsou toxicka pro mnoho procesli béznych v houbach a
rostlinach, ale nevstupuji ,do rostliny”, a proto nejsou fytotoxické. Systémové fungicidy ale
do rostliny proniknou a jsou selektivné toxické pro konkrétni proces uvnitf fytopatogenni
houby napadajici rostlinu (napt. syntéza DNA, RNA, dychani, syntéza steroll, tukl apod.).
Tato selektivita je tak specifickd, Ze ze stovek hub napadajicich rostlinu jsou pouze urcité

taxonomické skupiny hub citlivé na konkrétni fungicid [4].

2.1.2 Tebukonazol
OH CH,
CH;

c CH,

Obrazek 2-1 Struktura tebukonazolu
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Tebukonazol ((RS)-1-(4-chlorofenyl)-4,4-dimetyl-3-(1,2,4-triazol-1-ylmetyl)pentan-3-
ol; obrazek 2-1) je hojné vyuzivany systémovy fungicid, ktery je velmi efektivni proti pldou
pfendsenym a listovym houbovym patogenim. Pouziva se jak pro ochranu plodin, jako jsou
psSenice, jeCmen, fepka, vinnd réva atd. [5], tak pro ochranu drevénych povrchu [6].

Tebukonazol patfi mezi triazolové fungicidy, které specificky inhibuji enzym C-14-
demetyldzu, ktery je dalezZitou soucdsti biosyntézy steroll [7-8]. Narusend biosyntéza sterol(
zpUsobuje nestandardni rlast hub az jejich smrt [9-10]. Nicméné, stejné jako u vSech
systémovych fungicid(, i zde existuje velka pravdépodobnost ziskani rezistence, coz je dano
pravé jeho velkou specificnosti, protoZe jedna jedind zména v metabolismu houby muze

rezistenci zpUsobit [10-11].

Fyzikalné chemické vlastnosti

Tebukonazol je bila krystalicka latka charakteristického zapachu. Cisty tebukonazol je
bezbarvy prasek bez zapachu. Jeho teplota tani je 106 °C.

Rozpustnost tebukonazolu ve vodé je 0,029 mg-kg” pfi 20 °C a nezavisi na pH. Je
velmi dobre rozpustny v organickych rozpoustédlech, rozdélovaci koeficient oktanol/voda
(log Kow) je pti teplotach 10°C, 20°C i 30°C roven 3,5.

Literatura udava velmi Siroké rozpéti polocasu rozkladu tebukonazolu v ptidé 9 — 263
dni [12], coz muze zplsobeno rlznymi fyzkdlné chemickymi vlastnostmi pld. Pravé sloZeni i

typ pldy velmi ovlivni, jaké komplexy tebukonazolu budou v plidé prevaZovat.

Toxicita a nebezpecnost

M. Margni et al. [13] se zabyvali vlivem zpUsobu intoxikace pesticidy na lidské zdravi.
Z vysledk( jejich prace vyplynulo, Ze toxicky efekt zplsobeny intoxikaci rezidui pesticidd
z potravy byl az 100x vyssi, nez tomu bylo v pfipadé konzumace pitné vody nebo inhalace.
ProtoZe se tebukonazol pouZiva v emulzi jako postfik, je kromé zasazeni celych rostlin téz
vysoka pravdépodobnost kontaminace pldy béhem postfiku nebo ndsledné splachem pfi
destich.
Vliv tebukonazolu na lidské zdravi je pomérné vyznamny. Tebukonazol je podeziely
karcinogen se stfedni akutni toxicitou, je to endokrinni disruptor [14-15] a ma teratogenni

G&inky [16].
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2.2 Studované kovy

Tato prace se zabyva nékterymi kovy, které patti do skupin tézkych kov(. Tento pojem
(obvykle zahrnujici kovy o hustoté vétdi nez 5 g.cm™) je ¢asto pouZivan v souvislosti
s diskusemi o nebezpeénych latkach v Zivotnim prostredi [17]. Nékdy je pojem tézké kovy
nahrazovan terminem obecnéjsim, z hlediska hodnoceni toxicity vystiznéjSim a uvadénym
téz v Ceské legislativé: rizikové prvky. Zatimco vétsSina tézkych kovl ma znacnou toxicitu,
nékteré prvky, jako napf. zinek, Zelezo, méd, chrom a kobalt, jsou nezbytné pro metabolické
funkce velké skupiny organismd. Ovsem i tyto kovy mohou byt toxické, vSe zavisi na davce
(ambivalentni charakter vétsiny prvk().

Nebezpecnost tézkych kovl spociva v jejich tendenci k bioakumulaci [18]. Jestlize
mnozstvi nékterého prvku obsazeného v Zivotnim prostredi prekroci prah jeho biologické

snasenlivosti, zacinaji predstavovat riziko [19].

Zdroje kovii v padé

Plda je zdrojem zZivin pro organismy v ni Zijici. Slouzi jako zasobdrna Zivin a mineralQ,
je to ale také dynamické prostredi pro pfechod anorganickych i organickych latek do vody
(pldniho roztoku) a do rostlin. Proto je zapotfebi sledovat jeji kvalitu a mnoZstvi
nebezpecénych latek v ni obsazenych.

Zdroje tézkych kovl v pdé jsou rlizné. Jsou to zejména pfirodni zdroje (geologické
podlozi a skaly), zemédélské zdroje (organickd i anorganickd hnojiva), priamyslové zdroje

(hornictvi, haldy, hutnictvi), odpadni vody, imise apod. [20-21].

Kadmium

Kadmium je prvek patfici do skupiny tézkych kovl. Pfirozené se vyskytuje v rudach
zinku, zvIasté v kalaminu a ve sfaleritu. Cisté kadmium je v pfirodé velmi vzacné. Kademnaté
slouceniny jsou chemicky velmi podobné slouc¢eninam zinec¢natym, coz mlZe znamenat
zejména pro rostlinu znacné riziko spojené s prijmem Zn, kdy spolu s esencialnim Zn pfijima i
vysoce toxické Cd. Clovék je kadmiu a jeho slou¢enindm vystavovan pomérné ¢asto. Kufaci (i
pasivni) jsou vystaveni vy$sim davkam Cd neZ nekufaci, protoZe je tento prvek obsaZzen

v tabaku [22-23]. ProtozZe se ¢asto vyskytuje v mineralnich fosfore¢nych hnojivech v mnozstvi
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zavislém na zdroji pfirodniho fosfatu a pouzité dpravé [24], miZe prechdzet i do péstovanych
plodin [25].

Na lidsky organismus ma kadmium negativni vliv. Diky své podobnosti se zinkem je;j
mulze nahrazovat v rliznych enzymech a poskozovat tak jejich strukturu a blokovat déje
katalyzované témito enzymy. Ma karcinogenni Gcinky [26], je genotoxicky [27], zpUsobuje

artrozu a akumuluje se v ledvinach, jatrech a sitnici [28].

Méd patfi mezi tézké kovy, ale diky svym vlastnostem patfi téz mezi biogenni prvky.
V ptirodé se vyskytuje pfevainé ve slouceninach (chalkozin, malachit, chalkopyrit atd.), ryzi
méd se vyskytuje jen vzacné. Diky své stabilité v oxidaénich stupnich Cu" a Cu', ma dalezitou
roli v bunécné fyziologii [29]. | pro lidsky organismus je méd’ velmi dllezita. Jeji nedostatek
muze zpUsobovat kardiovaskularni onemocnéni, diabetes, smrt embrya atd. [30]. Pfestoze je
jeji vyznam nevyvratitelny, vysoké koncentrace médi plsobi na burnku cytotoxicky, u celé

rostliny zpUsobuiji stres a celkové ji poskozuiji [5, 20].

Zinek

Zinek je biogenni prvek, ktery se v pfirodé nejcastéji vyskytuje ve slouceninach (napft.
sfalerit). Nebezpecnost zinku pro lidsky organismus je velmi mal3, riziko nedostatku zinku je
vyssi, neZ intoxikace zinkem. Dlouhodobé vysoké davky zinku narusuji vstfebavani médi,
proto mnoho zjeho toxickych ucink( je ve skutec€nosti kvuli nedostatku médi. Naopak

nedostatek zinku ma nepfiznivy vliv na rist a vyvoj neuronl a na imunitu [31].

Vapnik

Na rozdil od predchozich kov( vapnik nepatfi mezi tézké kovy, ale stejné jako napfr.
zinek je vapnik prvek esencialni. Diky své vysoké reaktivité se v pfirodé vyskytuje pouze ve
sloucenindach, jako je vapenec, dolomit, apatit atd. Pro organismy je napostradatelny. Je
zakladem kosti, zubu, velmi dlleZity je pro spravnou srdecni ¢innost [32].

Je to paty nejhojnéjsi prvek vzemské klife, ¢imz se stdvda vyznamnym kationtem

schopnym vytvaret komplexni slouceniny [33].
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2.2.1 Tvorba komplexii kovi s tebukonazolem

Stabilita a mobilita fungicidd v padé zavisi na mnoha faktorech, jako je napf.
koncentrace fungicidu a slozeni pudy [34-35]. Dalsim dUlezitym faktorem mUze byt i tvorba
komplextd s kovy pfitomnymi v padé. P. D. Evans [36] se zabyval studiem komplexu
tebukonazolu s ionty médi a zinku pomoci rentgenové krystalografie. Zjistil, Ze v krystalickém
stavu vytvari tebukonazol stémito ionty (M) v pritomnosti acetatu komplexy typu
[M(OAc),(1);]. Tebukonazol (1) vytvafi siontem koordinacni vazbu pres 4-N triazolového

kruhu (obrazek 2-2). [36]

CH,

\
H;C———CHj, ‘ _
Ho—j /Nﬁ AcO

N
A(!:O \%N/ . . OH

‘ HaC————CHj

CH,

Cl

Obrazek 2-2 Komplex tebukonazolu s iontem Zn a acetatovymi ionty v krystalu.

Studiem komplex( tebukonazolu s ionty médi se zabyvali M. Jakl et al. [37] pomoci
diferenéné pulzni anodické rozpoustéci voltametrie (DPASV), a J. J. Dytrtova et al. pomoci
hmotnostni spektrometrie sionizaci elektrosprejem [38]. Ztéchto praci plyne, Ze
tebukonazol sionty médi za podminek pro ESI-MS vytvari nékolik komplexu, ale v roztoku
tvofi pouze komplex [CuNOs(1);]°(v tomto ptipadé bylo méFeni provadéno v roztoku
Cu(NO3),). Stabilita tohoto komplexu je pomérné velka (8 = 7,61) [37]. S kademnatymi ionty
tebukonazol vytvari také komplexy. Pfi porovnani AE téchto komplex( je vidét, Ze komplexy

tebukonazolu s kademnatymi ionty jsou méné stabilni [39].
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2.3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je analytickd metoda zaloZzend na generovani iont
analytu, jejich postupna separace podle poméru moldrni hmotnosti ku nabojovému dislu
(m/z) a detekce. Zaznamem je tzv. hmotnostni spektrum, které je grafickym znazornénim
(relativni) intenzity tvorenych iontl v zavislosti na m/z. [40]

V soucéasné dobé jsou hmotnostni spektrometry nejéastéji vyuzivany jako detektory.
Kromé tohoto jsou velice ucinnym nastrojem pro studium reakénich mechanismu, struktury

molekul a vazeb.

2.3.1 Ionizace elektrosprejem (ESI)

Aby bylo moZno analyt detekovat, je zapotrebi jej prevést na ionty v plynné fazi.
K tomu slouzi iontové zdroje. Je nékolik druh( ionizacnich technik, které se v zasadé déli na
dveé skupiny: mékké a tvrdé ionizacni techniky.

Elektrosprej patfi mezi mékké ionizaéni techniky, coz znamend, Ze nedochazi
k fragmentaci analytu, ale vznikaji protonizované molekuly [M+H]*, adukty sionty kov(
(napf. [M+Na]’, nebo deprotonizované molekuly [M-H] [41]. Diky tomu Ize také studovat
speciaci analytQ v rliznych matricich [42]. Ve spektru lze také pozorovat vice-nabité ionty,
diky ¢emuz je tato ionizacni technika vhodna pro studium protein(i, DNA apod.

Principem této metody je tvorba nabitych kapicek, které jsou dale fokusovany do
hmotnostniho analyzatoru. Nejprve dojde k vytvoreni elektroneutralnich kapicek, které jsou
nasledné vlivem silného elektrického pole polarizovany. Tyto jiz nabité kapic¢ky jsou dale
zakoncentrovavany a vlivem nar(stajicich odpudivych sil uvnitf (obrazek 2-3) dochazi ke
Coulombickym explozim, aZz je aerosol tvoren oddélenymi ionty analyt( [43]. Efektivita
ionizace zavisi na pritokové rychlosti vzorku (s rostouci pratokovou rychlosti efektivita
klesa), na teploté kapilary, napéti vkladaném na kapildru, moldrni hmotnosti analytu (nizka

pro nizkomolekularni analyty) atd. [44-46].
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Obrazek 2-3 Postupna tvorba elektricky nabitych kapiéek, pfevzato z citace [42]

2.3.2 Iontova past

Dalsi ¢asti hmotnostniho spektrometru je analyzator, v némz dochazi k separaci iont(
podle ndboje. Existuje nékolik druhl analyzator( pracujicich na rdznych principech. Lisi se
také rozliSovaci schopnosti. lontovd past je analyzator s pomérné malou rozliSovaci
schopnosti. lonty vzniklé v iontovém zdroji jsou zachyceny v elektromagnetickém poli uvnitr
iontové pasti, ze které jsou postupné vypuzovany podle jejich m/z [47]. Jeho vyhodou je,
krom relativné nizké pofizovaci ceny, moznost provadéni MS/MS" analyz. Diky tomu lze
pomoci MS studovat napfr. rozpad komplexnich sloucenin, pevnost vazeb apod. K tomuto Ize

vyuzit kolizi indukovanou disociaci (CID). [48]

2.3.3 Kolizné indukovana disociace (CID)

K disociaci molekuly dochazi zrlznych ddvod(: chemickd disociace, disociace
narazem elektronq, foton( apod. V ptipadé CID se jednd o disociaci iontu s pfedem uréenym
m/z (prekurzor), zplUsobenou narazem urychlenymi molekulami helia (nebo jiného inertniho
plynu) za podminek uvnitf hmotnostniho spektrometru. To, zda dojde kfragmentaci
prekurzoru ¢i nikoliv, zavisi na energii srazejicich se ¢astic a na pevnosti vazeb. Zmérenim CID
spekter pfi raznych koliznich energiich lIze ziskat energetickou zavislost prekurzoru a jeho
fragmenta [49]. V praseciku te¢ny k sigmoidé vzniklé proloZzenim experimentdlné zjisténymi
body s osou x Ize odecist hodnotu AE (v %) odpovidajici rozpadu prekurzoru. Tuto hodnotu
kolizni energie v procentech Ize piepoéitat na energii v kJ-mol™ pomoci vztahu:

Exor (kJ-mol™) = Exor (%) - (7,3 £0,3) (k)-mol™), (2-1)

ktery byl odvozen pro v této praci pouzity hmotnostni spektrometr (iontovou past) [49].
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2.4 Stanoveni tebukonazolu

Sirokd oblast pouZiti tebukonazolu (1) znéj d&ld moiny kontaminant Zivotniho
prostredi, jehoZ toxicita vzhledem ke kumulativhimu charakteru je vyznamna i ve velmi
nizkych mnozstvich. Pro tyto dlvody je zapotrebi vyvijet co nejcitlivéjSi metody jeho
stanoveni. V soucasné dobé se pro jeho stanoveni pouzivaji metody jako je GC a LC (HPLC) ve
spojeni s hmotnostni spektrometrii ¢i spektrofotometrii [50]. DalSi moZnosti vyuzZivajici
vysoké afinity iontd médi k1 je jeho stanoveni na médéné amalgamové elektrodé [51].
Touto metodou byl také testovan stejny pldni roztok kontaminovany 1 (hodnota stanovena
na Cu-amalgamu je srovnatelnd shodnotou zjisténou pomoci nasi metody).
Chromatograficka stanoveni vyzZaduji zdlouhavé predupravy vzork(l a elektrochemické
metody jsou sice vysoce citlivé, ale nedostatecné selektivni pro stanoveni 1 ve vzorku
obsahujicim vice podobnych molekul (pesticidd). Spojenim elektrochemické metody a
hmotnostni spektrometrie jsme se pokusili o dalSi metodu detekce 1, kterd je selektivni a

nevyzaduje slozZité predupravy vzorka.

2.4.1 Princip

Metoda vychazi ze skute&nosti, Ze Cu® tvofi s tebukonazolem velmi stabilni komplex
[Cu(1)]*, AE = 224 kJ-mol™. Tuto stabilitu podporuje i fakt, ze z komplexu nebylo pozorovano
odstépeni celé molekuly 1, ale doslo pouze k odstépeni molekuly vody z molekuly 1, vazba
médi na triazolovy kruh tedy zGstala zachovéna [38]. Vzhledem k vy33i stabilité [Cu(1)]" neZ
komplext s ostatnimi ionty se da predpokladat, Ze bude kompetice vtvorbé komplexu
M/tebukonazol vyznamné posunuta ve prospéch [Cu(1)]" komplex(. Tento komplex tedy
bude ve vzorku pfevaZovat nad ostatnimi [M"*(1),] komplexy, protoZe: (i) koncentrace Cu*
bude vyznamné vys$3i nez ostatnich kationtd a (i) stabilita [Cu(1)]" je vysoka.

Vzorek analytu protéka elektrochemickou celou, v niZ jsou zapojeny dvé elektrody
(obrazek 2-5), médéna (béhem oxidace je elektrodou pracovni, WE) a stfibrnd (béhem
oxidace je elektrodou referentni, RE). Na pracovni elektrodu je vkladan kladny potencial,
&imz dochazi ke generovéani Cu’ iont(. Pfi kontaktu analytu s témito ionty dochazi k tvorbé
komplexu [Cu(1)]" (obrazek 2-4), ktery je detekovdn nasledné pomoci hmotnostniho

spektrometru.
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E° cuz+icu(s) = 340 mV
EO agriagis) = 800 mV
AE® = +460 mV

Pozitivni potencial —
podporuje oxidaci

Samovolna oxidace

=> Pro zastaveni Cu(ox),

VlozZit negativn&jsi potencial nez
WE -460 mV

Cu Cu
Cu Cu CuTeb CuTeb

CuTeb CuTeb CuTeb

Samovolna redukce

Teb Teb
Teb Teb

Obrazek 2-4 Princip tvorby komplex( v elektrochemické cele (vytvofila J. J. Dytrtova.)

Sampleinlet
V-metr —t—

ESI-MS A-metr

Obrazek 2-5 (a) Schéma zapojeni pratokové cely pro generovani iontl [52]; (b) Nahled
pouzité cely, pfevzato z www.idex-hs.com.

2.4.2 Faktory ovliviiujici detekci komplext

eV v

komplexu sionty generovaného kovu, ale také co nejvyssi citlivost detektoru. DalSim

dllezitym aspektem je pevnost vazby vytvareného kationtu s analytem.
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Prutokova rychlost

Na efektivitu tvorby komplexu ma vyznamny vliv i prltokova rychlost vzorku. Pfi
nizkych pritocich bude doba kontaktu elektrolytu s povrchem elektrody delsi, a tudiz bude i
vétsi mnoZstvi 1 vazano do komplexu. Na druhou stranu pfi nizSich pritocich bude proudéni
laminarni, tedy na povrchu elektrody nulové. Pti nizkych pritocich se také vyznamné uplatni
tzv. hydrodynamicka hranic¢ni vrstva, kterd mlzZe nabyvat i milimetrovych rozméri [53].
Tento problém byl ¢aste¢né minimalizovan pouzitim elektrod malych praméra [54] a dale
konstrukéni Upravou cely, ktera vedla ke vzniku lokalnich turbulenci, které zabezpecovaly
michani roztoku béhem polarizace elektrod (obrdzek 2-6). Turbulentni proudéni vzniklé
v dusledku piekrogeni hodnoty Reynoldsova &isla pro velmi vysoké pritoky (fadové ml-min™)
nebylo mozné vyuzit; je-li proudéni pfilis rychlé, mlze se stat, Zze rychlost spotfebovavani
generovanych iontd je vyssi neZ jejich tvorba, a tudiz komplexace opét nebude efektivni.

Proto je potfeba zvolit a experimentalné ovérit jakysi pfechodovy pritok.

RE
! [$o5mm
1,0mm
N,
WE

Obréazek 2-6 Umisténi elektrod v cele, vznik turbulenci v misté nerovnosti [52].

S prltokovou rychlosti je také spojena efektivita ionizace viontovém zdroji. Obecné
plati, Ze tvorba iontl v elektrospreji je efektivnéjsi, ¢im je prltok roztoku nizsi [45]. OvSem
pti velmi nizkych pritocich dochazi k ionizaci mensiho mnozZstvi iontd, a prestoZe je ionizace

efektivni, celkova intenzita spektra klesa.
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Vazba kationtu s analytem

Aby bylo mnoiZstvi komplexu analytu s kationtem generovanym na povrchu elektrody

co nejvétsi, je, kromé vyse zminéného prlitoku, dalezita afinita analytu k danému iontu a

pevnost jejich vazby. Bude-li afinita analytu k danému iontu vétsi nez k ostatnim iontiim

pfitomnym v roztoku, budou se komplexy vytvaret snaze a ve vétSim mnozstvi, a tudiz bude
komplexace efektivni.

Pro pevnost vazby plati, Ze ¢im bude pevnéjsi, tim vice komplex( projde pres iontovy

zdroj, aniz by doslo k jejich rozpadu.
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3 Experimentalni cast

3.1 Pristroje

Experimenty byly provddény na hmotnostnim spektrometru s iontovou pasti (Thermo
Finnigan LCQ Advantage MS System; ThermoFinnigan, USA) se zdrojem elektrospreje
s moznosti polarizace v negativnim i pozitivnim modu [55]. Nastaveni parametr( ESI, které
nebyly déle optimalizovany pro kazdy sledovany kation zvlast, bylo: pritok pomocného a
ochranného plynu: 10-50 arbitrarnich jednotek, napéti ve spreji: 5,0 kV.

Vzorek byl dodavan vidy s kontinualnim pratokem (0,7 ml-h™) z Hamiltonovy stikacky
(Thermo Fisher Scientific, CR) pomoci linedrniho davkovace (KD Scientific, USA).

Pro elektrochemické generovani iontl bylo pouZito pocitacem fizeného
polarografického/voltametrického analyzatoru (PC-ETP, Polaro-Sensors, CR). Ovladaci
program byl Polar 5.1.

Télo elektrochemické cely (obrazek 2-5) bylo zhotoveno z fitinkového kfize (P-729 PEEK
Cross 0.020” thru-hole with F-300 Fittings, Upchurch Scientific Rheodyne, IDEX Health &
Science), jehoz efektivni objem byl 0,72 pl.

Jako elektrody byly pouZity médény (prdmér 1 mm, Lachema, CR) a stfibrny (primér

1 mm, Goodfellow, USA) drat.

3.2 Chemikalie

Methanol (J.T. Barker, HPLC grade)

Deionizovana voda (Milli Q; 18,2 MQ)

Tebukonazol (Pestanal, analyticky standard)

AgNOs (Aldrich, trace metal basis)

CdCl; (Aldrich, trace metal basis)

CuCl, (Aldrich, trace metal basis)

ZnCl, (Aldrich, trace metal basis)

CaCl; (Aldrich, bezvody, trace metal basis, ampulka 1 g)
Padni roztok (slozeni viz tabulka 3-1)

Acetdatovy pufr(Fluka, pH = 4,65, standardni roztok)
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Tabulka 3-1 MnoZstvi iontd v plidnim roztoku

analyt Cd Cu Pb Zn Ca Mg K
koncentrace 0,00441 0,0773 0,110 0,196 287 45,4 92,6
- 10 mol-I"*

3.3 Priprava roztoki

Z AgNOs, CdCl,, CuCly, ZnCl; byly do odmérnych banék o objemu 50 ml pfipraveny
vodné zasobni roztoky o koncentracich 1:102 mol-I'*. Z téchto pak byly fedénim pfipraveny
roztoky o koncentracich 1-10 mol-I™.

Bezvody CaCl, byl rozpustén a kvantitativné preveden do 50 ml odmérné barky a z néj
byl Fedénim pFipraven roztok o koncentraci 1-10* mol-I™.

1 byl rozpustén v methanolu a kvantitativné preveden do odmérné banky o objemu 50
ml. Z n&j byly postupnym Fedénim pfipraveny zasobni roztoky o koncentracich 1-10 mol-I*?,

1-10° mol-I*, 1-10* mol-I* a 1-10” mol-I™.

3.4 Urceni optimdlnich parametri elektrospreje

Optimalizovany byly tyto parametry: teplota kapilary, napéti vklddané na kapilaru (CV)
a tube lense offset (TLO).
Teplota kapildry byla optimalizovdna pro jeden druh kationtu (Cd**) snejméné

stabilnimi komplexy, ostatni ionty byly méfeny pfi této hodnoté.

3.4.1 Optimalizace teploty kapilary

Teplota kapildry byla optimalizovana na ekvimolarni smés tebukonazol (1) a CdCl,,
jejichz koncentrace byly 5-10” mol-I™*. Mé&Feni byla provedena ve tfech opakovanich po tfech
minutach zaznamu pro kaZdou teplotu. Pro vyhodnoceni byly pouzity piky odpovidajici
komplexdm:  [Cd(1)s]*, [Cd(1)s]*, [Cd(1),]**, [CdCI(1)s]", [CdCl(1),]", [cdCl(1)]",
[CdCI(1)(1-H)]".

Optimalni teplota kapilary byla uréena podle vzhledu spektra, tzn. byla uréena takova

teplota kapilary, kdy ve spektru nebyly adukty komplex( srozpoustédlem a relativni
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intenzity vybranych komplex( byly co nejvétsi (v tomto pfipadé, aby co nejvice pikli mélo

relativni intenzitu vétsi nez 25 %).

3.4.2 Optimalizace CVa TLO

Hodnoty CV a TLO byly optimalizovany pro kazdy sledovany kation.

Pro kazdou mérenou kombinaci CV a TLO byl zaznamenan jeden reprezentativni tfiminutovy
zdznam, ktery byl dostacujici pro popis primeérného chovani konkrétniho vzorku, coz
poslouZilo k optimalizaci hodnot CV a TLO.

Optimalizace CV byla provadéna pfi hodnoté TLO = 0 V, hodnota parametru CV byla
ménéna krokové po 10 V vintervalu <-120; 120> V, parametr TLO byl optimalizovan pfi
hodnoté parametru CV=0V.

Jako optimalni byly uréeny takové hodnoty CV a TLO, pfi nichZ mél nejvétsi pocet

komplex( relativni intenzitu vétsi nez 25 %.

3.5 Urceni stability komplexi

Ekvimolarni smés 1 a MCl, (M = Zn, Cd, Ca), nebo AgNOs (¢ = 5-:10° mol-I?*) byla
zavadéna linearnim déavkovatem (F = 0,7 ml-h™) do iontového zdroje hmotnostniho
spektrometru.

CID spektra byla méfena v tripletech pro komplexy [MCI(1),]*, n = 1, 2, [M(1)]*", m =
1- 4, [M(1)(1-H)]", protoie pravé tyto komplexy by se mohly vyskytovat ve vodnych
roztocich.

Nastaveni iontového zdroje: pritok pomocného a ochranného plynu 10-50 arbitrarnich
jednotek, napéti ve spreji 5,0 kV, T=225 °C, CV a TLO optimalni pro jednotlivé smési (tabulka
3-4).

Méreny rozsah m/z byl od %m/z prekurzoru do 1500.

Z grafickych zavislosti (Priloha 3 — Urceni stability komplext) byly odecteny hodnoty AE
v % (tabulka 3-5 aZ tabulka 3-8) a ty byly dale pfepoéteny na AE v ki-mol™ (tabulka 3-9) podle

rovnice (2-1).
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3.6 Afinita tebukonazolu viici testovanym koviim

Do Hamiltonovy stiikacky byla pfipravena smés tebukonazolu (25 obj. %), MCl, (M =
Cd, Ca, Zn) nebo AgNOs (25 obj. %), CuCl, (25 obj. %) a methanolu (25 obj. %).

Tato smés byla linedrnim davkovaéem (F = 0,7 ml-h™) pfivddéna do iontového zdroje
hmotnostniho spektrometru.

Nastaveni iontového zdroje: prlitok pomocného a ochranného plynu 10-50 arbitrarnich
jednotek, napéti ve spreji 5,0 kV, T = 225°C, CV =0V, TLO = 0 V. Nebylo mozné nastavit
parametry CV a TLO tak, aby vyhovovaly vSsem nabitym iontdim ve smési. Proto aby nedoslo
k uptednostriovani komplex jen s nékterymi ionty, mély parametry CV a TLO nulové
hodnoty.

Byla zaznamenavana hmotnostni spektra v rozsahu m/z od 300 do 900 po dobu dvou
minut.

Za stejnych podminek byly zméreny i smési tebukonazolu (25 obj. %), MCl, (M = Cd, Ca,
Cu, Zn) nebo AgNOs (25 obj. %), H,0 (25 obj. %) a methanolu (25 obj. %).

3.7 Stanoveni tebukonazolu

3.7.1 Optimalizace pritoku

Do Hamiltonovy stiikacky byla pfipravena smés 1 (vychozi konc. 1:10° mol-I'*) (25 obj.
%.), acetatovy pufr (25 obj. %.), deionizovana voda (25 obj. %.) a methanol (25 obj. %.).

Tato smés byla privadéna/odvadéna do/z elektrochemické cely kapilarou o vnitfnim
praméru 0,25 mm. Zapojeni potenciostatu bylo dvouelektrodové. Jako pracovni elektroda
byl zapojen médény drat, referentni elektrodou byl stfibrny drat, kazdy o priméru 1 mm.
Méf¥ici rezim odpovidal softwarovému nastaveni pro anodickou rozpoustéci voltametrii, kdy
klicovym krokem, ktery pfimo slouzil ke generovani Cu iontd, bylo vkladani konstantniho
potencidlu na Cu elektrodu.

Na médénou elektrodu v cele byl vkladan kladny potencidl + 700 mV po dobu 300 s.
V této dobé (asi 1,5 min od zac¢atku — v zavislosti na pritoku) byla zaznamenavdana jednotliva
hmotnostni spektra. Po skonceni vkladani konstantniho potencidlu (amperometricka ¢ast)
byl zaznamenan DP-voltamogram od +700 mV do -850 mV pfi polarizacni rychlosti 50 mV/s

(obrazek 3-21), ktery slouzil jako kontrola elektrochemického procesu (pasivace elektrod
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apod.). Poté byl elektrodovy povrch regenerovan vlozenim zaporného potencialu (-850 mV)
na pracovni elektrodu po dobu 200 s.

Méreni byla provadéna ve tfech opakovanich pro kazdy prutok, spektra byla
zaznamenavana v rozsahu m/z od 300 do 430 po dobu 1,5 min. Nastaveni elektrospreje bylo
optimalni pro detekci komplexu [Cu(1)]’, tj.: sprejovaci napéti 5,0 kV, CV = 105 V, TLO = 100
V, T=250 °C.

Byla méfena intenzita piku, jehoz m/z je 370 (komplex [Cu(1)]*) a piku s m/z 350
([Na(AcONa)4]*), pfi rdznych pratocich. Hodnota 370 byla normalizovéna (intenzita 370/(350
+370)) a vynesena jako zdavislost normalizované intenzity na priatokové rychlosti (obrazek 3-

20).

3.7.2 Optimalizace polarizace Cu elektrody

Do Hamiltonovy stfikacky byla pfipravena smés 1 (25 obj. %), acetatovy pufr (25 obj.
%), methanol (25 obj. %), deionizovana voda (25 obj. %).

Tato smés byla kontinudlné privddéna do elektrochemické cely, objemovy pritok byl
0,45 ml-h*. Stfibrny drat byl zapojen jako referentni elektroda, médény drat jako pracovni
elektroda.

Na pracovni elektrodu byl vkladan akumulaéni potencial po dobu 300 s. V této dobé
(asi 1 min od zacdtku) byla zaznamendvana hmotnostni spektra. Po skonceni akumulace byl
povrch elektrod regenerovan (viz kapitola Optimalizace pritoku).

Pro kazdou hodnotu vloZeného potenciadlu byla zaznamenana tfi hmotnostni spektra
v rozsahu m/z 300 az 430, po dobu 2 minut.

Nastaveni elektrospreje bylo optimalni pro detekci komplexu [Cu(1)], tj.: sprejovaci
napéti 5,0 kV, CV =105V, TLO =100V, T = 250°C [38].

Byla méfena intenzita piku, jehoz m/z je 370 (komplex [Cu(1)]%), piku s m/z 350
([Na(AcONa)s]*) a m/z 414 ([Ag(1)]") pfi rznych akumula&nich potencidlech. Intenzita pikG
naleZejicim komplexdim [Cu(1)]" a [Ag(1)]" zavisela na hodnoté vloZzeného potencidlu, oproti
tomu pik komplexu pochdzejiciho ze zékladniho elektrolytu [Na(AcONa)s]* byl nezévisly na
hodnoté vloZzeného potencidlu a slouzZil jako referentni hodnota, ke které mohlo byt méfeni

vztahovdano. Hodnoty intenzit pik( 370 a 414 byly normalizovany (intenzita piku/(350 + 370 +
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414)) a vyneseny jako zavislost normalizované intenzity na akumulaénim potencidlu (obrazek

3-22).

3.7.3 Kalibracni zavislost

Byla pfipravena série kalibracnich roztokd o raznych koncentracich tebukonazolu (viz
tabulka 3-2).

Tyto roztoky byly postupné p¥ivadény do elektrochemické cely préitokem 0,45 ml-h™.
Na médénou elektrodu byl vloZzen akumulaéni potencidl 700 mV. Doba akumulace byla 300 s,
zaznam hmotnostnich spekter byl spustén asi minutu po zac¢atku akumulace. Po kazdém
kalibracnim roztoku byl povrch médéné elektrody regenerovan akumulaci pfi negativnim
potencidlu -850 mV.

Hmotnostni spektra byla zaznamenavana v rozsahu m/z od 300 do 430 po dobu dvou
minut.

Kalibraéni zavislosti je logaritmus souétu intenzit [Cu(1)]" a [Cu(1-C4H10)]'na logaritmu
koncentrace tebukonazolu.

Z poméru intenzity piku s m/z 370 a Sumu v jeho blizkém okoli (S/N) byl uréen limit

detekce LOD, kdy S/N > 3 a limit stanovitelnosti, kdy S/N > 10.

28



Tabulka 3-2 Slozeni kalibracnich roztokd

Cteb Vieb C'teb Vacna VmeoH V20
(mol-17) (ml) (mol-1™) (ml) (ml) (ml)
5.10™ 0,2 1-10° 1 1,8

2,5-10" 1 1-10° 1 1 1
2,0-10" 0,8 1-10° 1 1,2 1
1,25-10 0,5 1-10° 1 1,5 1
5.10° 0,2 1-10° 1 1,8 1
2,5-10° 1 1-10" 1 1 1
1,25-10° 0,5 1-10* 1 1,5 1
5-10° 0,2 1-10™ 1 1,8 1
2,5-10°° 1 1-10° 1 1 1
1,25-10° 0,5 1-10° 1 1,5 1
5.10~ 0,2 1-10° 1 1,8 1
2,5-107 0,1 1-10° 1 1,9 1

3.7.4 Detekce tebukonazolu v ptidnim roztoku

Do Hamiltonovy stfikacky byla pfipravena smés pldniho roztoku (25 obj. %),
acetatového pufru (25 obj. %), a methanolu (50 obj. %).
Takto pripraveny roztok byl pfivadén do elektrochemické cely rychlosti 0,45 ml-hod™. Na
meédénou elektrodu byl vkladan potencial 700 mV. Elektrochemicky generované Cu kationty
reagovaly stebukonazolem pFitomnym ve vzorku, vytvofené komplexy [Cu(1)]" byly

nasledné detekovany pomoci ES/-MS.
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4 Vysledky a diskuse

4.1 Urceni optimdlnich parametri elektrospreje

Nastaveni parametrQ elektrospreje vyznamné ovliviiuje detekci iont. Optimalizované
parametry byly teplota kapilary, napéti vkladané na kapildru a tube lense ofset. Volbou
vhodné teploty kapildry (tabulka 4-1) bylo zajiSténo, Ze ve spektru byly stabilni komplexy a
byl minimalizovan pocet aduktl srozpoustédlem. Kritériem pro porovnani spekter pfi
jednotlivych teplotach kapilary byl pocet komplex(, jejichZ relativni intenzita ve spektru je
vétsi nez 25%. Pfi téchto relativnich intenzitach jiz lze jednotlivé komplexy jednoznacné
identifikovat. Teplota kapilary byla optimalizovana pouze pro ekvimolarni smés tebukonazol

+ CdCly, jelikoz komplexy tohoto kovu jsou ze viech studovanych kovl nejméné stabilni.

Tabulka 4-1 Relativni intenzity komplex{ (v %) pfi rliznych teplotach

T(°C) 364 456 517 672 727 763 1069 n
50 57,4 6,3 48,5 67,3 9,7 34,2 1000 5
75 38,4 5,6 38,3 62,5 9,0 29,4 1000 5
100 32,1 4,5 36,7 62,1 8,8 27,2 1000 5
125 20,7 3,6 30,0 63,8 5,1 25,0 1000 3
150 13,3 3,3 24,1 65,9 7,9 22,5 1000 2
175 11,7 3,7 24,5 85,7 12,4 28,4 1000 3
200 7,2 5,6 26,0 100,0 20,5 47,7 96,2 4
225 7,2 12,0 29,6 99,0 34,3 86,2 95,8 5
250 5,2 20,0 22,1 49,7 37,6 100,0 34,3 4
275 4,9 36,1 16,8 26,9 36,2 100,0 6,8 4
300 5,6 57,3 15,0 18,4 52,2 100,0 2,3 3
325 9,0 90,7 14,3 35,4 76,5 99,0 2,1 4

364 — [Cd(1),]*", 456 — [CdCI(1)]", 517 — [Cd(1)5]*", 672 — [Cd(1)4]*, 727 — [Cd(1)(1-H)]", 763 —
[CdCI(1),]%, 1069 — [CdCI(1);]", n — polet komplex(, jejichZ relativni intenzita je vétsi nez
25 %.

Grafické zavislosti I, = f(T) a ndhledy spekter jsou v Pfiloze 1 — Optimalizace teploty kapilary,

obrazek 7-1.
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Dalsimi parametry bylo CV a TLO, které jiz byly optimalizovany pro kazdou smés zvlast.
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Obrazek 4-1 Zavislosti relativnich intenzit komplex( na TLO pro smés ZnCl, + tebukonazol (1);
370 — [Zn(1),]*", 406 — [ZnCI(1)]", 494 — [Zn(1)3]*", 648 — [Zn(1)4]*, 679 — [Zn(1)(21-H)]", 715 —
[ZnCl(1),]", 1023 — [ZnCl(1)5]", tabulkové vyhodnoceni — Pfiloha 2 — Optimalizace parametrd
CV a TLO, tabulka 7-1.
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Obrazek 4-2 Zavislosti relativnich intenzit komplext na CV pro smés ZnCl, + tebukonazol (1);
370 — [Zn(1),]*", 406 — [ZnCI(1)]", 494 — [Zn(1)3]*", 648 — [Zn(1)4]*, 679 — [Zn(1)(1-H)]", 715 —
[ZnCl(1),]", 1023 — [ZnCl(1)5]", tabulkové vyhodnoceni — Pfiloha 2 — Optimalizace parametrd
CV a TLO, tabulka 7-2.
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Obrazek 4-3 Hmotnostni spektrum ekvimolarni smési ZnCl, + tebukonazol (1) (5-10° mol-I'")
v rozmezi m/z od 300 do 1200, pfi optimalnim nastaveni ES/: T= 225 °C, F=0,7 ml-h™, cv=0
V, TLO = -5 V).
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Obrazek 4-4 Zavislosti relativnich intenzit komplext na TLO pro smés CdCl, + tebukonazol (1);
364 — [Cd(1),]**, 456 — [CdCI(1)], 517 — [Cd(1)5]*, 672 — [Cd(1)4]*, 727 — [Cd(1)(1-H)], 763 —
[CdCI(1),]%, 1069 — [CdCI(1)s]"; tabulkové vyhodnoceni — P¥iloha 2 — Optimalizace parametrd
CV a TLO, tabulka 7-3.

1,04 364 Vvvv . 1,04 AAA.vo'o'o'o'o. ooooooo.
* 456 a .® 727
4 517 Vv Y o e 763
I v 671 v g A 1069
N N
c c
g v g a
£ 051 M . £ 051 o 4 .
é)‘ ° (Eﬂ‘ A [ ] .
= = PO | A, A
© v * © A 2 4w 4
° v AAAA A o ° = A
A . ® A
..;x:‘:': oo'.. x . AA
o V4 H .
00/ pmalsIt.n®¥inafafiilo Yoy I : : :
-120 -60 0 60 120 -120 -60 0 60 120
cv cv

Obrazek 4-5 Zavislosti relativnich intenzit komplex( na CV pro smés CdCl, + tebukonazol (1);
364 — [Cd(1),]**, 456 — [CdCI(1)]*, 517 — [Cd(1)5]*, 672 — [Cd(1)4])*, 727 — [Cd(1)(1-H)], 763 —
[CdCI(1),]7, 1069 — [CdCI(1)s]"; tabulkové vyhodnoceni — P¥iloha 2 — Optimalizace parametrd
CV a TLO, tabulka 7-4.
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Obrazek 4-6 Hmotnostni spektrum ekvimolarni smési CdCl, + tebukonazol (1) (5-10 mol-I?)
v rozmezi m/z od 300 do 1200, pfi optimalnim nastaveni ESI: T = 225 °C, F=0,7 ml-h?, cv =
10V, TLO=10V.
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Obrazek 4-7 Zavislosti relativnich intenzit komplex( na TLO pro smés AgNOs + tebukonazol
(1); 416 - [Ag(1)]", 723 — [Ag(1)]"
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Obrazek 4-8 Zavislosti relativnich intenzit komplext na CV pro smés AgNOs + tebukonazol
(1); 416 - [Ag(1)]", 723 - [Ag(1)]"
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Obrazek 4-9 Hmotnostni spektrum ekvimolarni smési AgNOs + tebukonazol (1) (5-10° mol-I?)
v rozmezi m/z od 300 do 1200, pfi optimalnim nastaveni ESI: T =225 °C, F=0,7 ml-h?, CV =
90V, TLO = 10 V).
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Obrazek 4-10 Zavislosti relativnich intenzit komplex na CV pro smés CaCl, + tebukonazol (1);
327 - [Ca(1),]*, 346 — [CaCl(1)]!, 481- [Ca(1);]*, 635 — [Ca(1)s]*", 654 — [Ca(1)(1-H)]", 691 —
[CaCl(1),]", tabulkové vyhodnoceni — Pfiloha 2 — Optimalizace parametrd CV a TLO, tabulka
7-5.
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Obrazek 4-11 Zavislosti relativnich intenzit komplext na TLO pro smés CaCl, + tebukonazol
(1); 327 — [Ca(1),]*, 346 — [CaCl(1)]*, 481- [Ca(1);]*", 635 — [Ca(1)s]*, 654 — [Ca(1)(1-H)] ,
691 — [CaCl(1),]", tabulkové vyhodnoceni — Pfiloha 2 — Optimalizace parametrd CV a TLO,
tabulka 7-6.
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Obrazek 4-12 Hmotnostni spektrum ekvimolarni smési CaCl, + tebukonazol (1) (5:10° mol-I?)
v rozmezi m/z od 300 do 1200, pfi optimalnim nastaveni ESI: T=225°C, F=0,7 ml-h?, cV=-
30V, TLO=20V.
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Obrazek 4-13 Hmotnostni spektrum ekvimolarni smési CuCl, + tebukonazol (1) (5-10* mol-I™)
v rozmezi m/z od 300 do 900, prevzato z Dytrtova et al. [38]

Tabulka 4-2 Optimalizované parametry CV a TLO pro jednotlivé smési

parametr Ca+(1) Cd +(1) Ag+ (1) Zn + (1)
cv (V) -30 10 90 0
TLO (V) 20 10 10 -5

Stejné jako byla optimalizovdna teplota byl hlavnim kritériem pro porovnavani
spekter pocet komplex{ s relativni intenzitou vétsi nez 25%. Ve vétsiné pripadl pak tomuto
kritériu odpovidalo vétSi mnoiZstvi nastaveni parametr(, proto bylo také prihlédnuto
k absolutni intenzité spektra a zvoleno bylo to, jehoz absolutni intenzita byla nejvyssi.

Optimalni parametry CV a TLO pro komplexy 1 s kademnatymi ionty jsou: CV =10V,
TLO = 10 V (obrazek 4-6), se zinecnatymi ionty: CV = 0 V, TLO = -5 V (obrazek 4-3), se
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stfibrnymi ionty: CV =90 V, TLO = 10 V (obrdazek 4-9), s vapenatymi ionty: CV =-30V, TLO =
20 V (obrazek 4-12).

Z hmotnostnich spekter zmérenych pfi optimalnich nastavenich ES/ pro jednotlivé
smési je patrné, Ze 1 vytvafi s dvojmocnymi kovy podobné komplexy, jejichz obecnd
struktura je: [MCI(1)d", k =1 - 3, [M(1)n]*", m =1 - 4, [M(1),(1-H)]", n = 1, 2. Ve spektru pro
smés 1 s vapenatymi ionty (obrdzek 4-12) lze pozorovat velké mnoZstvi dalSich komplexu.
Jednd se o adukty s rozpoustédlem, které jsou natolik stabilni, Ze nebyly eliminovany ani
vysokou teplotou kapildry. Tvorbu hydratovanych komplex Ca/1 Ize pfisoudit hydrofilni
povaze Ca kationtu. Lze je pozorovat také v CID spektrech pro jednotlivé komplexy (obrazek

7-5).

4.2 Urceni stability komplexi (kolizné indukovana disociace, CID)

Stabilitou komplex( 1 s ionty kovl je vtomto pfipadé myslena pevnost nejslabsi vazby,
tedy té, jez bude jako prvni disociovat. Energie potfebna k disociaci takovéto vazby byla
zjiSténa zmérenim CID spekter (kapitola 2.3.3) pro vybrané komplexy. VSechna méreni byla
provadéna ve tfech opakovanich. Relativni smérodatné odchylky jednotlivych méfeni jsou
v naprosté vétsiné pod 1 % (tabulka 4-3 az tabulka 4-6), Ize proto fict, Ze méreni bylo velmi
pfesné. Porovnanim stabilit komplex( jednotlivych kov( (tabulka 4-7) bylo zjiSténo, Ze:

e nejstabilnéjsi komplexy vytvafi 1 s ionty médi.

e nejstabilngjsim typem komplexu je [M(1)]".

Tabulka 4-3 Vyhodnoceni CID spekter pro ekvimolarni smés ZnCl, a tebukonazolu (1);
hodnoty odectenych AE jsou uvedeny v %

méreni
komplex median SD RSD (%)
1 2 3

n 2 ’ ’ ’ ’ ’ ’
[Zn(1)2]* 1500 1590 1625 15,90 0,53 3,31
[Zn(1-H)]" 29,40 29,55 29,85 29,55 0,19 0,63

n ’ ’ ’ ’ ’ ’
[znCI(1)] 1445 1460 1485 14,60 0,16 1,13

n 3 ’ ’ ’ ’ ’ ’
[Zn(1)s]* 17,65 17,40 17,55 17,55 0,10 0,59
[Zn(1)a)* 18,60 1840 1860 18,60 0,09 0,51
[Zn(1)(1-H)]* 29,80 30,05 30,10 30,05 0,13 0,44
[znCl(1)," 2250 22,30 22,30 22,30 0,09 0,42
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Tabulka 4-4 Vyhodnoceni CID spekter pro ekvimolarni smés CdCl, a tebukonazolu (1);
hodnoty odectenych AE jsou uvedeny v %

méreni
komplex median SD RSD (%)
1 2 3
[cd(1).]* 17,50 17,65 17,50 17,50 0,07 0,40
[Cd(1-H)]* 27,15 27,40 27,25 27,25 0,10 0,38
[cd(1)s]* 16,15 16,20 16,20 16,20 0,02 0,15
[Cd(1)a]* 18,15 18,05 18,30 18,15 0,10 0,57
[cd(1)(1-H)]* 25,85 2565 2570 25,70 0,08 0,33
[cdCl(1).]" 20,20 20,45 20,40 20,40 0,11 0,53

Tabulka 4-5 Vyhodnoceni CID spekter pro ekvimolarni smés AgNOs; a tebukonazolu (1);
hodnoty odectenych AE jsou uvedeny v %

méreni
komplex median SD RSD (%)
1 2 3
[Ag(1)] 29,60 29,60 29,50 29,60 0,05 0,16
[Ag(1).]" 21,10 21,10 21,20 21,10 0,05 0,22

Tabulka 4-6 Vyhodnoceni CID spekter pro ekvimolarni smés CaCl, a tebukonazolu (1);
hodnoty odectenych AE jsou uvedeny v %.

méreni
komplex median SD RSD (%)
1 2 3
[Ca(1),]* 18,55 18,60 18,55 18,55 0,02 0,13
[Ca(1-H)]" 21,40 21,20 21,40 21,4 0,09 0,44
[cacl(1)]* 21,90 21,75 21,70 21,75 0,08 0,39
[Ca(1)s)* 15,60 15,50 15,40 15,5 0,08 0,53
[Ca(1).]* 15,45 15,60 15,50 15,5 0,06 0,40
[Ca(1)(1-H)T* 21,90 21,90 21,70 21,9 0,09 0,43
[cacCl(1).]* 20,60 20,30 20,30 20,3 0,14 0,70
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Tabulka 4-7 Souhrné hodnoty AE(+SD) v ki-mol™ pro komplexy véech kov(

AE (kJ-mol™)

Komplex/kov (M) §

Cd Zn Ag Ca Cu
[M(1)]™ - - 21649 - 224
[M(1)2]™ 128+5 11646 154+6 13546 212
[M(1)s]* 11845 12845 - 11345 -
[M(1)a]* 13346 13646 - 11345 -
[Mcl(1)1* - 10745 - 159+7 138
[MCI(1)]* 14946 163+7 - 14846 137
[M(1-H)]* 199+8 21619 - 156+7 -
[M(1)(1-H)T* 188+8 21949 - 160+7 -

n—proCd,CaaZn,n=2,proAgaCun=1,

*Pfevzato z Dytrtova et al. 2011 [38]

Z hlediska dalsiho wvyuziti tvorby komplexd jsou pro nas nejvyznamnéjsi ty
nejjednodu3si komplexy, které 1 sionty kov( vytvafi, tj. [M(1-H)]*, popf. [M(1)]". V pFipadé
nejstabiln&jsich komplext (Ag®, Cu®) dochdazi pti srazkach s vysoce energetickymi molekulami
pouze k odstépovani vody. U ostatnich komplex( jiz dochazi k disociaci vazeb ve strukture 1
(obrazek 7-3 az obrazek 7-7).

U komplex( s vétSim poctem ligand( jiz nedochazi k disociaci vazeb ve strukture 1, ale
dochazi k disociaci vazby mezi centralnim atomem a 1, za soucasného odstépeni protonu ze

zbylého ligandu.

4.3 Afinita tebukonazolu

Jednou z podminek pro stanoveni 1 metodou popsanou v kapitole 2.4, byla nejvétsi
afinita 1 ke generovanym kationtim. A protoZe nejstabilnéjsi komplexy (dalsi podminka)
tvofi 1 s ionty médi, byla porovnavdna afinita 1 s ionty médi s ostatnimi studovanymi ionty.
Aby bylo moino spektra co nejobjektivnéji porovnat a nedochazelo k upfednostriovani
nékterych komplex(, bylo zvoleno jednotné nastaveni parametrt ESI (CV =0V, TLO =0 V),
pti kterém byly proméfeny viechny smési. Pfi porovnani spekter smési 1 + Cu** + M™, 1 +
Cu®™, 1+ M"™ (obrazek 4-14 a# obrazek 4-17) je jasné vidét, 7e nejvétsi afinitu ma 1 k ionttim

médi. Ve vSech pfipadech ve spektru smési vyznamné prevladaji komplexy 1 s médi.
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Obrazek 4-14 Hmotnostni spektra ekvimolarnich smési (c = 2,5-10 mol-I™*) tebukonazolu (1),
AgNOs a CuCl, (viz popisky).
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Obrazek 4-15 Hmotnostni spektra ekvimolarnich smési (c = 2,5-10 mol-I™*) tebukonazolu (1),
CaCl, a CuCl, (viz popisky).
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Obrazek 4-16 Hmotnostni spektra ekvimolarnich smési (c = 2,5-10 mol-I™) tebukonazolu (1),
CdCl, a CuCl; (viz popisky).
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Obrazek 4-17 Hmotnostni spektra ekvimolarnich smési (c = 2,5-10 mol-I™) tebukonazolu (1),
ZnCly a CuCl, (viz popisky).
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>* 1 1 je potieba podrobnéjiiho rozboru izotopového paternu

Pro smés Cu®* + Zn
nékterych komplext, protoze komplexy [Zn(1).]** a [Cu(1)d]’, [Zn(1)(1-H)]" a [Cu(1).],
[ZnCI(1),]" a [CuCl(1),]" maji blizké m/z (obrézek 4-18). Po podrobnéjsim prozkoumani je
vidét, Ze i v této smési dochazi prednostné k tvorbé komplex(i tebukonazolu s ionty médi,
paterny ze smésného zaznamu (tj. Zn + Cu + 1) jsou identické s paterny ze zdéznamu pouze

s médi (tj. Cu + 1).

Zn+ Cu+ (1)
Zn + (1)
Cu+(1)

644 646 648 650 652 676 678 680 682 684 686

Zn+Cu+ (1)
Zn+ (1)
Cu+ (1)

AM »

710 712 714 716 718 720 722

Obrazek 4-18 Izotopové paterny komplext s blizkym m/z ve smési Cu** + Zn** + tebukonazol

(1)

Diky témto vysledkim lze Fici, Ze byl ovéren zakladni pfedpoklady pro nové navrhovanou
a testovanou metodu stanoveni 1, tj.:
o vysoké afinity Cuk 1,

e vysoké stability Cu + 1 komplexda.

4.4 Stanoveni tebukonazolu

V matrici pldniho roztoku neni mozné stanovovat pfimo rozpustény 1, protoze tvori
s kationty vice, ¢i méné stabilni komplexy. Timto je celkové mnozZstvi 1 rozptyleno mezi jeho

jednotlivé specie, coZ znemozZniuje jeho pfimé stanoveni. Pro stanoveni 1 je proto dale
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vyuzito zjisténé skutecnosti, Ze ma zvySenou afinitu k Cu (oproti jinym bézné se vyskytujicim
kationt(im) a tvofi s ni velmi stabilni komplexy.

Pro stanoveni metodou primého vzorkovani s detekci komplextd 1 s amperometricky
generovanymi ionty médi byl optimalizovan potencidl vklddany na elektrodu generujici ionty.
Dale pak byla optimalizovana pritokova rychlost [52]. Promérfenim kalibracni zavislosti byl

urcen linearni dynamicky rozsah, limit detekce (LOD) a limit stanovitelnosti (LOQ).

4.4.1 Optimalizace priitokové rychlosti

Na mnozstvi vzniklych komplexti md vyznamny vliv prltokova rychlost (kapitola
2.4.2). Ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem je ji potfeba optimalizovat, protoze pfi
nizkych prutocich je efektivita tvorby komplex( nizka, jakoz i pfi pfilis vysokych rychlostech.
lonizace analytu v iontovém zdroji je nejucinné;jsi pfi nizkych pritocich [45].

Obrazek 4-19 ukazuje zavislost logaritmu intenzity [Cu(1)], jeho? velikost je zavisla na
efektivité elektrodové reakce (Cu®— Cu®*) a pfitomném mnoZstvi [Na(AcONa)i]*, ktery
pochazi ze zakladniho elektrolytu a neni zavisly na pribéhu elektrodové reakce. Z obrazku 4-
19 je patrné, e jiz pratok 0,2 ml-h™ poskytuje signal dostateéné intenzity. Nejvy3si intenzita
[Cu(1)]" vztaZena k intenzité [Na(AcONa)4]* byla ziskdna pro pritok 0,45 ml-h™. Proto se tato

hodnota zdala byt optimalni.

7_
)
N
C
g
£
53
= 61 . = [Na(AcONa),]

e [Cu(l)]
5_
[ ]
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
F (mlh™

Obrazek 4-19 Zavislost logaritmu intenzity [Cu(1)]" a intenzity [Na(CH3AcONa)s]" na rychlosti
prutoku vzorku.
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Vysledny signal [Cu(1)]" je tedy ovlivnén zejména (i) efektivitou elektrodové reakce,
kterd je vyssi pfi nizkych pritocich, a (ii) mnozZstvim proslého vzorku; s vy$sSim pritokem

stoupad i intenzita. Tento trend je patrny i z obrazku 4-20.

45+

©
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g ]
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€ 40-

o
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35- !
30 T T T T T T T T

0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

"Fmlh"

Obréazek 4-20 Zavislost normalizované intenzity [Cu(1)]" na pratoku vzorku.

0,35-0,43 ml-h™
~0,47-0,60 ml-h"

0,25-0,30 ml-h
0,45 ml-h™

1(uA)

-500 0 £ (my) 500 1000

Obrazek 4-21 Voltamogramy 700 az -850 mV poftizené pfi rlznych pratocich vzorku.
Polarizaéni rychlost 50 mV s™.

Na ziskanych voltamogramech (obrazek 4-21) je patrné, Ze se zvysujicim se prltokem
vzorku klesa redukéni pik (pfi -500 mV), coz potvrzuje predpoklad (i). Oproti tomu situace
béhem oxidace neni na prvni pohled jednoznaénd. P¥i pritocich do 0,3 ml-h? je okolo
potencidlu 0 mV patrny pik. Se zvySujicim se pratokem (nad 0,35 ml-h™) tento pik nardsta,
méni svlj tvar (zdd se, Ze obsahuje vice neZ jeden pik) a posouvd se ke kladnéjsim
potencialtim. Pro pritok 0,45 ml-h™ se tvar oxidaéniho piku bliZi tvaru piku ziskaného pfi

nizkych pratocich. Timto tedy byla ovéfena experimentéalné vhodnost pratoku 0,45 ml-h™.
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Pficemz toto je hodnota z intervalu vypocitaného optimadlniho pritoku pro dany objem cely.

(Pfevzato z Dytrtova et al. [52])

4.4.2 Optimalizace polarizace Cu elektrody

Dalsim faktorem ovliviiujicim mnozstvi vzniklych komplexd 1 s generovanymi ionty je
mnozstvi vygenerovanych iontl. Toto Uzce souvisi s potencidlem vloZzenym na generujici
elektrodu. V systému dvou elektrod — médéné a stfibrné dochazi i pfi nulovém vlozeném
potencidlu k spontanni oxidaci médéné elektrody. Je nutno podotknout, Ze Ag-elektroda
neni idealni referentni elektrodou (neni nepolarizovatelnd), proto hodnota vkladaného
potencidlu nemusi byt plné totozna s potencidlem skute¢nym. Z tohoto dlvodu byl zvolem
potencial kladnéjsi nez 500 mV. Pfi nizsSich potencidlech dochazi k oxidaci stfibrné elektrody.
Obrazek 4-22 zobrazuje zavislost normalizovanych intenzit komplextd tebukonazolu
s generovanymi ionty na vloZeném potencidlu. Lze z néj usoudit, Ze by pro detekci a
stanoveni byly vhodnéjsi komplexy se stfibrnymi ionty. Je potfeba si ovsem uvédomit, Ze 1
ma vyrazné vétsi afinitu kiontdm médi, které se béiné vyskytuji ve vétSiné roztokda.
V ptipadé generovani stfibrnych iontl by nedoslo k vyvazani analytu z jeho specii s médi (v
pudnim roztoku bézné pritomné) ve prospéch Zadanych produktl a metoda by nebyla pIné
aplikovatelna. Tedy prestoze intenzita komplext se stfibrnymi ionty je vyssi (coz souvisi

s vétsi M,(Ag)), pro detekci jsou vhodnéjsi komplexy s ionty médi.

80 -
T N
.E ] ¢ [Cu( )]+
260+ = [Ag(1)]
£
o
c
T 40
R ¢ . ¢
£ 201 e
o)
C 4
0 T T T (I f—= | = ™ 1
-1000 -500 0 500 1000 1500
E (mV)

Obrazek 4-22 Zavislost normalizované intenzity tebukonazolu (1) na potencidlu vkladaném
na elektrody
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Z prib&hu zdvislosti normalizované intenzity [Cu(1)]® na vloZeném polarizaénim
potencialu je vidét, Zze vhodny potencial je od 500 mV a vySe. Jako optimalni potencial byl

vybran potencial +700 mV.

4.4.3 Kalibracni zavislost

Aby byla navrzend metoda (kapitola 2.4) pouzitelnd pro stanoveni koncentrace 1, je
zapotrfebi linearni koncentracni odezva. Protoze se ve spektru pro komplexy 1
s generovanymi ionty médi vyskytuji dva takovéto komplexy ([Cu(1)]" a [Cu(1-C4H10)]"), byla
kalibra¢ni zavislost pro stanoveni 1 vynesena jako logaritmus souctu intenzit téchto dvou
komplex@. Druhy komplex ([Cu(1-C4H10)]*) je pravd&podobné fragment vznikly pti kontaktu 1

s elektrodou, protoZe se v CID spektru Cu a 1 nevyskytuje [38].

8_

7 - L
o
o
+ 6-
N
O 5
(@)]
o |

4] * y = 9,2498 + 0,7948x

R? = 0,986
-7 -6 -5 4 3

log c, (mol.l'1)

Obrazek 4-23 Kalibracni zavislost tebukonazolu (1), prevzato z [56].

Linedrni oblast v koncentraéni zavislosti umoznuje kvantifikaci analytu v rozsahu
koncentraci 5-107 mol-I"* a7 2,5:10* mol-I*. Limit stanovitelnosti této metody je 2,5-10°
mol-I* (S370/N = 13, obrazek 4-24). Detekéni limit je 5-107 mol-I™". Tyto limity Ize oviem jesté
snizit delSi dobou zdznamu hmotnostniho spektra.

Limit detekce této metody je obdobny jako jsou limity detekce dnes béiné

pouzivanych metod stanoveni 1. Nicméné prednosti tohoto postupu oproti
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chromatografickym [57] metodam je (i) nizsi pofizovaci cena elektrochemické cely, (ii) nizsi
¢as nutny pro analyzu a (iii) nizSi mez detekce.

210-
180- ;
150
120-
90-
60-

Z

<
o
~
™

30, =

5,0x107 1,0x10™ 1,5x10™
Cteb(mol-l'1)

Obrazek 4-24 Koncentracni zavislost poméru signalu piku 370 k Sumu v jeho okoli (S370/N)

4.4.4 Detekce tebukonazolu v piidnim roztoku

Pfedstavend metoda md byt vyuZitelnd predevSim pro detekci 1 (komplexu
tebukonazolu s médi) ve velmi komplexnich matricich, jako je pUdni roztok. Pro méreni
tebukonazolu v pldnim roztoku byl pouzit plidni roztok odebrany pomoci padnich sond [58]
z nddobového pokusu s penizkem modravym (Thlaspi caerulescens ). et C. Presl, obrazek 4-
25), ktery byl preventivné oSetfen proti napadeni plisnovym onemocnénim suspenzi
tebukonazolu (pfipravek HORIZON 250,

http://www.agromanual.cz/cz/pripravky/fungicidy/fungicid/horizon-250-ew.html).

Padni roztok byl odebirdn 24 h po aplikaci postfiku.
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Obrdzek 4-25 Nadobovy pokus s penizkem modravym (foto M. Jakl)

K odebranému padnimu vzorku byl pfidan methanol a acetdtovy pufr (viz kapitola
Prakticka ¢ast - Stanoveni tebukonazolu) a bylo zméfeno hmotnostni spektrum. Pfestoze
pudni roztok je velice komplikovana matrice, hmotnostni spektrum je ve sledovaném
rozsahu velice prehledné a hledané komplexy jsou jednoznaéné identifikovatelné.

Identifikace komplexu [Cu(1)]" byla ovéfena také MS/MS méFenim.

4x10°1
T
o . %
i = <
o) I, e .
E O = [Cu(1)]
3
0 . e . - A . JL Jh\u . 1 . Mk .
300 320 340 360 380 400
m/z

Obrdzek 4-26 Hmotnostni spektrum smési plidniho vzorku (25 obj. %), acetatového pufru (25
obj. %), a methanolu (50 obj. %). Padni roztok byl kontaminovan tebukonazolem (1), ktery
byl véazan do komplexu s ionty médi. Tento komplex byl detekovan.

Tabulka 4-10 Koncentrace tebukonazolu v plidnim roztoku

Koncentrace 1 (mol-I™)
median SD RSD (%)

1 2 3

7,73-10" 7,30-10™ 7,14-10" 7,30-10™ 0,30-10™ 4,16
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Koncentrace 1 stanovena pomoci EC-ESI-MS je (7,30 £ 0,30)-10™ mol-I™, co? bylo uréeno
vypoctém z kalibra¢ni pfimky (obrdzek 4-23). Relativni smérodatna odchylka tohoto
stanoveni byla 4,2 %. Ve stejném pGdnim roztoku byl téZ stanovovan obsah 1 na rtutovym
meniskem modifikované médéné amalgamové elektrodé [51] a byla naméfena hodnota
(7,21 + 0,41)-10" mol-I* (RSD = 4,6 %). Vzhledem k tomu, Ze se intervaly spolehlivosti
vysledkl ziskanych pomoci obou metod prekryvaji (na hladiné vyznamnosti a = 0,05), lze
konstatovat, Ze vysledky ziskané témito metodami jsou rovnocenné (stejné jako v pfipadé

modelovych vzorkl) a ziskana RSD lezi pod 5 %.
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5 Zavér

Pro studium komplext tebukonazolu sionty kadmia, stfibra, vdpniku a zinku bylo
optimalizovdno nastaveni iontového zdroje pro kazdou smés zvlast. Pfi optimdalnim nastaveni
byly zméreny energetické zavislosti jednotlivych komplext (CID) a byla uréena jejich stabilita.
Tyto hodnoty byly porovnany a byl vybran ion kovu nejvhodnéjsi pro stanoveni a detekci
tebukonazolu metodou, pfi niz je tebukonazol vyvazovan ze svych specii v roztoku a je vazan
do komplexu s ionty generovandami na kovové elektrodé (EC-ESI-MS). Jako nejvhodnéjsi ionty
se jevily ionty médi. Pro potvrzeni vhodnosti tohoto kovu pro stanoveni byla porovndvana
afinita tebukonazolu k iontdm médi a afinitou tebukonazolu vici ostatnim iontlim, aby bylo
patrné, Ze pritomnost téchto iontd vroztoku nebude rusit stanoveni. Byla potvrzena
vhodnost iontd médi k tomuto stanoveni, jelikoz afinita tebukonazolu viéi témto iontlim
byla vyrazné vyssi, nez afinita tebukonazolu vici ostatnim iontim.

Pro samotné stanoveni tebukonazolu vroztoku metodou EC-ESI-MS bylo zapotrebi
optimalizovat pratokovou rychlost vzorku a polarizaéni potencial vkladany na Cu-elektrodu.
Optimalni pratokova rychlost je 0,45 ml-h™, optimalni polarizaéni potencial je +700 mV. Byla
zméfena kalibraéni zavislost, z ni# je patrny linedrni dynamicky rozsah metody (5-107 mol-I"*
a7 2,510 mol-I"). Detekéni limit (5107 mol-I*) a limit stanovitelnosti (2,5:10° mol-I"*) byl
uréen z poméru intenzity signalu komplexu [Cu(1)]*(m/z =370) ku intenzit& Sumu v jeho okoli
(S370/N). Hodnoty téchto detekcnich limitll Ize jesté déle snizit prodlouzenim doby zaznamu
hmotnostnich spekter.

Pouzitelnost metody byla ovéfena stanovenim tebukonazolu v komplikované matrici —
padnim roztoku. Metodou EC-ESI-MS a kalibraéni pfimky byla v plidnim roztoku stanovena
koncentrace tebukonazolu (7,30 + 0,30)-10* mol-I'. Pro porovnani byl tenty? vzorek
analyzovan na médéné amalgdmové elektrodé. Touto metodou byla stanovena koncentrace
tebukonazolu (7,21 + 0,41)-10 mol-I™". Intervaly spolehlivosti téchto metod se piekryvaji, lze
tedy fici, Ze metoda EC-ESI-MS je vhodnou analytickou metodou pro stanoveni tebukonazolu
v plvodni matrici.

EC-ESI-MS lze také po patficné upravé vyuZit k identifikaci produktl elektrodovych

reakci, coz mize usnadnit chapdani nékterych elektrodovych déja.
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7.1 Priloha 1 - Optimalizace teploty kapilary
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7.2 Priloha 2 - Optimalizace parametriu CV a TLO

Tabulka 7-1 Optimalizace parametru TLO pro smés ZnCl, + Tebukonazol (1)

TLO 370 406 494 648 679 715 1023 n
-120 0,3 3,0 6,0 48,6 19,9 14,0 100,0 2
-110 0,4 6,2 8,4 58,7 26,1 19,2 100,0 3
-100 0,5 8,8 12,8 98,4 33,6 25,5 100,0 4
-90 0,8 7,8 13,5 100,0 34,0 21,3 86,2 3
-80 0,4 0,1 13,7 100,0 31,6 22,3 82,1 3
-70 0,4 8,2 12,8 100,0 30,9 21,0 63,7 3
-60 0,7 8,3 12,0 100,0 26,0 16,7 59,8 3
-50 0,7 6,9 12,8 100,0 32,2 15,4 53,2 3
-40 0,6 7,5 12,7 100,0 16,5 16,5 61,4 2
-30 0,4 7,2 12,9 100,0 35,3 20,2 64,0 3
-20 1,0 8,8 13,3 100,0 48,9 24,9 68,4 3
-10 2,9 9,5 17,7 100,0 82,4 41,4 94,6 4
0 4,0 10,4 13,2 63,6 100,0 57,2 79,1 4
10 4,4 9,1 7,6 17,9 100,0 64,0 55,3 3
20 5,0 12,3 3,7 4,1 100,0 80,8 30,0 3
30 6,7 18,8 1,8 1,7 100,0 94,0 18,3 2
40 7,6 21,3 1,1 1,7 92,4 100,0 9,2 2
50 7,2 32,0 0,9 0,5 87,8 100,0 4,8 3
60 9,5 45,0 0,8 0,5 90,4 100,0 3,2 3
70 14,7 79,1 0,6 0,4 97,9 100,0 2,8 3
80 14,6 86,1 0,7 0,8 85,8 66,1 3,6 3

370 - [Zn(1),]*, 406 — [ZnCI(1)]}, 494 — [Zn(1)5]*, 648 — [Zn(1)4])*", 679 — [Zn(1)(1-H)]*, 715 -

ZnCl(1),]%, 1023 — [ZnCl(1)3]%, n — polet komplexd, jejichZ relativni intenzita je vét$i neZ 25%.
[ 2l [ sl n—-p plexd, jej J
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Tabulka 7-2 Optimalizace parametru CV pro smés ZnCl, + Tebukonazol (1)

cv 370,0 406,0 494,0 648,0 679,0 715,0 1023,0 n
-120 0,1 0,4 0,0 0,8 5,0 9,4 100,0 1
-110 0,1 0,0 0,0 0,9 4,4 12,4 100,0 1
-100 0,2 0,4 0,0 1,2 6,9 14,6 100,0 1
-80 0,2 0,7 0,0 1,3 15,7 31,7 100,0 2
-70 0,4 1,9 0,4 1,8 27,7 43,9 100,0 3
-90 0,3 0,3 0,3 1,1 10,4 21,6 100,0 1
-60 0,2 2,9 0,9 6,3 33,4 56,6 100,0 3
-50 0,4 5,6 1,9 18,8 49,5 67,7 100,0 3
-40 0,8 5,5 4,3 26,6 58,0 64,5 100,0 4
-30 2,2 7,4 7,7 33,4 70,1 70,1 100,0 4
-20 2,6 7,8 9,1 41,0 90,5 65,4 100,0 4
-10 2,9 8,1 11,4 45,3 100,0 66,0 84,9 4
0 4,4 8,5 13,3 46,8 100,0 57,4 68,8 4
10 4,7 7,8 11,2 48,0 100,0 45,4 64,1 4
20 4,6 6,4 12,7 48,5 100,0 50,9 57,2 4
30 5,6 7,2 10,9 39,4 100,0 51,3 46,0 4
40 5,0 5,5 10,3 26,5 100,0 54,7 40,7 4
50 6,8 7,1 7,6 22,6 100,0 55,9 33,3 3
60 6,6 8,3 53 15,8 100,0 60,7 29,2 3
70 6,7 7,8 4,0 10,2 100,0 65,4 23,9 2
80 8,9 8,9 2,5 4,6 100,0 68,1 17,6 2
90 10,0 11,5 1,8 2,2 100,0 74,9 14,9 2
100 10,0 16,3 0,9 0,0 100,0 80,1 9,8 2
110 12,6 20,8 0,0 0,0 100,0 90,1 7,5 2
120 15,5 26,1 0,0 0,0 100,0 91,3 5,5 3

370 - [Zn(1),]*, 406 — [ZnCI(1)]}, 494 — [Zn(1)5]*, 648 — [Zn(1)4])*", 679 — [Zn(1)(1-H)]*, 715 -

ZnCl(1),]%, 1023 — [ZnCl(1)3]%, n — polet komplexd, jejichZ relativni intenzita je vétsi neZ 25%.
[ 2l [ sl n—-p plexd, jej j
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Tabulka 7-3 Optimalizace parametru TLO pro smés CdCl, + Tebukonazol (1)

TLO 364 456 517 671 727 763 1069

=]

-120 2,3 4,6 15,2 88,0 24,2 100,0 61,5 3
-110 1,9 4,4 19,9 100,0 23,6 87,1 42,2 3
-100 1,9 3,3 17,8 100,0 21,0 85,6 33,8 3
-90 2,9 3,8 19,5 100,0 20,1 81,0 35,4 3
-80 2,5 2,7 18,0 100,0 16,2 63,6 30,6 3
-70 3,1 3,8 18,7 100,0 19,7 67,9 30,1 3
-60 3,5 3,2 17,3 100,0 18,8 62,9 26,6 3
-50 2,9 3,4 18,8 100,0 17,9 64,8 28,6 3
-40 2,9 3,3 18,0 100,0 18,7 62,8 28,3 3
-30 2,9 4,7 18,7 100,0 20,1 68,9 26,5 3
-20 2,8 4,0 18,1 100,0 20,6 66,1 26,5 3
-10 3,7 7,9 22,0 100,0 28,7 86,5 34,5 4
0 4,9 12,0 24,4 90,4 37,2 100,0 38,0 4
10 4,7 18,8 15,8 60,3 41,3 100,0 33,8 4
20 5,8 28,7 13,1 25,2 50,3 100,0 24,3 4
30 8,0 82,8 7,0 6,2 49,7 100,0 21,7 3
40 9,6 73,6 3,9 2,1 45,7 100,0 11,9 3
50 8,6 98,3 3,0 1,4 41,9 100,0 6,0 3
60 6,6 100,0 2,2 1,5 32,9 73,6 3,2 3
70 8,3 100,0 1,9 0,9 26,2 50,7 2,2 3
80 5,0 100,0 0,7 1,4 21,3 44,8 1,4 2
90 0,0 100,0 0,0 0,0 17,3 33,3 0,0 2
100 0,0 100,0 0,0 0,0 14,8 28,2 0,0 2
110 0,0 100,0 0,0 0,0 10,7 25,3 0,0 2
120 0,0 100,0 0,0 0,0 11,5 24,2 0,0 1

364 — [Cd(1),]*", 456 — [CdCI(1)]", 517 — [Cd(1)3]*", 672 — [Cd(1)a]*", 727 — [Cd(1)(21-H)]*, 763 —
[CdCI(1),]%, 1069 — [CdCI(1):]", n — polet komplex(, jejichZ relativni intenzita je vétsi nez
25 %.
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Tabulka 7-4 Optimalizace parametru CV pro smés CdCl, + Tebukonazol (1)

cv 364 456 517 671 727 763 1069 n
-120 0,1 0,8 0,4 0,7 0,9 18,4 100,0 1
-110 0,2 0,5 0,5 1,0 0,9 26,9 100,0 2
-100 0,2 0,9 0,5 0,8 0,3 49,5 100,0 2
-90 0,3 3,1 0,6 1,5 7,3 100,0 88,8 2
-80 0,1 6,5 0,6 1,7 11,5 100,0 50,8 2
-70 0,0 11,1 0,5 2,6 13,1 100,0 33,5 2
-60 0,2 15,1 2,2 8,0 17,9 100,0 34,9 2
-50 0,7 16,0 7,0 13,7 23,9 100,0 34,5 2
-40 2,3 13,6 11,0 24,1 30,2 100,0 36,5 3
-30 3,1 16,6 13,2 33,5 40,9 100,0 38,9 4
-20 3,5 12,1 14,1 54,0 36,5 100,0 35,3 4
-10 4,4 11,6 15,7 73,9 33,8 100,0 32,2 4
0 2,8 11,5 19,4 83,0 37,1 100,0 32,0 4
10 2,6 11,7 16,6 81,2 28,6 100,0 43,8 4
20 4,0 7,6 24,0 100,0 31,2 96,1 34,5 4
30 2,7 10,8 24,0 100,0 30,8 87,0 32,5 4
40 4,3 10,7 24,3 100,0 31,2 88,8 34,2 4
50 4,5 12,5 24,4 96,3 39,8 100,0 38,1 4
60 3,6 14,6 22,7 77,7 41,8 100,0 33,2 4
70 4,3 18,1 24,4 57,6 52,4 100,0 28,0 4
80 5,5 32,2 20,0 31,5 58,0 100,0 24,0 4
920 7,3 40,1 15,0 15,7 58,8 100,0 17,9 3
100 9,0 51,9 8,4 3,4 64,3 100,0 16,7 3
110 6,6 80,9 3,2 1,2 45,2 100,0 10,3 3
120 8,1 100,0 1,6 1,6 54,2 96,3 7,3 3

364 — [Cd(1),]*", 456 — [CdCI(1)]", 517 — [Cd(1)5]*", 672 — [Cd(1)4]*, 727 — [Cd(1)(1-H)]", 763 —
[CdCI(1),]%, 1069 — [CdCI(1):]", n — polet komplex(, jejichZ relativni intenzita je vétsi nez
25 %.
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Tabulka 7-5 Optimalizace parametru TLO pro smés CaCl, + Tebukonazol (1)

TLO 327 346 481 635 654 691 n
-120 38,0 3,0 52,9 100,0 26,7 47,3 5
-110 36,4 2,4 49,6 100,0 23,1 34,0 4
-100 36,1 3,0 49,3 100,0 27,1 38,0 5

-90 38,2 2,1 43,7 100,0 20,2 28,8 4
-80 43,8 2,9 53,4 100,0 16,1 25,0 4
-70 43,0 2,5 57,0 100,0 19,0 28,1 4
-60 38,6 3,3 42,4 100,0 17,3 24,6 3
-50 39,0 2,2 53,3 100,0 16,4 24,3 3
-40 37,3 2,4 42,2 100,0 15,1 20,5 3
-30 44,2 2,4 45,9 100,0 15,8 22,2 3
-20 41,0 2,5 52,1 100,0 16,6 20,6 3
-10 39,6 3,8 44,2 100,0 18,5 22,6 3
0 49,9 2,9 58,8 100,0 22,3 27,6 4
10 46,2 5,8 51,2 100,0 23,2 32,4 4
20 64,7 5,1 70,8 100,0 29,3 33,5 5
30 96,2 7,0 78,7 100,0 38,4 44,1 5
40 100,0 13,0 74,6 66,7 42,9 51,2 5
50 98,8 11,4 48,2 36,0 42,6 55,6 5
60 84,3 9,9 23,1 8,5 30,4 40,9 3
70 83,8 10,0 141,3 5,9 28,7 33,5 4
80 80,1 16,4 17,3 6,7 23,3 31,0 2
90 96,9 13,5 10,2 5,0 19,0 20,6 1
100 95,2 16,5 5,0 5,5 15,7 17,3 1
110 59,6 16,2 2,8 3,6 13,0 16,0 1
120 26,4 14,3 2,5 0,0 12,9 14,2

327 - [Ca(1),]**, 346 — [CaCl(1)]}, 481- [Ca(1);]*, 635 — [Ca(1)s]*", 654 — [Ca(1)(1-H)], 691 —

CaCl(1),]%, n — po&et komplex(, jejich? relativni intenzita je vét$i neZ 25%.
[ 2l n-p plexd, jej J
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Tabulka 7-6 Optimalizace parametru CV pro smés CaCl, + Tebukonazol (1)

cv 327 346 481 635 654 691 n
-120 1,0 1,2 2,6 1,7 2,6 13,5 0
-110 1,2 0,0 1,3 6,0 5,7 20,4 0
-100 0,8 0,0 0,9 3,7 5,9 24,1 0

-90 1,5 0,0 1,9 8,3 19,8 44,0 1
-80 1,5 0,0 5,8 15,6 34,0 75,5 2
-70 2,9 0,0 18,3 40,0 44,0 70,1 3
-60 12,2 2,1 32,6 61,5 47,3 72,1 4
-50 32,4 2,8 56,7 89,5 42,5 69,2 5
-40 56,1 5,6 71,8 90,8 46,2 55,0 5
-30 56,6 51 66,0 100,0 35,2 46,0 5
-20 45,4 4,6 52,5 100,0 23,6 35,7 4
-10 47,3 5,0 52,1 100,0 23,3 34,5 4
0 38,7 3,6 39,4 100,0 18,6 26,1 4
10 34,4 3,0 44,2 100,0 17,3 23,0 3
20 39,5 3,6 44,9 100,0 15,8 24,8 3
30 35,4 3,4 49,1 100,0 21,1 29,0 4
40 38,7 3,1 46,3 100,0 15,5 26,8 4
50 34,8 3,3 45,3 100,0 18,8 27,3 4
60 33,7 3,6 44,7 100,0 15,1 23,0 3
70 35,5 2,1 45,3 100,0 14,2 24,0 3
80 44,2 2,7 55,4 100,0 14,6 23,2 3
90 42,4 4,2 71,6 100,0 20,5 21,7 3
100 70,5 5,2 100,0 94,3 27,7 33,5 5
110 66,5 8,2 100,0 76,1 28,8 27,5 5
120 100,0 9,2 95,9 48,9 41,7 33,6 5

327 - [Ca(1),]**, 346 — [CaCl(1)]}, 481- [Ca(1);]*, 635 — [Ca(1)s]*", 654 — [Ca(1)(1-H)], 691 —

[CaCl(1),]%, n — polet komplexd, jejich? relativni intenzita je vétsi nez 25%.
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7.3 Priloha 3 — Urceni stability komplexu
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Obrazek 7-3 Vyhodnoceni energetickych zavislosti z CID spekter pro ekvimolarni smés ZnCl, +
tebukonazol (1)
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Obrazek 7-4 Vyhodnoceni energetickych zavislosti z CID spekter pro ekvimolarni smés CdCl,
+ tebukonazol (1)
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Obrazek 7-5 Vyhodnoceni energetickych zavislosti z CID spekter pro ekvimolarni smés CaCl, +

tebukonazol (1)
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Obrazek 7-7 Vyhodnoceni energetickych zavislosti z CID spekter pro ekvimolarni smés CuCl,
+ tebukonazol (1) (c = 5-10" mol-I™"), pfevzato z Dytrtova et al. [38]
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