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Abstrakt

Tebukonazol je triazolovy fungicid uzivany v zemédé€lstvi, ktery se milize vyskytovat
v zivotnim prostfedi a mit negativni vliv na rizné organismy. Proto byly studovany
elektrochemické vlastnosti tebukonazolu a jeho komplexace s méd’natymi ionty na borem
dopované diamantové elektrod¢ pro jeho moznou nepiimou detekcei v pfitomnosti téchto ionta.
Pro stanoveni médnatych iontti byly optimalizovany podminky v koncentratnim rozmezi
0,1-10 mol I'" pomoci diferenéni pulzni voltametrie v prostfedi 0,01 mol I"' HNOs na anodicky
oxidované BDDE, mez stanovitelnosti byla 0,087 pmol 1"'. Po optimalizaci podminek bylo
testovano nepiimé stanoveni tebukonazolu. Byl sledovan signil volnych Cu?" po piidavku
tebukonazolu. Byl pozorovan pokles tohoto signalu a podafilo se naméfit linearni kalibra¢ni
zavislost pro pokles signalu 10 pmol I Cu(NOs), v koncentraénim rozmezi 2-10 pmol 1!
tebukonazolu a pro 1 umol I Cu(NOs), v koncentraénim rozmezi 2-10 umol 1! a
10-100 pmol I'' tebukonazolu. Bylo dokizéno, Zze komplexace tebukonazolu s Cu®*" probih4
téméf okamzits. Samotny tebukonazol poskytuje ve vodném prostiedi 0,01 mol 1! HNOs
anodicky pik pii potencidlu +1550 mV. Pfi pouziti diferencni pulzni voltametrie bylo zjisténo,
ze po lesténi elektrody se zkracuje potencialové okno, tebukonazol nelze zachytit a pracovni
elektrodu je nutné aktivovat cyklovanim. Po ptidavku Cu?" do roztoku tebukonazolu byl
pozorovan pokles a posun signalu tebukonazolu k vys$$im potencialtim.

Klicova slova: tebukonazol, komplexace s méd’natymi ionty, voltametrie, borem dopovana
diamantova elektroda



Abstract

Tebuconazole is a triazole fungicide used in agriculture that can be present in the environment
and have a negative effect on various organisms. Therefore, the electrochemical properties of
tebuconazole and its complexation with Cu(Il) ions on a boron doped diamond electrode were
studied for its possible indirect detection in the presence of these ions. For the determination of
Cu(Il) ions, conditions in the concentration range 0.1-10 mol 1! were optimized by differential
pulse voltammetry in a 0.01 mol I"' HNOs environment on anodically oxidized BDDE, the limit
of quantitation was 0.087 umol I'. After optimization of the conditions, the indirect
determination of tebuconazole was tested. The signal of free Cu(Il) ions after the addition of
tebuconazole was monitored. A decrease in this signal was observed and a linear calibration
dependence could be measured for a decrease in the signal of 10 pmol 1! Cu(NO3), in the
concentration range of 2-10 pumol 1" tebuconazole and for 1 pmol 1" Cu(NOs), in the
concentration range of 2-10 pmol I and 10-100 pmol 1! tebuconazole. Complexation of
tebuconazole with Cu?* was shown to occur almost instantaneously. Tebuconazole itself gives
an anodic peak at a potential of +1550 mV in aqueous medium of 0.01 mol 1! HNOs. Using
differential pulse voltammetry, it was found that after polishing the electrode, the potential
window shortens, tebuconazole cannot be trapped and the working electrode must be activated
by cycling. Upon addition of Cu(II) ions to the tebuconazole solution, a decrease and shift of
the tebuconazole signal to higher potentials was observed.

Key words: tebuconazole, complexation with Cu(II) ions, voltammetry, boron doped diamond
electrode
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1. Uvod

1.1. Cil prace

Cilem této bakalaiské prace je voltametrické studium elektrochemickych vlastnosti
tebukonazolu a jeho komplexace s méd’natymi ionty pomoci borem dopované diamantové
elektrody (BDDE) ve vodném prostfedi kyseliny dusi¢né, a nasledné vyuziti vzniklého

komplexu pro nepiimou detekci tebukonazolu v pfitomnosti téchto ionti.
2. Teoreticka cast

2.1. Fungicidy

Fungicidy jsou specificky typ pesticidl, které zabranuji vzniku onemocnéni zpiisobené
houbami [1]. Jsou to pfipravky uzivané v zemédélstvi a zahradnictvi slouzici predevSim
k ochrané obili béhem skladovéni, zralych plodin, sazenic, kvétin a travy. Ro¢né je na celém
svété pouzito priblizné 225 milionil kilograml fungicida (ddaj z roku 2013) [2]. Tyto latky
mohou byt rozdéleny podle mista ucinku v rostlin€, mechanismu u¢inku, rozsahu ptisobeni nebo

chemické funkéni skupiny [3].

Nejdtive byly vyvijeny fungicidy anorganické, na bazi siry nebo kovl (méd, cin,
kadmium, rtut’), které jsou pro plisné toxické. V soucasné dob€ jsou nejvice vyvijené, a tedy 1
pouzivané fungicidy organické, kam patii mnoho fungicidl s riznymi funkénimi skupinami.

Jednou z ze skupin organickych fungicidii jsou také azoly.

Azoly jsou syntetické slouceniny, které se kromeé zeméd¢€lstvi pouZivaji 1 ve
farmaceutickém primyslu na 1écbu mykdznich onemocnéni. Jsou déle déleny na triazoly a

imidazoly podle poctu dusiku v péti¢lenném kruhu [1].

2.2. Triazolové fungicidy

Triazoly jsou skupina organickych heterocyklickych slouc¢enin obsahujici pétiClenny

nenasyceny kruh s dvéma atomy uhliku a tfemi atomy dusiku [4].

Mechanismus ucinku triazolovych fungicidl spociva v inhibici biosyntézy ergosterolu.
Cl4-a-demethylaza katalyzujici pfeménu lanosterolu na ergosterol je zavisla na plisobeni
fungélniho cytochromu P450. Triazol se vaze na koenzym—hem cytochromu P450 a blokuje

jeho katalytickou funkei [5]. Ergosterol je slozka bunééné membrany hub, slouZici ke stejné
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funkci jako cholesterol v zivoc¢isnych buiikach, a je nezbytny k udrZeni celistvosti stény bunck

hub [6].

Triazolova rezidua nebo jejich metabolity se mohou vyskytovat v Zivotnim prostiedi a
mohou byt obsazeny v jidle nebo pitné vodé [1]. Mezi bézné triazolové fungicidy patii

napftiklad tebukonazol, difenoconazol nebo triticonazol.

2.3. Tebukonazol

CH,
H,C CH;

OH
Cl

Obr.1 Strukturni vzorec tebukonazolu

Tebukonazol, (RS)-1-(4-chlorofenyl)-4,4-dimetyl-3-(1,2,4-triazol-1-ylmetyl) pentan-3
-ol, s CAS oznacenim 107-534-96-3, je Sirokospektralni fungicid pouZivany jako ochrana osiva
proti celé fad€é chorob (snét, pliseni, rez) [7], a dalSich polnich plodin. Strukturni vzorec této

latky je na obr. 1.

Ma systémovy protektivni, kurativni a eradikativni u¢inek, a jako ostatni triazolové

fungicidy naruSuje funkci membrany inhibici biosyntézy sterold [8].

Z fyzikélné-chemického hlediska je to bezbarva krystalicka latka s teplotou tani
104 °C [9]. Molekulova hmotnost tebukonazolu je 307,82 g mol™!. Je velmi dobie rozpustny

v organickych rozpoustédlech a mélo rozpustny ve vod¢ jak dokumentuji udaje v tab.1 [8].



Tab. 1 Rozpustnost tebukonazolu pii 20 °C [8].

rozpoustédlo Rozpustnost (g 1) Rozpustnost (umol 1)
Voda 0,036 0,11
Dichlormethan 200 650
Toluen 57 185
Oktanol 96 311

2.4, Vliv tebukonazolu na zivotni prostredi a toxicita

Aplikace zeméd¢lskych pesticidi mize mit Skodlivy nebo toxicky ucinek na organismy
vystavené pusobeni téchto sloucenin, zejména v okoli vodnich ploch s citlivymi a pivodnimi

organismy, nebo kriticky ohroZzenymi druhy [10].

Vedle volné zijicich zivocichii predstavuji jeho rezidua také riziko pro pfitomné
plodiny. Vliv na absorpci, mobilitu a setrvani tebukonazolu v ptidé€ je dan obsahem mineralnich
a organickych latek v ni. M¢l by se tedy aplikovat podle jejich fyzikéaln¢-chemickych vlastnosti.
Klimatické podminky jednotlivych regionti mohou tedy ovliviilovat chovani tebukonazolu

v padeé [11].

Tebukonazol miiZe zistat v Zivotnim prostfedi velmi dlouho dobu, a v zavislosti na jeho
mnozstvi pii aplikaci a dalSich faktorech je poloc¢as jeho rozpadu v ptid€ 40 — 170 dni [12].
Mezi hlavni piidni degradacni produkty fungicidii obsahujici triazolovy kruh patfi triazolalanin,
hydroxytriazol, kyselina triazol mlécna, kyselina triazol octova a kyselina triazol pyrohroznova

[13].

Podle americké Agentury pro ochranu Zivotniho prostfedi (Environmental Protection

Agency, EPA) je klasifikovan jako mozny lidsky karcinogen [14].

U lidi snizuje Zivotaschopnost bun€k, narusuje normalni bunécény cyklus a vyvolava
apoptdzu v placentarnich bunikach trofoblastu [15]. U zivo€ichl vykazuje kumulativni toxicky
ucinek a je pravdépodobné pficinou chronickych otrav zapfi¢inénych jeho vysokou

fotochemickou stabilitou a nizkou biodegradaci [16].

Je toxicky pro ryby a dal$i vodni organismy, a mize vyvolat dlouhodoby neptiznivy
ucinek na vodni prostfedi [17]. Vysledky ptedchozich studii totiz ukazuji, Ze je toxicky jako
10



thyroidni endokrinni disruptor u ryb. Ovlivituje normalni vyvoj embryi [18] (jeho zpozdéni) a
zpusobuje dalsi neptiznivé ti¢inky na reprodukeci [19]. Z dalsi studie vyplyva, ze vystaveni této
latky na biezi samice potkant zptisobuje neurobehavioralni nedostatky a neuropatologii jejich

plodi [20].
2.5. Tvorby komplexu tebukonazolu s ionty médi

Nekteré fungicidy maji schopnost se v pidé akumulovat a vytvaret s ionty kovl
komplexy, utvareni takovych struktur mize zménit jejich pohyblivost a schopnost proniknout

do biologické membrany [21].

Za pomoci rentgenové krystalografie bylo zjisténo, Ze tebukonazol (teb) vytvaii s
iontem médi v prostfedi octanu komplex [Cu(teb),(CH3C00),]. Atom médi je v tomto
komplexu vazan koordina¢ni vazbou dvéma ligandy tebukonazolu a dvéma ligandy octanu v

protilehlém uspotadani [22].

Dale byly komplexy tebukonazolu sionty médi studovany voltametricky pomoci
DPASV. V prostiedi dusi¢nanu vytvaii tebukonazol komplex typu [Cu(NO3)(teb),]*.
Stabilita tohoto komplexu, kdy méd’ je v oxidacni stupni II+ je vysoka a ma hodnotu f=7,61
[23].

Z dalsi prace vyplyva, Ze tebukonazol miiZze vytvaret komplexy s dimethylformamidem
(DMF) typu [Cu(teb),(SO,)(DMF)] nebo chloristanem typu [Cu(teb),(ClO,),]. Bylo
zjisténo, Ze tyto komplexy maji lepsi antifungalni Gi€inek nez samotny ligand tebukonazolu, coz

ptedurcuje jejich potencialni vyuZiti v oblasti antifungalni ochrany [24].

2.6. Elektrochemické metody stanoveni triazolu a

tebukonazolu

ProtoZe triazolova funkéni skupina v téchto fungicidech neni elektrochemicky aktivni,
oxiduje se, nebo redukuje jind funk¢ni skupina [25]. Naptiklad dalsi triazolovy fungicid
difenoconazol se oxiduje v nékolika krocich zahrnujici pfenos elektronu, adici vody a $tépeni
na hydroxylovy derivat. Ve vodném prostitedi HNO3 poskytuje anodicky signal pii +1750
mV na BDDE [26]. U triazolového 1é¢iva terconazolu se oxiduje piperazinovy kruh, ve vodném
prostiedi BR pufru o pH 7,2 oxidace probiha ve dvou krocich a poskytuje tedy dva anodické
signaly, prvni v rozmezi +550 az 900 mV v zavislosti na druhu pouzité elektrody (GCE nebo

BDDE), druhy pfi pozitivnéj$im signalu, a to +1000 az 1250 mV [25].
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V praci [27] bylo studovéno voltametrické chovani tebukonazolu na BDDE. Bylo
zjisténo, Ze technikou CV v prostiedi 0,1 mol 1! HNOs poskytuje tato latka jeden oxidacni
signal okolo potencidlu +1700 mV po anodické oxidaci povrchu. Technikou DVP bylo na
zéklad¢ testovani vlivu ptedipravy na chovani elektrody zjisténo, Ze jako nejvhodnéjsi
pieduprava se jevi cyklovani v rozsahu potencialti —1000 az 2200 mV. Mechanismus oxidace
je pravdépodobné takovy, ze dochazi k hydroxylaci 4-chlorfenylové skupiny. LOQ
tebukonazolu byl 0,48 umol 1.

V dalsi praci [28] byl tebukonazol stanovovan na rtutovym meniskem modifikované
pevné amalgamové elektrodé (m-CuSAE). Pfi studii se jako nejlepsi zékladni elektrolyt ukéazal
BR pufr s methanolem v poméru 1:1 o pH smési 6,4. Bylo vyuzito komplexace tebukonazolu
s m&di, kdy tento komplex vykazoval pti pouZiti CV jeden katodicky signal pii potencialu —206
mV. LOQ tebukonazolu byl 0,3 umol I\,

V bakalatské praci [29] byl tebukonazol stanovovan nepiimo, kdy se po ptidavcich
tebukonazolu vytvoiil komplex s méd’natymi ionty a byl sledovan pokles signdlu volnych Cu?*
na HMDE pomoci techniky DPASV. Bylo zjisténo, Ze nejvhodné&j$im prostfedim pro analytické
stanoveni je 1 pumol 17 Cu(NOs). v prostfedi 0,01 mol 1! HNO;. LOQ tebukonazolu byl
0,34 umol I''. Tato bakalai'ska prace na tuto praci navazuje, a rozviji moznosti detekce Cu" a

tebukonazolu nové na BDDE jako moderniho elektrodového materialu.

2.7. Borem dopované diamantové elektrody

Diamant je jeden z nejlepSich pfirodnich izolanti. Aby mél vodivé vlastnosti, je nutné
jej dopovat jinymi prvky (nej€astéji se pouziva bor). Potom je pouZitelny pro elektrochemicka

méfeni [30].

BDD filmy se pfipravuji chemickou depozici par (chemical vapor deposition). Pii
depozici téchto filma se pouziva smés methanu a vodiku, za sou¢asného pridavani diboranu
jako zdroje boru za vysokych tlakt a teplot [31]. BDD filmy jsou naneseny na substrat obvykle

tvofeny kfemikem, ale mize byt pouzit i wolfram nebo niob [32].

Mnozstvi nadopovaného boru v kvalitnich diamantovych filmech se pohybuje v rozsahu
od 10'7 do 10! cm™, obsah boru se ale ¢ast&ji vyjadiuje v poméru boru a uhliku (B/C) ve smési
plynt pfi depozici, ktery je v rozmezi 500-10 000 ppm [33]. Obsah boru v BDDE vyznamné
ovlivituje elektrochemické vlastnosti elektrody, citlivost a Sitku linearniho dynamického

rozsahu analytu [34].
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BDDE lze pouzit v celé fad¢ analytickych aplikaci. Disponuji mnoha vynikajicimi
vlastnostmi, které umoziiuji jejich pouziti za extrémnich podminek jako je vysoky tlak a teplota,
v koncentrovanych kyselinach a hydroxidech. Jsou odolné vii¢i mechanickému naméhani,
pritomnosti ultrazvuku nebo laseru. Diky jejich biokompabilité je 1ze pouzit jako biosensor v

zivych tkénich. Pii srovnani s elektrodou ze skleného uhliku (GCE) jsou odolné vici pasivaci

v

Mimo to maji nizky zbytkovy proud [36] a velmi Siroké potencidlové okno ve vodném
prostiedi ve srovnani s konvencnimi elektrodovymi materidly, v€etné téch na bazi uhliku a
kovovych elektrod [37]. Diky Sirokému rozpéti tohoto potencidlového okna lze studovat odezvu

tebukonazolu, ktery se oxiduje pii vysokych potencialech.
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3. Experimentalni ¢ast
3.1. Pouzité chemikalie a priprava roztoku

Me¢éieni byla provadéna s témito latkami o analytické Cistoté: hexakyanozeleznatan
draselny (Lachema), chlorid draselny (Lach-Ner), trihydrat dusi¢nanu méd’natého (Lach-Ner),
kyselina dusi¢nd (65 %, Lach-Ner), kyselina sirova (96 %, Lach-Ner), tebukonazol
(CAS: 107-534-96-3, analyticky standard, Sigma-Aldrich) a acetonitril (Sigma-Aldrich).

Pro ptipravu roztokli byla pouzita deionizovana voda (rezistivita 18,2 MQ-cm, systém

Milli-Q Plus, Millipore, USA).

Byl pfipraven zasobni roztok hexakyanozeleznatanu draselného o koncentraci
0,1 mol I'" a dusi¢nanu mé&d’natého o koncentraci 1-107* mol 1"! rozpusténim piesné navazeného
mnoZstvi v deionizované vodg. Zasobni roztoky tebukonazolu v 0,01 mol I'! kyseling dusi¢né
o koncentraci 1:10° mol I'! a v acetonitrilu o koncentraci 110 mol 1" byly pfipraveny

rozpusténim pfesné navazeného mnozstvi v danych rozpoustédlech.

Déle byly piipraveny roztoky chloridu draselného o koncentraci 0,1 mol 1!, kyseliny

sirové o koncentraci 0,5 mol I'! a kyseliny dusiéné o koncentraci 0,01 mol 1! a 0,1 mol I,

3.2. Aparatura

Voltametrickd méteni byla provadéna na pftistroji Eco-Tribo Polarograf se softwarem
PolarPro, verze 5.1 firmy Polaro-Sensors, Praha, CR. Méfeni byla provadéna v tielektrodovém
uspotfadani. Jako pracovni elektroda byla pouzivana borem dopovana diamantova elektroda
(prmér disku 3 mm, BioLogic, Francie), jako referentni argentchloridova (3 mol 1! KCI, Eco-
Trend Plus, Praha) a jako pomocna platinovy dratek (pramér dratku 0,5 mm, délka dratku 3

mm, Elektrochemické detektory, Turnov).

3.3. Postupy
Pti pouziti cyklické voltametrie (CV) pti charakterizaci elektrody byla pouzita rychlost
skenu 100 mV s™'. Vzdy byly méfeny dva cykly, do grafu byl vybran prvni.

U méfeni kalibraéni zévislosti méd’natych iontdl a médnatych iontl s pfidavky
tebukonazolu byla pouZita diferenéni pulzni voltametrie (DPV) s nasledujicimi parametry:

rychlost skenu 20 mV s™!, vyska pulzu —50 mV, $itka pulzu 100 ms. Pied kazdym méfenim byla
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elektroda anodicky aktivovana 0,5 mol 1! H2SO4 po dobu deseti minut pti 2400 mV. Kazda

série mefeni byla provedena v péti opakovanich. Z téchto péti opakovani byl vybran median.

Pii cyklické voltametrii tebukonazolu byla pouzita rychlost skenu 100 mV s™!. Do grafu
byl vybran prvni ze dvou métenych cyklid. U méteni tebukonazolu s pridavky méd’natych iontd
byla opét pouzita diferen¢ni pulzni voltametrie s nasledujicimi parametry: rychlost skenu
40 mVs'!, vyska pulzu 50 mV, §ifka pulzu 40 ms, prevzatych z [27]. Na zadatku kazdého méfeni
byla BDDE aktivovana 20 cyklickymi voltamogramy v 0,1 mol 1! kyseliné dusiéné pii
pocatecnim potencialu —1000 mV, konecném potencialu +2200 mV a rychlosti skenu
100 mV s!'. U DPV byla kazda série provedena v deseti opakovani. Z téchto deseti opakovani

bylo prvnich pét méteni vylouceno a byl vybran medidn z poslednich péti méfeni.

Pti méfeni, kde je uvedena uprava povrchu elektrody lesténim, byla BDD elektroda
lesténa pred kazdym méfenim suspenzi oxidu hlinitého (aluminy) po dobu péti minut. Poté byla

vzdy oplachnuta deionizovanou vodou.

3.4. Vyhodnoceni vysledki

K vyhodnoceni dat a grafi byly pouzity programy Microsoft Excel (Microsoft
Corporation, USA), OriginPro 2016 (OriginLab, USA). V programu PolarPro 5.1 byla ziskana

vyska piku, Ip od spojnice minim po stranach piku.

Mez stanovitelnosti, LOQ byla pro nejniz$i méfené koncentrace (0,1 umol 1) ziskana
z desetinasobku smérodatné odchylky patnacti méteni a vydélenim smérnici kalibra¢ni pfimky.
Chybové usecky v bodovych zavislostech odpovidaji intervalu spolehlivosti na hlading
vyznamnosti 0,95. Chybové intervaly parametri ziskanych linearnich zavislosti odpovidaji
smérodatnym odchylkam ziskanych programem OriginPro. Relativni smérodatna odchylka

(RSD) byla vypoctena v programu Microsoft Excel.
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4. Vysledky a diskuze
4.1. Vliv predupravy BDDE na elektrochemické chovani

Charakterizace BDD elektrody byla provadéna 1-10* mol 1! hexakyanoZeleznatanem
draselnym v 0,1 mol 1" KCI, ktery pii pouziti cyklické voltametrie poskytuje oxidaéni i

redukéni signdl kolem potencidlu +200 mV.

Byl sledovan vliv pfedipravy BDD elektrody na rozdil potencidlit ptfi vrcholech
anodického a katodického piku. Jako pteduiprava bylo zvoleno lesténi povrchu elektrody
suspenzi oxidu hlinitého a anodické aktivace. Na obr. 4.1 je znazornén CV nové BDDE bez

jakékoliv predipravy, u které se predpoklada H terminace povrchu [38].

Pro reverzibilni systém by mél mit rozdil potenciali pfi vrcholech anodického a
katodického proudu piku hodnotu 59 mV. Hodnoty rozdilu pro neupravené a upravené

elektrody jsou zaznamenany v tab. 2.

Jak je vidét z obr. 4.2, pfi pétiminutovém leSténi BDD elektrody suspenzi oxidu
hlinitého se zrychluje kinetika pfenosu elektronti, hodnota 4E byla 66 mV. Anodicka aktivace,
jak ukazuje obr. 4.3, quasi-reverzibilni elektrochemické chovani vyrazné zhorSuje (AE 609

mV).

Elektrochemické chovani BDD elektrody je shodné stim, co je popsdno v
literatute [39], pti kazdé z téchto dvou preduprav se elektroda chova jinak a pfi aplikaci je nutné
brat v potaz typ analytu. Obecné pfediprava povrchu elektrody, at’ uz lesténim nebo anodickou
aktivaci, slouzi jako ochrana pted pasivaci a k odstranéni necistot na povrchu elektrody, ¢imz

dochazi ke zvySeni jeji citlivosti a opakovatelnosti signalu.
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Obr. 4.1 Cyklicky voltamogram 1-10* mol 1" hexakyanoZeleznatanu draselného v 0,1 mol 1!

KCl. Zékladni elektrolyt je zndzornén piferuSovanou carou. Méfeno na BDDE bez upravy

elektrody. Rychlost skenu 100 mV s,

I, nA
1000
0 e _‘:‘
-1000
-2000 L : L :
0 500 1000
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Obr. 4.2 Cyklicky voltamogram 1:10 mol I'" hexakyanoZeleznatanu draselného v 0,1 mol I'!
KCl. Zékladni elektrolyt je znazornén pieruSovanou carou. Mefeno na BDDE po

pétiminutovém lesténi elektrody suspenzi oxidu hlinitého. Rychlost skenu 100 mV s™..
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Obr. 4.3 Cyklicky voltamogram 1:10 mol 1" hexakyanoZeleznatanu draselného v 0,1 mol 1!

KCl. Zakladni elektrolyt je zndzornén pieruSovanou carou. Meéfeno na BDDE po

desetiminutové aktivaci elektrody H>SOs pii + 2400 mV. Rychlost skenu 100 mV s™!.

Tab. 2 Rozdily potenciald pii vrcholech anodického a katodického piku 4E 1-10* mol I'!

hexakyanoZzeleznatanu draselného v 0,1 mol 1" KCIl pii rliznych piedupravach povrchu

elektrody.
Uprava elektrody AE (mV)
Bez upravy 75
Lesténi suspenzi oxidu 66
hlinitého
Anodické aktivace 609

4.2. Stanoveni méd’'natych ionti na BDDE

Jelikoz tebukonazol vytvaii s méd’natymi ionty komplex (jak je popsano v kapitole 2.5),
bylo nutné najit vhodné podminky pro stanoveni Cu?>* na BDDE, kvili moZnému nepiimému

stanoveni tebukonazolu.

Z préace [29] byly ptfevzaty podminky techniky DPASV na HMDE pro naméfeni

kalibra¢ni zavislosti Cu®" a ty nasledné modifikovany. Pro tyto podminky (doba akumulace
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90 s a potencial akumulace —300 mV) a anodické aktivaci elektrody H»>SOs4 v rozsahu
koncentraci 1-10 pmol 1! Cu(NOs)2 signal nebyl stabilni, a kalibra¢ni zavislost se nepodafilo
naméfit s pfiméfenou opakovatelnosti. Pro koncentraci 10 umol I'' Cu(NOs), byla vypoétena

RSD jako 40,6 %, signal s kazdym dal§im naslednym métenim stoupal.

Poté byl sledovén vliv doby akumulace (10, 30, 60, 120, 240 s) a potencialu akumulace
(=100, —200, —400, =500 mV). Ani pfi optimalizaci téchto podminek nebyl ziskan stabilni
signal, zfejmé vlivem interakce povrchu elektrody s Cu?’, nebo nedostate¢né stability

vylougenych Cu®* na povrchu BDDE.

Stabilni a opakovatelné vysky piki byly nalezeny aZ pfi ptimé redukci méd’natych iont
s pouzitim techniky DPV po pfedchozi anodické aktivaci elektrody H2SOs. Mé&d'naté ionty
poskytovaly signal v katodické oblasti pii potencialu —50 mV. Kromé¢ této aktivace bylo jeste
vyzkouseno lesténi BDD elektrody na aluminé. Oproti anodické aktivaci byla ziskana vyrazné
mensi odezva a signdl se posouval k zapornéjsim hodnotdm potencialu. Mensi odezva by mohla
souviset s tim, Ze leStény povrch elektrody je vice hydrofobni nez zaporné nabity po anodické
aktivaci. Porovnani odezvy 10 pmol I'' Cu(NOs): na lesténém a aktivovaném povrchu BDDE

jenaobr. 4.4.

Naobr. 4.4 a 4.6 je vidét pii potencidlech mensich nez —200 mV dalsi signal, ktery mize
byt ovlivnén ptitomnosti kysliku, protoZe roztok nebyl probublavan plynnym dusikem. Jelikoz

médnaté ionty maji odezvu pii vysSim potencidlu nebyla vénovana tomuto signalu pozornost.

Pomoci DPV byla naméfena kalibra¢ni zavislost koncentrace Cu** v roztoku Cu(NOs),
v 0,01 mol I'' HNOs v rozsahu koncentraci 0,1-10 umol I"'. Opakovatelnost méfeni pro nejvyssi
koncentraci, tj. 10 pmol I'! pro pét po sob& jdoucich méfeni je uvedena na obr. 4.5, RSD pro
tuto koncentraci byla 0,24 %. Voltamogramy a kalibra¢ni zavislosti téchto méfeni jsou uvedeny
opakovanych méfeni vypodétena mez stanovitelnosti (LOQ) jako 0,087 pmol 1. Dalgi parametry

kalibra¢nich zavislosti jsou uvedeny v tab. 3.
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Obr. 4.4 DP voltamogramy 10 pmol 1" Cu(NOs), v 0,01 mol 1! HNOs po desetiminutové
anodické aktivaci BDD elektrody (A) a po pétiminutovém lesténi povrchu BDD elektrody

aluminou (B). Zakladni elektrolyt je znazornén pieruSovanou carou.

-750 F
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-250 |
O 1 1 1 1 1
0 1 2 3 4 5 6

Obr. 4.5 Zavislost vysky proudu piku 10 umol 1! Cu(NOs): pfi péti po sobé jdoucich méfenti.
Z4kladni elektrolyt 0,01 mol I HNO3, méfeno na BDDE po desetiminutové anodické aktivaci.
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Obr. 4.6 (a) DP voltamogramy 1-10 pmol I'! Cu(NOs)2 v 0,01 mol I'! HNO3; méfené na BDDE.

Koncentrace Cu(NO3), v umol 1! je uvedena u kazdé kiivky. Zakladni elektrolyt je znidzornén
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pteruSovanou ¢arou. (b) Zéavislost vysky proudu piku na koncentraci Cu(NO3)s.
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Co 10" mol.l

200

Obr. 4.7 (a) DP voltamogramy 0,1—1 pmol I Cu(NOs), v 0,01 mol I'! HNO3 méfené na BDDE.

Koncentrace Cu(NO3)2 v umol 1! je uvedena u kazdé kfivky. Zakladni elektrolyt je zndzornén

-200
E, mV

prerusovanou Carou. (b) Zavislost vysky proudu piku na koncentraci Cu(NO3)a.
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Tab. 3 Parametry kalibracni pfimek pro stanoveni Cu(NOs3)> technikou DPV na BDDE v
prosttedi 0,01 mo I HNO:;.

Koncentrace Smérnice Usek (nA) Korelacni LOQ (pmol I'Y)
Cu(NO3)2 (umol I'') | (nA-pmol'-1) koeficient
1-10 -57,6 £1,0 -26,6 £ 6,4 0,9988
0,1-1 ~71+0,88 -0,011+£0,53 0,9993 0,087

4.3. Voltametrie médnatych iontl s pridavky tebukonazolu

Po ziskani kalibracni zavislosti méd’natych ionti (kapitola 4.2), bylo za stejnych
podminek pomoci DPV testovdno nepiimé stanoveni tebukonazolu v pfitomnosti konstantni
koncentrace Cu(NO3)2, kdy se sledoval pokles signdlu volnych méd’natych iontd, diky jejich
komplexaci s tebukonazolem. Parametry metody DPV a pfeduprava BDDE (anodické aktivace)
byly totozné.

Nejprve byl testovan vliv odezvy 1 pmol 1" Cu(NOs), v pfitomnosti 10 pmol I'!
tebukonazolu v zavislosti na dobé od ptipravy roztoku. Tento roztok byl po smichani méten
okamzité, po hodiné, 24 a 72 hodinach. Nebyla pozorovdna zaddnd vyznamnéjs$i zména.

Rovnovéha tvorby komplexu tebukonazolu a Cu®" je tedy dostate¢né rychla.

Nésledné byla ovéfovana tvorba komplexu tebukonazolu s méd’natymi ionty. Byla
méiena odezva Cu?*, pii konstantni koncentraci tebukonazolu (10 pmol 1) v 0,01 mol I HNO3
jako zakladnim elektrolytu, opét po predchozi anodické aktivaci H2SO4. Pfidavky byly 0,5; 1;
2 a4 mol I'! Cu(NOs).. Voltamogramy a zavislosti vy$ky proudu piku na piidavku Cu(NO3)>
jsou na obr. 4.8. RSD pro koncentraci 4 umol 1! Cu(NOs), byla 2,31 %. Podafilo se namé&fit
kalibracni zavislost, jeji parametry jsou uvedeny v tab. 4. Smérnice ziskané kalibra¢ni zavislosti
0,54 pumol 1! Cu(NOs), v piitomnosti 10 pmol 17! tebukonazolu (tab. 4) ma t¥ikrat mensi
hodnotu nez smérnice kalibraéni zavislosti 1-10 mol I Cu(NOs), bez piidavku tebukonazolu
(tab. 3). Signal volnych Cu?* se tedy s pfitomnosti tebukonazolu snizuje, coz dokazuje tvorbu

komplexu tebukonazolu s Cu®* a to, ze komplex neni elektrochemicky aktivni.

Poté bylo testovdno nepiimé stanoveni tebukonazolu v pfitomnosti konstantni
koncentrace Cu(NOs)2, kdy se sledoval pokles signalu volnych Cu®". P#i méfeni 10 pmol 1!
Cu(NOs)2 po piidavcich 1-10 mol 1! tebukonazolu, se linearni kalibraéni zavislost podafilo
naméfit vrozsahu 2-10 pmol 1! tebukonazolu. Voltamogramy a kalibraéni zavislost

tebukonazolu v rozmezi 2—-10 umol 1" v p¥itomnosti 10 umol 1" Cu(NOs), jsou na obr. 4.9.
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Parametry kalibracni zavislosti jsou v tab. 5. RSD pro nejvyssi koncentraci tebukonazolu 10

umol 1" byla 5,00 % a pro nejniz§i koncentraci kalibra¢ni zavislosti 2 umol 1" tebukonazolu

byla 2,37 %.

Poté byla vyzkouSena o jeden ¥ad nizsi koncentrace Cu(NOs).. Byl méfen 1 pmol 1!
Cu(NOs), po piidaveich 0,5; 1; 1,5; 2; 4; 6; 8; 10; 20; 40; 60; 80 a 100 pmol 1! tebukonazolu v
0,01 mol I HNOjs jako zakladnim elektrolytu. RSD pro nejvyssi koncentraci tebukonazolu, tj.
100 pmol 1! byla 2,28 %.

Byly ziskdany dvé linearni kalibraéni zavislosti vrozsahu 2-10 pmol 1! a
10-100 pumol 1! tebukonazolu. Na obr. 4.10 jsou voltamogramy a kalibratni zavislost
tebukonazolu v rozmezi 2-10 umol 1! v pfitomnosti 1 umol I Cu(NOs),, na obr. 4.11
voltamogramy a kalibra¢ni zavislost tebukonazolu v rozmezi 10-100 pmol I v piitomnosti

1 umol I'! Cu(NOs),. Parametry ziskanych kalibraéni zavislosti jsou v tab. 6.

Z vy$e uvedenych vysledkd vyplyva, Ze v piitomnosti 10 umol I'! Cu(NO3), lze zmétit
tebukonazol teprve od 2 pmol 1"'. U malych koncentraci tebukonazolu (0,52 umol I'') nelze
v pfitomnosti 1 pumol 1" Cu(NOs), kalibraéni zavislost naméfit. Dale Ize v piitomnosti
1 umol 1! Cu(NO3), stanovit tebukonazol az do koncentrace 100 pmol I"!. Sledovani signélu
volnych Cu?*" miZe byt vyuzito k nepfimému stanoveni tebukonazolu, pokud ve vzorku

nebudou piitomny dal$i latky interagujici s Cu®*.
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Obr. 4.8 (a) DP voltamogramy 0,54 umol 1! Cu(NOs), v prostiedi obsahujici konstantni

koncentraci tebukonazolu (10 pmol 1Y) v 0,01 mol I'! HNO;. Koncentrace Cu(NO3): je uveden

v umol 1'! u kazdé kiivky. Zakladni elektrolyt je znidzornén pferusovanou ¢arou. Méfeno na

BDDE. (b) Zavislost vysky proudu piku na koncentraci Cu(NO3)s.

Tab. 4 Parametry kalibraéni piimky stanoveni Cu(NOs), v piitomnosti 10 pmol I’

tebukonazolu technikou DPV na BDDE v prostedi 0,01 mol I HNOs.

Koncentrace Cu(NO3)2 Smérnice Usek (nA) Korelacni koeficient
(umol 1) (nA-pmol-1)
0,54 ~17,4+ 1,56 1,41+ 2,69 0,9843
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Obr. 4.9 (a) DP voltamogramy 10 pmol 1! Cu(NO3)2 v 0,01 mol 1" HNO; po piidavcich

1-10 umol I"! tebukonazolu rozpusténého v zakladnim elektrolytu. Koncentrace tebukonazolu

je v umol I'! uvedena u kazdé ktivky. Zakladni elektrolyt je zndzornén pierugovanou ¢arou.

Me¢éteno na BDDE. (b) Zavislost vySky proudu piku na koncentraci tebukonazolu.

Tab. 5 Parametry kalibra¢ni piimky stanoveni 10 pmol 1! Cu(NOs): po piidavcich

1-10 umol™! tebukonazolu technikou DPV na BDDE v prostiedi 0,01 mol 1! HNO:s.

Koncentrace Smérnice Usek (nA) Korelacni koeficient
tebukonazolu (pmol I') (nA-pmol'-1)
2-10 11,2+0,75 -392+6,2 0,9932
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Obr. 4.10 (a) DP voltamogramy 1 pmol I'! Cu(NOs), v 0,01 mol I'' HNOs po piidavcich 0,5
10 pumol I'! tebukonazolu rozpusténého v zakladnim elektrolytu. Koncentrace tebukonazolu je
v umol 1" uvedena u kazdé kiivky. Zakladni elektrolyt je zndzornén pieruSovanou &arou.

Me¢éteno na BDDE. (b) Zavislost vySky proudu piku na koncentraci tebukonazolu.
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Obr. 4.11 (a) DP voltamogramy 1 pmol 1! Cu(NOs)2 v 0,01 mol I'' HNOs po ptidavcich 10—
100 umol 1" tebukonazolu rozpusténého v zakladnim elektrolytu. Koncentrace tebukonazolu je

v umol 1" uvedena u kazdé kiivky. Zakladni elektrolyt je zndzornén pieruSovanou &arou.

Me¢éteno na BDDE. (b) Zavislost vySky proudu piku na koncentraci tebukonazolu

Tab. 6 Parametry kalibra¢ni ptimky stanoveni 1 umol I'" Cu(NOs), po piidavcich 1-10 umol!
tebukonazolu technikou DPV na BDDE v prostedi 0,01 mol I HNOs.

Koncentrace Smérnice Usek (nA) Korelacni
tebukonazolu (pumol 1) (nA-pmol 1) koeficient
2-10 2,59+0,328 —68,1+2,69 0,9767
10-100 0,32+0,012 72,1+ 0,84 0,9966

27



4.4, Cyklicka voltametrie tebukonazolu

Z diive publikované studie [27] byly pievzaty podminky a provedena CV 10 umol 1!
tebukonazolu rozpusténém v acetonitrilu na BDDE. Jako zakladni elektrolyt slouzila
0,1 mol I'" HNO;. BDDE byla jest¢ pfed timto méfenim aktivovana 20 cyklickymi
voltamogramy v zakladnim elektrolytu v rozsahu potencialit —1000 az +2200mV. Tento postup
byl ovéfen a tebukonazol, jak je znadzornéno na obr. 4.12, vykazoval jeden oxidacni pik pfi

kladném potencialu +1600 mV.

2000
I, nA

1000

0 . 1 .

1000 1500 2000
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Obr. 4.12 Cyklicky voltamogram 10 pmol 1" tebukonazolu rozpu$téném v acetonitrilu

(cacn=0,2 mol I'!, 1 obj. %). Zéakladni elektrolyt (0,01 mol I HNO3) je znazornén prerusovanou

carou. Méfeno na BDDE. Zobrazen je vyiez anodického skenu.

Jelikoz podle studie [40] vytvaii acetonitril s Cu®* komplex, neni ho mozné pouzit jako
rozpoustédlo pro nepiimé stanoveni tebukonazolu po ptidavcich Cu®*. Na zakladé predchozi
prace [29] byl 10 umol 1! tebukonazol rozpustén v zékladni elektrolytu, tedy 0,01 mol 1!
HNOs. BDDE byla opét aktivovéna 20 cykly CV v 0,1 mol 1" HNOs. V tomto ptipadé se
tebukonazol oxidoval pfi mensim potencidlu, a to +1550 mV. Z obr. 4.13 je vidét, Ze byla

ziskdna mensi odezva nez v predchozim méfent.
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Obr. 4.13 Cyklicky voltamogram 10 pmol 1! tebukonazolu rozpusténém v 0,01 mol I'! HNO3.

Zakladni elektrolyt (0,01 mol I'' HNOs) je zndzornén prerusovanou ¢arou. Méfeno na BDDE.

Zobrazen je vytez anodického skenu.

4.5. Diferenc¢ni pulzni voltametrie tebukonazolu

Byly ptevzaty podminky DPV pro stanoveni tebukonazolu na BDDE [29]. Po pfedchozi
aktivaci elektrody cyklovanim (20 cykly CV v 0,1 mol 1! HNO;) byl pozorovan signal
10 umol I'! tebukonazolu v 0,01 mol I HNO3. Tento signal klesal, az se po deseti opakovanych

méfeni usadil na stabilni hodnoté.

Na zakladé zjisténi z kapitoly 4.1, byl testovan vliv odezvy tebukonazolu po
predchozim lesténi BDD elektrody aluminou. Srovnani odezvy 10 umol 1" tebukonazolu v
0,01 mol I'! HNO; po cyklovani a lesténi je na obr. 4.14. Z tohoto grafu je patrné, Ze pii lesténi
se zkracuje potencidlové okno BDD elektrody a vzhledem k tomu, Ze oxidace tebukonazolu
probiha pfi relativné vysokém potencidlu, a to +1550 mV, neni mozné jeho signal na lesténém

povrchu zachytit.

Nasledné¢ byl ovétovan vliv piidavku Cu(NO3)2 na signél tebukonazolu. Byl méfen 10
umol 1! tebukonazol po ptidavcich 0,5; 1; 2 a 4 umol 1! Cu(NOs)2 v 0,01 mol I'! HNO;3 po
piedchozi aktivaci cyklovanim v 0,1 mol 1! HNOs. Voltamogramy a zavislost vysky proudu

piku tebukonazolu na piidavku Cu(NO3), jsou na obr. 4.15. Signal opét klesal, pro 10 pmol 1!
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tebukonazol byla RSD po vyloudeni prvnich péti méfeni 18,7 %. Po pfiddni Cu®" signél
prechazel k pozitivnéj§im hodnotdm potencidlu, vznikly komplex se tedy hife oxiduje a

komplikuje pfimé stanoveni tebukonazolu, a neni z analytického hlediska pifinosny.

I nA 500

250

0 . 1 .
1000 1500 2000

E, mV
Obr. 4.14 DP voltamogramy 10 pmol I' tebukonazolu v 0,01 mol I'" HNO; po
pétiminutovém lesténi na aluminé (A) a cyklovéani (20 cykli CV) (B) v 0,1 mol I HNO;
BDD elektrody. Zakladni elektrolyt u vylesténé elektrody je zndzornén teckovanou ¢arou a

u elektrody po cyklovani pteruSovanou carou.
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Obr. 4.15 (a) DP voltamogramy 10 umol 1! tebukonazolu v 0,01 mol I'' HNOs po ptidavcich
0,54 pmol I'! Cu(NOs),, koncentrace Cu(NO3)2 v umol 1! je uvedena u kazdé kiivky. Mé&feno
na BDDE. Zakladni elektrolyt je zndzornén pterusovanou carou. (b) Zavislost proudu vysky

piku na koncentraci Cu(NO3)s.
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5. Zaver

V této praci byly zkoumany elektrochemické vlastnosti tebukonazolu a jeho
komplexace s méd’natymi ionty pomoci voltametrickych technik, cyklické a diferenéni pulzni

voltametrie na borem dopované diamantové elektrod¢.

Pro stanoveni médnatych ionti na BDDE byly optimalizovany podminky
v koncentraénim fadu 0,1-10 umol I v 0,01 mol 1! HNO3, kvili moznému nepfimému
stanoveni tebukonazolu pomoci téchto iontii. Jako nejlepsi se pro detekci Cu®* jevi anodicka

aktivace pracovni elektrody, pfi pouziti lesténi se vyrazné zmensoval signal Cu?".

Pfi méfeni iontl Cu®" s ptidavkem tebukonazolu bylo zjisténo, ze komplex vznika
okamzit¢ po smichani roztoku, pfi méfeni v delSim casovém horizontu od ptidavku nebyly
pozorovany vyrazn¢j$i zmény voltametrickych signalti. Pfi ptidavku tebukonazolu do roztoku
o konstantni koncentraci Cu®" byl pozorovidn pokles signalu médnatych iontd, linearni
kalibra¢ni zavislost se podaiilo naméfit v koncentraénim rozmezi 2—10 umol 1" tebukonazolu
v piitomnosti 10 pmol 1! Cu(NOs), a vkoncentraénim rozmezi 2-10 pmol 1! a

10-100 pumol I'! tebukonazolu v p¥itomnosti 1 umol I Cu(NO3)..

Za pomoci cyklické voltametrie bylo ovéfeno, ze tebukonazol rozpustény v
0,01 mol 1! HNOs se na BDDE oxiduje pii vysokém kladném potencidlu, a to +1550 mV. Pii
pouziti lesténi jako predupravy elektrody se vyrazn€ zmensuje potencidlové okno a tebukonazol
tak nelze detekovat. Drive publikované podminky byly modifikovany pro stanoveni
tebukonazolu v piitomnosti acetonitrilu, ktery vadi pfi sledovani volnych Cu®*. S pfidavky Cu**
v 0,01 mol 1! HNO; jako zékladnim elektrolytu signél tebukonazolu klesal a posouval se ke

vy$§im hodnotam potencidlu.
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