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Souhrn

Diplomova prace se zabyva studiem elektrochemické redukce insekticidu imidaclopridu.
Metodou tast polarografie a cyklické voltametrie na rtutové elektrodé byl studovan
mechanismus redukce imidaclopridu. Nésledné byly hleddny optimélni podminky pro analyzu
imidaclopridu metodou diferen¢né pulsni voltametrie na tfech riznych elektrodach — visici
rtutové kapkové elektrod¢, rtutové filmové elektrod¢ a elektrod¢ ze skelného uhliku. Ziskané
poznatky byly aplikovany na analyzu redlnych vzorkt. Byla provedena elektrolyza roztoku
imidaclopridu na velkoplosné rtutové elektrodé¢ za konstantniho potencidlu a vzniklé
produkty byly studovany pomoci hmotnostni spektrometrie. Na zdkladé hmotnostnich spekter

byla navrzena struktura produkta elektrochemické redukce imidaclopridu.

Klicova slova: Imidacloprid, neonikotinoidové insekticidy, tast polarografie, cyklicka
voltametrie, diferen¢né pulsni voltametrie, rtutovd elektroda, rtutovad filmova elektroda,

elektroda ze skelného uhliku.



Summary

Diploma thesis deals with the study of electrochemical reduction of insecticide imidacloprid.
Mechanism of reduction of imidacloprid was studied with tast polarography and cyclic
voltammetry. Next, suitable conditions for analysis of imidacloprid with differential pulse
voltammetry on three different electrodes — hanging mercury drop electrode, mercury film
electrode and glassy carbon electrode — were investigated. Optimal conditions were applied
for analysis of real samples. The electrolysis of imidacloprid solution on mercury pool
electrode was performed and electrolytic products were studied with mass spectrometry.
Based on the mass spectra, the structure of products from electrochemical reduction of

imidacloprid was proposed.

Keywords: Imidacloprid, neonicotinoid insecticides, tast polarography, cyclic voltammetry,
differential pulse voltammetry, mercury electrode, mercury film electrode, glassy carbon

electrode.
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1 Uvod

Imidacloprid ~ (IMI, 1-(6-chlor-3-pyridylmethyl)-N-nitroimidazolidin-2-ylidenamin,
Obr. 1) je insekticid ze skupiny neonikotinoidii, které piisobi toxicky na nervovou soustavu
hmyzu. Mezi jejich vyhody patii vysoka selektivita pro hmyz, tzn. nejsou piili§ toxické pro
obratlovce veetné€ ¢lovéka. Piesto maji vyznamny negativni dopad na Zivotni prostiedi.

Hlavnim cilem této prace bylo nalezeni vhodnych podminek pro analyzu IMI riznymi

voltametrickymi technikami a déle studium elektrochemické redukce IMI.

V teoretické Césti je nejprve uveden piehled komeréné pouzivanych neonikotinoidovych
insekticidli, je diskutovdn mechanismus jejich uUCinku na nervovou soustavu a
environmentéalni problémy souvisejici s jejich pouzivanim. Déle jsou popsany fyzikdlni a
chemické vlastnosti IMI a je uvedena reSerSe vybranych védeckych praci zabyvajicich se
analyzou IMI. Stru¢né je popsdna i teorie polarografickych a voltametrickych metod

s w2z

s dirazem na metody a elektrody pouzivané v experimentélni ¢asti prace.

Praktickd C¢4st prace se zabyvad studiem elektrochemické redukce IMI metodou
tast polarografie na kapajici rtutové elektrod¢ (DME) a metodou cyklické voltametrie na
visici rtutové kapkové elektrod¢ (HMDE). Nasledn¢ byly hleddany vhodné podminky pro
analyzu IMI metodou diferen¢né pulsni voltametrie (DPV) na tfech pracovnich elektrodéch:
HMDE, elektrodé ze skelného uhliku (GCE) a rtutové filmové elektrodé (MFE). Ziskané
poznatky byly aplikovany pro analyzu vzorku fi¢ni vody a komer¢niho insekticidniho
pfipravku. Voltametrické metody byly srovnany s referenéni metodou HPLC. Dale byla
pomoci ultrafialové spektrofotometrie studovana stabilita IMI v alkalickém prostredi. Byla
provedena redukce IMI na velkoplo$né rtutové elektrodé a vzniklé produkty byly

analyzovany metodou hmotnostni spektrometrie.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Neonikotinoidy

Neonikotinoidy jsou skupina neuroaktivnich insekticidli, chemicky podobnych nikotinu.
V soucasné dob¢ je na trhu sedm téchto insekticidii: imidacloprid (IMI) a thiacloprid (Bayer
CropScience), thiamethoxam (Syngenta), nitenpyram (Sumitomo Chemical Takeda Agro
Co.), acetamiprid (Nippon Soda), clothianidin (Sumitomo Chemical Takeda Agro Co./Bayer
CropScience) a dinotefuran (Mitsui Chemicals) (Obr. 1).1 Jako prvni byl komer¢né v roce
1991 uveden imidacloprid, ktery je po mnoho let nejprodavangjsim insekticidem na svété.> Po
svém uvedeni neonikotinoidy brzy ziskaly vyznamny podil na trhu s insekticidy. V roce 1990
ve skupin¢ insekticidi dominovaly organofosfaty (43 %), pyrethroidy (18 %) a karbamaty (16
%). V roce 2008 neonikotinoidy zaujimaly 24 % podilu trhu, zejména na dkor organofosfat

(13,6 %) a karbamati (10,8 %)."

Podle jejich struktury lze neonikotinoidové insekticidy rozdé€lit na 3 skupiny:
N-nitroguanidiny (imidacloprid, clothianidin, thiamethoxam, dinotefuran), nitroenaminy
(nitenpyram) a N-kyano-amidiny (acetamiprid, thialcloprid).3 Fyzikdlni vlastnosti
neonikotinoidli udavd Tab. 1. Jejich rozpustnost ve vod¢ se pohybuje vrozmezi 0,185 —
590 g 1", nikotin, od jeho? struktury jsou odvozeny, je svodou neomezené misitelny.’
Zajimavé je srovnani acidobazického chovani neonikotinoidl a nikotinu. pK, nikotinu je 7,9,
pfi fyziologickém pH proto bude pifevazné protonovany. Oproti tomu guanidinovy motiv IMI
ma hodnoty pK, 1,56 a 11,12, ztoho divodu je pii fyziologickém pH jeho molekula
nenabit4.*

Tab. 1: Fyzikdlni vlastnosti neonikotinoidi, hodnoty podle lit.*

Sloucenina M, Rozpustnost ve vodé Log P*
(g1
Acetamiprid 222,7 4,25 0,80
Clothianidin 249,7 0,30-0,34 0,7
Dinotefuran 202,2 54,3 -0,64
Imidacloprid 255,7 0,61 0,57
Nitenpyram 270,7 > 590 - 0,66
Thiacloprid 252,7 0,185 1,26
Thiamethoxam 291,7 4,1 -0,13

* P je distribu¢ni koeficient v systému oktan-1-ol/voda.
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Obr. 1: Strukturni vzorce nikotinu a sedmi komer¢né pouzivanych neonikotinoidovych insekticidd,

podle lit.”



2.1.1 Mechanismus tG¢inku neonikotinoidu

Neonikotinoidy pusobi jako agonisté postsynaptickych nikotinovych acetylcholinovych
receptori  (nAChRs) v nervové soustavé. Pfirozenym agonistou téchto receptort je
acetylcholin (ACh), ktery v nervové soustave zajistuje prenos nervového vzruchu. Pfi ném je
ACh nejprve uvolnén z presynaptické membrany a poté interaguje s vazebnym mistem
komplexu nAChR/iontovy kandl. Nésleduje konformacni zména receptoru, kterd ma za
nasledek tok Na' iontdl z extraceluldrniho prostoru do neuronu a tok K iontli opaénym
smerem. Tim dojde k pfenosu nervového vzruchu (Obr. 2). Schopnost neonikotinoidl vdzat se

Mowe

na dany receptor (nAChR) je pficinou jejich neurotoxicity.6
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Obr. 2: Ptfenos nervového vzruchu pomoci acetylcholinu (ACh) a mechanismus ucinku

neonikotinoidii, prevzato z lit.® a upraveno

K vysvétleni silné vazby neonikotinoidi na nAChR bylo navrZzeno nékolik modela
(Obr. 3). Podle prvniho modelu se neonikotinoidy vdzi na elektronové bohatou ¢ést receptoru
atomem dusiku v poloze 1 (N1) a na vodikovy atom receptoru pies pyridinovy atom dusiku
(vodikova vazba), druhy model predpokladd vazbu neonikotinoidi vodikovym mustkem pies
nitroskupinu (pfip. kyanoskupinu) misto vazby ptes pyridinovy atom dusiku a tfeti model
vazbu pyridinovym dusikem na elektronové bohatou cast receptoru a nitroskupiny pies

vodikovy miistek.’
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Obr. 3: Modely vazby ACh, nikotinu (a) a neonikotinoidd (b) na nAChR, E = NH, N, S nebo CH3,

prevzato z lit.

Ze srovnani toxikologick)’/ch vlastnosti jednotlivych tfid insekticidi (Tab. 2) Vypl)’fvé, 7e

vV

velkou vyhodou spole¢né s pyrethroidy je velkd selektivita vi¢i hmyzu oproti savcim, jak

ukazuji hodnoty LDsy. Vyznamné vyssi toxicita pro hmyz je piipisovana rozdilné struktuie

mezi sav&imi a hmyzimi nAChR receptory.*°
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Tab. 2: Toxikologické tidaje pro jednotlivé tiidy insekticidi, hodnoty podle lit.*

LDsy’ Faktor selektivity
Tfida Log P* Hmyz| Potkan
Neonikotinoidy -0,7az1,3 2 912 456
Organofosfaty 1az5,5 2 67 33
Methylkarbamaty -1az3 2,8 45 16
Organochlorované pest. 5,5az7,5 2,6 230 91
Pyrethroidy 4az9 0,45 2000 4500

* P je distribuéni koeficient v systému oktan-1-ol/voda.
® Hodnoty LDs, jsou geometrické praméry ziskané z velkého souboru dat, u potkant jsou
hodnoty pro peroralni podani, u hmyzu pro topické podani.

2.1.2 Environmentalni problémy

Neonikotinoidy jsou rozpustné ve vod¢ a snadno absorbovatelné rostlinami ptes kofeny i
listy a poté jsou transportovany do dalSich pletiv rostliny. Diky tomu ochranuji vSechny ¢4sti
rostliny. Koncentrace v rostlinnych pletivech a $tdviach mezi 5 a 10 ppb jsou obecné
povazovany za dostateCné na ochranu proti Skodlivému hmyzu. V rozvinutych zemich se
neonikotinoidy pouZzivaji prevazné k chemické tpravé osiva pfed samotnym péstovanim
(hlavné imidacloprid, clothianidin a thiamethoxam). Masivni pouZivani neonikotinoidii vedlo
k odklonu od integrované ochrany proti Skiidcuim (IPM = Integrated Pest Management), podle
které by se mély pesticidy pouZivat jen v piipad¢ nutnosti a nemélo by dochédzet k masivni
aplikaci Sirokospektrych $patné rozloZitelnych slougenin.”

Nejcastéjsi formou aplikace neonikotinoidii je oSetfovani osiva pied vysetim, moZna je i
piima aplikace insekticidu do ptady. V pudé¢ pritomné neonikotinoidy jsou jednak vstiebdvany
rostlinami pfi rstu a zdrovenl dochdzi i k jejich degradaci a splachovani do povrchovych i
podzemnich vod. Presto zlstdvd v pid¢ meéftitelnd koncentrace insekticidi a po nékolikaleté
aplikaci miize dochdzet k jejich akumulaci a postupnému zvySovani koncentrace v pudé.
Degradace neonikotinoidit v pidé¢ i ve vodé probiha vlivem hydrolyzy, fotolyzy i
bakteridlniho rozkladu. Polocas rozkladu zavisi na mnoha faktorech, jako jsou napft. teplota,

pH a vlhkost pudy, expozice sluneénimu zafeni.®

2.1.2.1 Vliv na bezobratlé Zivocichy

Neonikotinoidy vykazuji toxicitu nejen pro hmyzi Sklidce, ale i pro ostatni bezobratlé.
Védecké studie se nejvice vénuji jejich vlivu na hmyzi opylovace — v€elu medonosnou (Apis
mellifera), samotéiské vcely a ¢meldky (Bombus spp.) z divodu jejich velkého vyznamu pro

lidstvo. Produkce 84 % zemé&délskych plodin v Evropé ptimo zavisi na hmyzich opylovacich.
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Pocet a druhova bohatost divoce Zijicich samotéaiskych vcel i pocet jedinci chované vcely
medonosné se vSak sniZuje, proto je veénovana znacnd pozornost ruznym faktorim
ovlivitujicim jejich pocetnost.”

Neonikotinoidy jsou distribuovdny v celém téle rostliny, v€etn€ nektaru a pylu, a takto se
dostavaji do tél vcel a jejich ult. Toxicita neonikotinoidli na opylovace se da rozd¢lit na
akutni letalni toxicitu, chronickou letalni toxicitu a subletdlni toxicitu. Akutni letdlni toxicita
se méii jako pocet mrtvych jedincl po 24 — 48 hod. a poté je spocitana letdlni davka c¢i
koncentrace (hodnota LDsy nebo LCsp). Letdlni toxicita zdvisi na zpiisobu podani, oralni
podani je toxiCtéjsi neZ podani povrchem téla. Hodnoty toxicity se znacné liSi mezi
jednotlivymi studiemi a zaroven jsou velké rozdily mezi studiemi v laboratornich podminkéach
a ve skutecnych podminkdch vcelich dlt. U chronické letdlni toxicity se hodnoti dmrtnost
v del§im Casovém obdobi (n¢kolik t)’/dm‘i).10

Subletdlni toxicita nezpusobuje thyn opylovacii piimo, ale mlize zpusobit jejich thyn
nepiimo, napt. snizenim reprodukcnich schopnosti ¢i schopnosti shanét potravu. Mommaerts
a kol. (2010) studovali vliv IMI, thiamethoxamu a thiaclopridu na ziskdvani potravy u
mikrokolonii ¢meldka (Bombus terrestris). Pokud byla potrava s insekticidem umisténa piimo
v boxu s kolonii ¢meldkt, byla hodnota LCsy pro IMI 59 ppb, kdyZ byla potrava umisténa ve
vedlejSim boxu, hodnota LCsy pro IMI klesla na 20 ppb, tzn. s vét$i vzdalenosti potravy od
hnizda klesala koncentrace LC50.11 Laycock a kol. (2012) studovali vliv IMI na rozmnoZovani

mikrokolonii ¢melakd. Byl pozorovan pokles plodnosti s rostouci koncentraci IMI."?

Neonikotinoidy mtiZou i v nizkych subletdlnich koncentracich sniZovat obranyschopnost
opylovacu vuci parazitim. Pettis a kol. (2012) pozorovali vyssi rast parazita hmyzomorky
(Nosema spp.) u vcel medonosnych (Apis mellifera) vystavenych IMI oproti kontrolnimu

vzorku véel."?

Ekotoxikologické testy a z nich odvozené hodnoty LDsy a LCsy jsou Casto provadény
v laboratornich podminkach na jednu konkrétni latku. V piirod€ jsou vSak opylovaci Casto
vystaveni kombinaci vice rtiznych tiid pesticidi, jejichZ G¢inek se mliZze navzdjem scitat. Gill
a kol. (2012) vystavili ¢meldky (Bombus terrestris) neonikotinoidu (IMI) a pyrethroidu
(y-cyhalothrin) o koncentracich, které se mohou redlné vyskytovat na oSetfovanych rostlinach.
Vystaveni pouze IMI zhorsilo jejich schopnost ziskavat potravu, pokud byly vystaveny navic

Y e

jeste y-cyhalothrinu, imrtnost ¢mel4c¢ich délnic se dédle ZV}’I§ilal.14
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2.1.2.2 Vliv na obratlovce

I kdy?Z je toxicita neonikotinoidd pro obratlovce mnohem niZsi neZ pro bezobratlé, mohou
mit na obratlovce vyznamny negativni vliv. Neonikotinoidy mizou na obratlovce piisobit
piimo svou toxicitou nebo nepiimo, napf. snizenim mnoZstvi potravy. Neonikotinoidy u
obratlovcl zplisobuji zpomaleni ristu, vyvoje a dédle sniZeni schopnosti rozmnoZovat se. U
savcl bylo popsdno niz$i mnoZstvi spermii, vySS$i Cetnost smrti embrya a niZ$i hmotnost
potomku. U ptdkt dochdzi ke ztenceni vajecné skotfdpky, snizuje se schopnost pieziti mlad’at
a objevuji se vyvojové abnormality. U dospélych ptdkli byla popsdna Spatnd koordinace a
neschopnost létat."”> Nejvice ohroZeni akutni otravou neonikotinoidy jsou semenoZravi ptaci,
u kterych hrozi konzumace semen oSetfenych insekticidy. Takto do sebe mohou snadno dostat
letilni ddvku pesticidu.” Nepiimo mohou byt ohroZeni i hmyzoZravi ptici, kterym
neonikotinoidy sniZuji mnozstvi potravy. Hallmann a kol. (2014) popsali korelaci mezi
sniZzenim poctu ptaki a vysokou koncentraci IMI v Holandsku. Jednim z vysvétleni je tibytek

hmyzu, tzn. ptaci potravy, vlivem ML '

2.2 Chemické a fyzikalni vlastnosti imidaclopridu

Imidacloprid je nejvyznamngj$im zdstupcem neonikotinoidovych insekticidd, v roce 2009
byl jeho podil na trhu vrémci této skupiny 42 %.' Cisty IMI je béZovy prasek
charakteristického zdpachu.'” Pfehled vybranych fyzikélnich vlastnosti IMI je v Tab. 3.
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Tab. 3: Fyzikélni vlastnosti IMI, hodnoty podle lit."”

Velic¢ina Hodnota
Rozpustnost ve vodé (pfti 20 °C) 0,61gl*
n-hexan <0,1g It
toluen 0,69gl*
) . ethyl-acetdt 67gl"
Rozpustnost v organickych rozpoustédlech
(pFi 20 °C) acetonitril 50g It
aceton 50g It
dichlormethan 67glt
dimethylsulfoxid >200¢g !
Hustota (pfi 20 °C) 1,41 gcm™
Teplota tani 144 °C

Diferencni termicka analyza: exotermicka
reakce nad 210 °C
Termogravimetrickd analyza: ztrata
hmotnosti nad 230 °C

Teplota rozkladu

Tlak par (pfi 20 °C) 4 -10™ Pa (ziskano extrapolaci)
Henryho konstanta 2 - 10"° Pa m® mol™ (vypocitana)
Rozdélovaci koeficient oktan-1-ol/voda (pfi 21 °C) log P 0,57

2.2.1 Metabolicka preména imidaclopridu

Obr. 4 zobrazuje schematicky metabolickou pfeménu IMI v télech savct (mys) a rostlin
(Spendt). Ze schématu je patrné, Ze metabolismus u rostlin i u savct probihd v prvni fazi
stejné, az ve druhé fazi metabolismu, kdy dochdzi ke konjugaci se sacharidy, jsou produkty
odlisné. U IMI muze dochdazet k redukci nitroskupiny na nitrososkupinu (IMI-NNO) a dédle na
NH skupinu (IMI-NH), nasledn€ u Spenatu dochazi k pfeméné na derivat mocoviny (IMI-
urea), kterd se ddle konjuguje s glukosou (IMI-urea-gluc) a gentibiosou (IMI-urea-gent). Dalsi

moznosti je oxidani metabolismus zavadénim hydroxylovych skupin (IMI-5-OH a IMI-diol),
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IMI-5-OH se poté muZze u Spenitu konjugovat s glukosou (IMI-5-OH-gluc). DalSimi

metabolickymi cestami jsou

(IMI-ole).'®

odstranéni ethylenové skupiny (IMI-de) a dehydrogenace

RSVt S Vs Wi S Uy
No AN N N\'EI,N\H N N Ny
IMI-ole Niyo, IMI-NNO IMI- NH H
(m,s) \ (m, s;T (m,s)

Ch~ Ch

\Ck, m,wmm.. “ “1

E H H Ns AN Ny

If"v'lld -
(m.s) M No, IMI-urea O

'

(s)

l

NN \'/J\/ o
@NEN w NEN“H \T‘@\/NEN-QIUC
. IMI-5- DH NO,
Ir(ﬂrrl1 dslfl NO2 (m.s) IMI-urea-gluc (s)
L gluc i
D D Degen
N en
0 g
IMI-5-OH- NO
gluc (s) 2 IMI-urea-gent (s)

Obr. 4: Schéma metabolickych premén IMI ve $pendtu (s) a mysich (m), pievzato z lit."®

2.2.2 Fotolyticky rozklad imidaclopridu
Homogenni 1 heterogenni fotokatalyticky rozklad IMI studovali Kitsiou a kol. (2009).
Rozklad za heterogenni fotokatalyzy za pomoci TiO; a UV-A zafeni byl zna¢n¢ pomalejsi nez
foto-Fentonova reakce (Fe’*, H,O, a UV-A zédfeni). Vzniklé rozkladné produkty byly
GC-MS  (Obr. 5):

imidazolidinon (1), 6-chlornikotinovad kyselina (2), methylester 6-chlornikotinové kyseliny

charakterizovany ~ pomoci 1-(6-chlor-3-pyridinyl)methyl-2-

(3), N-ethylformamid (4), 2-methyl-1-nitropropan (5), amylnitrit (6), N,N-dimethylformamid
(7) a oxid chlori¢ity (8)."
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Obr. 5: Rozkladné produkty fotokatalytického rozkladu IMI, podle lit."

2.2.3 Hydrolyza imidaclopridu

Hydrolyzu IMI pfti rGznych hodnotidch pH studovali Zheng a kol. (1999). V kyselé a
neutrdlni oblasti pH byla hydrolyza velmi pomal4, pti pH 7 doSlo za 3 mésice k ubytku IMI
pouze o 1,5 %. Hydrolyza byla znatelngjs$i v bazickych oblastech pH, pti pH 9 doslo za 3
meésice k 20% ubytku IMI a pii vysSich pH byla doba trvani hydrolyzy v fadu dni (polocas
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rozkladu pii pH 10,8 byl 20 dni a pii pH 11,8 2,85 dne). Bylo zjisténo, Ze hydrolytickym
produktem IMI je 1-(6-chlor-3-pyridinyl)methyl-2-imidazolidinon (Obr. 5 — vzorec 1).%

2.2.4 Elektrochemicka redukce imidaclopridu
Mechanismus redukce IMI je v literatufe popisovdn jako dvoustupnova redukce
nitroskupiny, v prvnim kroku dochdzi ke ctyfelektronové redukci na hydroxylamin a ve

druhém kroku ke dvouelektronové redukci na amin (Obr. 6).21

7\ _ N N
e N~(/N_N02—>4e o N— NHOH 2¢ &
L — N— NH
4H*, -H.0 N—" > — N—” 2
NH M, ( 20, -H,0 (
NH NH

Obr. 6: Piedpoklddany mechanismus redukce IMI, podle lit.*'

2.3 Moznosti analyzy imidaclopridu

Pro analyzu IMI je mozno pouzit celou fadu metod. Tato kapitola uvadi vybér

analytickych metod dosud uvedenych v odborné literatufe.

2.3.1 Spektralni metody

Guzsvany a kol. (2009) analyzovali pomoci ultrafialové spektrofotometrie obsah IMI
v komercnim piipravku insekticidu pii vinové délce 270 nm a déle stejnou metodou soubézné
stanovovali obsah IMI a 6-chlornikotinové kyseliny ve vzorku pii dvou vlnovych délkach

(236 a 249 nm).*

Quintds a kol. (2004) urcovali obsah IMI v komercnich piipravcich metodou infracervené
spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR). Byly vyuzZity absorp¢ni pasy kolem 1570

-123
cm .

Vilchez a kol. (2001) stanovovali IMI ve vzorcich vody pratokovou analyzou
s fotochemicky indukovanou fluorescencni detekci (FIA-PIF). IMI byl nejprve preménén
v UV reaktoru na fluoreskujici produkt, ktery byl nasledné detekovan (excitaéni maximum

334 nm, emisni maximum 377 nm).24

2.3.2 Separaé¢ni metody
Nejcastéji pouzivand separacni metoda je kapalinovd chromatografie ve spojeni

s hmotnostnim spektrometrem (HPLC-MS). Jako dalsi detektory pro HPLC jsou v literatuie
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uvadény diodové pole (DAD) a elektrochemicky detektor. Nékolik praci se zabyva metodami

plynové chromatografie a micelarni elektrokinetické chromatografie.

Vilchez a kol. (1996) popsali analyzu IMI ve vzorcich vody a pidy pomoci plynové
chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci (GC-MS). IMI byl nejprve
hydrolyzovan v bazickém prostfedi za zvysSené teploty a vznikly produkt hydrolyzy (Obr. 5 —
vzorec 1) byl extrahovén do chloroformu. Zkoncentrovany extrakt byl pouZit k nast¥iku.”

Vyse popsanou metodu pouzil Navalén a kol. (1997) k analyze IMI ve vzorcich zeleniny.”

MacDonald a kol. (1998) analyzovali IMI v jehli¢i borovice metodou GC-MS. IMI byl

derivatizovdn anhydridem heptafluorobutanové kyseliny.27

Fernandez-Alba a kol. (1996) analyzovali IMI ve vzorcich zeleniny metodou

vysokoucinné kapalinové chromatografie s detekci diodovym polem.28

De Erenchun a kol. (1997) analyzovali obsah IMI a 6-chlornikotinové kyseliny ve
vzorcich plidy pomoci HPLC s ampérometrickym detektorem. Jako pracovni elektroda byla
pouZita rtutovd kapka (HMDE) a autofi pracovali v pulznim moédu. Proud byl méfen pii

potenciélu -1300 mV a dal3{ dva pulsy pii potencidlech -500 mV a -1150 mV byly &stici.?

Seccia a kol. (2005) stanovovali IMI a dale acetamiprid, thiacloprid a thiamethoxam
v pitné vod¢ metodou HPLC-MS s ionizaci elektrosprejem (ESI). Vzorky byly koncentrovany
extrakei pevnou fazi (SPE) a tak bylo dosaZeno nizkych hodnot meze detekce (0,01 ug 1) a

meze stanovitelnosti (0,03 ug 1").*

Di Muccio a kol. (2006) urcovali obsah IMI, acetamipridu, thiaclopridu a thiamethoxamu
ve vzorcich ovoce a zeleniny metodou HPLC-ESI-MS. Vzorky byly extrahovany acetonem a
extrakt poté zakoncentrovdn pomoci SPE. Meze stanovitelnosti byly v rozmezi 0,1 — 0,5
mg kg 3!
Carretero a kol. (2003) popisuji analyzu IMI a 6-chlornikotinové kyseliny ve vzduchu
metodou miceldrni elektrokinetické kapilarni chromatografie. Analyty byly ze vzduchu

zachyceny na sorbent a po extrakci vodou analyzovény. Jako elektrolyt byl pouZit amonny

pufr, &inidlo ke tvorb& micel byl dodecylsiran sodny.**
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2.3.3 Imunochemické metody
Wanatabe a kol. (2001) vyvinuli v mySich monoklonalni protilatky proti IMI a
acetamipridu. Ziskané protilatky byly pouZzity pro analyzu téchto pesticidi ve vzorcich ovoce

a zeleniny pfimou kompetitivni ELISA metodou. Vyt&Zek analyz pro IMI byl 80 — 120 %.**

Watanabe a kol. (2007) analyzovali IMI v ovocnych §tdavach metodou ELISA. Metoda
umoZnila presné stanovit IMI o koncentraci 5 pg 1. Vzorky bylo mozno analyzovat bez

jakékoliv tpravy ¢i prekoncentrace.3 4

2.3.4 Voltametrické metody
Byly popsdny metody s vyuZitim rtutové elektrody, amalgamové elektrody, uhlikové

pastové elektrody, elektrody ze skelného uhliku i bismutové filmové elektrody.

Navalén a kol. (1999) studovali redukci imidaclopridu na rtutové elektrodé¢ metodou
diferencné pulsni polarografie (DPP) v zavislosti na pH. pH bylo upravovdno Britton-
Robinsonovym pufrem a optimdlni hodnota pH byla 8. Na polarogramech byly patrné 2 viny
a dale byl studovdn mechanismus redukce pomoci coulometrie, kdy prvni redukce se
ucastnily Ctyfi elektrony a druhé redukce dva elektrony (Obr. 6, str. 19).2!

Guiberteau a kol. (2001) popisuji stanoveni imidaclopridu square wave adsorp¢ni
rozpoustéci analyzou na HMDE. Nejvhodné&j$i pH pro analyzu bylo 725

Stépankové a kol. (2015) stanovovali IMI na stiibrné pevné amalgamové elektrodd ve
vzorcich vod a v komerénim piipravku metodou DPV.*

Gail a kol. (2007) analyzovali IMI, thiamethoxam, acetamiprid a nitenpyram na
nemodifikované GCE a didle na GCE modifikované bismutovym filmem (BiFE) a
tetradekanovym filmem (C14FE).”’

Guzsvany a kol. (2005) provadé€li analyzu IMI a thiamethoxamu metodou cyklické

voltametrie (CV) na elektrod& ze skelného uhliku.*®

Guzsvany a kol. (2008 a 2011) popisuji analyzu IMI a acetamipridu na BiFE® a analyzu
IMI a clothianidinu na BiFE a uhlikové pastové elektrodé modifikované bismutem.*

Papp a kol. (2009) analyzovali IMI metodou DPV s uhlikovymi pastovymi elektrodami
(CPE) obsahujicimi rizné pojivové kapaliny: silikonovy olej (SO-CPE), tetradekan (C14-
CPE) a trikresylfosfat (TCP-CPE). Nejlepsich vysledki bylo dosazeno s TCP-CPE.*!
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2.4 Polarografické a voltametrické metody

Polarografické a voltametrické metody sleduji proudovou odezvu v zdvislosti na
potencidlu vklddaném na pracovni elektrodu. Pokud se jako pracovni elektroda pouZziva
kapajici rtutova elektroda, metoda se oznacuje jako polarografie, metody s ostatnimi druhy
pracovnich elektrod (v€etné visici rtutové kapky) se oznacuji jako voltametrické. Klasické
usporadani polarografie bylo dvouelektrodové, dnesni voltametrické metody nejcastéji pracuji
v tiielektrodovém uspotadani s pracovni, referencni a pomocnou elektrodou. Proud potom
probihd mezi pracovni a pomocnou elektrodou a referencni elektroda je proudové nezatizena.
Jako referencni elektrody se pouzivaji elektrody 2. druhu (napf. argentchloridova,
kalomelova), které maji schopnost si udrZet konstantni potencidl i pfi urcitém malém

proudovém zatiZeni, jako pomocné elektrody se Casto pouZivaji platinové elektrody.

2.4.1 Pouzivané elektrodové materialy

Klasickym elektrodovym materidlem je rfut. Jeji vyhodou je velké piepéti vodiku,
z n¢hoz vyplyva siroké potencidlové okno v katodické oblasti, a také velmi dobfe obnovitelny
a dobfe reprodukovatelny hladky povrch. Jeji hlavni nevyhodou je limitovany anodicky
rozsah, zptsobeny snadnou oxidaci rtuti v anodické oblasti.* U klasické rtutové kapkové
elektrody (DME) dochazi k volnému kapani rtuti z kapiléry, které je fizeno pouze vySkou
rtutového rezervoaru (gravitaci). Modernéjsi rtutové elektrody pouZzivaji automaticky fizené
odkapavani rtuti. Patii k nim statickd rtutovd kapkovd elektroda (SMDE), pfi které je kapka
vytvofena v kritkém casovém okamziku (méné nez 100 ms), poté se uzavie ventil a kapka
dale neroste. Nakonec je kapka odtrZzena z konce kapildry pomoci klepatka a je vytvofena
kapka novd. Variantou SMDE je visici rtutovd kapkovd elektroda (HMDE), kdy celd analyza
probihd na jedné kapce a a7 poté dojde k jejimu odklepnuti.*’

Mezi rtutové elektrody patii i rtutovd filmovd elektroda (MFE), kterd vznika pokrytim
vhodného substratu rtutovym ,.filmem*. Ve skuteCnosti se na vétSiné substrat netvori
souvisla vrstva rtuti, ale spiSe ndhodné rozptylené kapiCky rtuti (Obr. 7). Jako substrat pro
vytvoreni ,.filmu* se nejCastéji pouziva uhlik (zejména skelny uhlik), ale ,.film* je moZno
vytvofit i na vzdcnych kovech (zlato, platina). Film se vétSinou vylucuje elektrolyticky
z roztoku rtutnaté soli. Dvé zdkladni metody tvorby MFE jsou ex-situ deponace, kdy je film
vytvofen mimo analyzovany roztok, a in-situ deponace, pii které jsou Hg®* ionty pidany

" 44
k analyzovanému roztoku.
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Obr. 7: Rtutova filmovi elektroda na povrchu uhlikové pastové elektrody, prevzato z lit.*

Vyznamnym elektrodovym materidlem je uhlik, ktery je pouzivan v riznych formach.
Spektrdlni uhlik je pérovity materidl, do péri muze vzlinat rozpoustédlo a jeho povrch je
proto nedefinovany. Ztoho divodu se impregnuje parafinem. Specidlnimi pyrolytickymi
postupy se z uhlovodika pfipravuji méné porézni formy uhliku. K nim patii skelny uhlik
(glassy carbon), ktery je prakticky nepdrovity a je mozno ho vylestit do zrcadlového lesku,
¢imz je dosaZzeno pomérné dobie definovaného povrchu. DalSi formou uhliku je uhlikovd
pasta, kterd se pfipravuje smichanim praSkového uhliku s hydrofobni a elektrochemicky
inertni kapalinou, napf. parafinovym olejem. Povrch pastové elektrody se dd pomérné snadno
obnovit vytlaCenim malého mnoZstvi pasty z téla elektrody, jeho odstranénim a vyhlazenim

povrchu elektrody.46

2.4.2 Polarografie

Proud méfeny pii polarografickém experimentu je souctem nabijeciho proudu a
faradaického proudu. Nabijeci proud, ktery je z analytického hlediska nezddouci, je nejvyssi
na zacatku doby Zivota kapky a s ristem kapky klesa. Naopak faradaicky proud, ktery nese
informaci o koncentraci analytu, je nejvyssi na konci doby Zivota kapky (Obr. 8). Klasicka
polarografie v DC-mddu zaznamendva primeérny proud za celou dobu kapky. ZlepSeni
poméru signdl/Sum se dosahuje pfi tast polarografii, kdy se proud snima pouze tésné pied

ukdpnutim kapky.*
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Obr. 8: Zavislost faradaického a nabijectho proudu na dobé Zivota kapky, prevzato z lit.*

Klasickd polarografie se dnes v praxi piiliS nepouzivd z diivodu existence mnohem
citlivéjSich metod (napt. DPV, square wave voltametrie — SWV). Ma vyznam hlavné pii
teoretickych studiich. Jednou z moZnosti jejtho vyuZiti je ureni poctu elektront tcastnicich
se elektrodové reakce. Provddi se srovndnim vySky polarografické vlny studované latky
s vyskou vIny srovndvaci latky (standardu). Roztoky studované latky i standardu musi mit
stejnou molarni koncentraci, experiment se musi provést ve stejném elektrolytu a je tfeba znat
pocet vyménovanych elektront standardni latky za danych podminek. Obé latky by mély mit
podobnou molekulovou hmotnost a podobny tvar molekuly. Za téchto podminek se daji
predpokladat podobné diftizni koeficienty a pfi stejném poctu vyménovanych elektronii budou
viny obou latek stejn¢ vysoké. Pokud se u studované latky objevuji dvé viny, které jsou
dostatecné rozliSené, pomér vySek téchto vln je roven poméru poctu vymeénovanych

O 47
elektronu.

2.4.3 Cyklicka voltametrie

Cyklicka voltametrie (CV) patii mezi uzitecné nastroje pro studium mechanismu
elektrochemickych reakci. Neni pfiliS vhodnd pro kvantitativni analyzu. Pfi CV experimentu
se potencidl pracovni elektrody linedrn¢ méni s ¢asem a v urCitém casovém okamziku se smér

polarizace obréti (Obr. 9).
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Obr. 9: Zména potencidlu s asem pii cyklické voltametrii, pievzato z lit.** a upraveno
Z voltamogramu je poté moZno usuzovat na reverzibilitu nebo ireverzibilitu
elektrochemické reakce. Hodnota proudu /, je déna rovnici (1) pro reverzibilni d€j a rovnici
(2) pro ireverzibilni d¢j, kde I, je proud (A), n pocet vyménovanych elektrontl, a koeficient
prenosu ndboje, A plocha elektrody (cm?), D difdzni koeficient elektroaktivni latky (cm” s™),

¢ koncentrace elekroaktivni latky (mol cm'3), v rychlost skenu (V s'l): 43

I, = (2,69 - 10°)n3/2ADY/?cv?/? (1)

I, = (2,99 -10%)a'/2AD?cv'/? (2)

Pro plné¢ reverzibilni reakce plati, Ze katodicky i anodicky proud maji stejnou hodnotu
(Ip/lpa = 1), rozdil potencidlii katodického a anodického piku AE, = 2,3 RT/nF (R je
univerzdlni plynovd konstanta 8,314 J K' mol”, T termodynamickd teplota vKa F
Faradayova konstanta 96 485 C mol™) a hodnota potencidlu E, je nezavisld na rychlosti
skenu. Pro ireverzibilni d&j se nemusi ve zpétném skenu pik viibec objevit a hodnota E;, zavisi
na rychlosti skenu (pro redukce se se zvySujici v posouvd E, k negativnéjSim potencidltim).
Zrovnic (1) a (2) také vyplyva, Ze hodnota proudu je piimo imérnd druhé odmocniné

172

z rychlosti skenu (I, = v''") pro reverzibilni i ireverzibilni elektrodovou reakci. To vSak plati

Yo ws

pouze pro plné difizné fizeny déj. Pokud je d¢j fizeny adsorpci, je hodnota proudu piimo

umérna rychlosti skenu (/, = v).43
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2.4.4 Diferen¢né pulsni voltametrie

Diferencné pulsni voltametrie (DPV) patfi mezi pulsni voltametrické techniky, které se
oproti klasické polarografii vyznacuji vyrazn¢ nizZ§imi hodnotami meze detekce (LOD). Pii
DPV skenu se na linearné se ménici potencidl vklada napétovy puls (AE) o amplitudé 10 az

100 mV a dobé trvani v tadu desitek milisekund. Méfi se proud tésné pred vloZenim pulsu a

na konci pulsu a jako vysledek se vynasi rozdil t&chto proudd (Obr. 10).*

5—-100 msec ~>[ |-e T

10 to 100 mV ——}
=—(0.5t0 4 sec— N \}

Cas

Obr. 10: Zména potencidlu s asem pii diferenéné pulsni voltametrii, prevzato z lit.** a upraveno

Pro reverzibilni reakci je potencidl maxima piku (Epmax) posunuty oproti pilvinovému
potencidlu podle vztahu (3). Hodnota proudu se zvySuje s rostouci amplitudou AE, avSak s tim

zaroven roste i $itka piku, coZ ma za ndsledek zhorSeni rozliSeni. Z toho diivodu se vétSinou

nepracuje s hodnotami AE vy$$imi nez 100 mV.*

AE
Epmax = E1/2 — > 3)

2.5 Coulometrie

Coulometrie je metoda vyuZivajici méfeni proS§lého nédboje pracovni elektrodou pfii
elektrolyze. Velikost proSlého ndboje je mozné zjistit integraci plochy pod /-t kiivkou nebo
sériovym zapojenim coulometru do obvodu. S vyuzitim Faradayova zdkona lze pii znalosti
mnozstvi ptemeénéné latky vypocitat pocet elektronti n spotiebovanych na jednu molekulu
podle vztahu (4), kde Q je zjiStény ndboj (C), m hmotnost pfeménéné latky (g) a M molarni
hmotnost latky (g mol™).
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n =22 (4)

mF
Pfi studiu elektrochemickych reduk¢nich pfemén lze jako pracovni elektrodu pouzit
kapajici rtutovou elektrodu nebo velkoploSnou rtutovou elektrodu. U obou elektrod se
provadi coulometrie pfi konstantnim potencidlu, jehoZ hodnota se zpravidla nastavi v oblasti

limitniho proudu pfedem zmé&fené polarografické Vlny.49

Coulometrie s pouzitim kapajici rtutové elektrody byva oznaCovédna jako mili- nebo
mikrocoulometrie. PouZiv4 se maly objem roztoku (0,5 aZ 5 ml), koncentrace elektroaktivni
latky je 10 — 10 mol I a elektrolyza se provadi po dlouhou dobu (desitky minut aZ
hodiny), protoZe pfeména elektroaktivni latky probiha pomalu (Obr. 11). Pii coulometrii na
velkoplo$né rtutové elektrodé probiha elektrolyza podstatné rychleji neZ na DME a pracuje se
vétSinou s vétSim objemem roztoku. Pfi coulometrii na obou zminénych rtutovych
elektrodach vétSinou vznikaji stejné produkty, coulometrie na DME je bliz§i podminkdm
polarografického ¢i voltametrického experimentu. Po skonceni coulometrie je mozné
analyzovat vzniklé produkty v elektrolyzatu pomoci instrumentdlnich metod (napt. MS, IR,

NMR) 4950

Obr. 11: Schéma mikrocoulometrické aparatury, 1 — kapajici rtutovd elektroda, 2 — grafitova
pomocna elektroda, 3 — rtut'ové dno slouZici jako referentni elektroda, 4 — vstup inertniho plynu, 5 —

vystup inertniho plynu, prevzato z lit.*’
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3  Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie

Zésobni roztok imidaclopridu (¢ = 1 - 10” mol I'") byl pfipraven rozpu§ténim odvaZeného
mnozstvi standardu (Fluka — Pestanal, 99,9 %) v demineralizované vodé (Merck Millipore,
Darmstadt, Némecko). Zdkladnim elektrolytem pro voltametrickd méfeni byl Britton-
Robinsontv (BR) pufr pfipraveny smichdnim roztoku 0,04 mol 1! H3BOs (p. a., Lachema,
CR), CH3COOH (ACS reagent, Sigma-Aldrich, 99,7%) a HsPO4 (p. a., Fluka, 85%) s
roztokem 0,2 mol "' NaOH (p. a., Lach-Ner, CR) do pozadovaného pH (2 — 12). Pro analyzu
redukénich produktti hmotnostni spektrometrii byl pfipraven pufr z octanu amonného (p. a.,
Lachner, CR, ¢ = 0,025 mol l'l), titraci amoniakem (p. a., Lachema, CR, 25 %) na pH 8 nebo

octovou kyselinou na pH 5.

Zasobni roztok dusi¢nanu rtutnatého (¢ = 0,01 mol 1'1) byl piipraven z Hg(NOs), - H,O
(p. a., Lach-Ner, CR) v 0,1 mol I'' HNO; (p. a., Lach-Ner, CR). Zdsobni roztok 3-
nitrobenzoové kyseliny (p. a., Lachema, CR) o koncentraci 9 - 10™* mol 1" byl pfipraven
rozpu$ténim v demineralizované vodé a zdsobni roztok benzilu (p. a., Lachema, CR) o
koncentraci 1 - 10 mol I'' rozpu§ténim v methanolu (p. a., Penta, CR). K piipravé mobilni
faze pro HPLC byla pouzita demineralizovana voda, H3PO, a acetonitril (pro HPLC, VWR
Chemicals, Francie). Jako komer¢ni pfipravek byl analyzovin MIDO 20 SL (Sharda

Cropchem, Indie), ktery méd vyrobcem udanou koncentraci IMI 200 g 1.

3.2 Pouzité pristroje

3.2.1 Voltametricka méreni

Voltametrickd méfeni byla provedena na pfiistroji Eco-Tribo-Polarograf (Polaro-Sensors,
Praha) v tiielektrodovém zapojeni s pracovni elektrodou, referenc¢ni argentchloridovou
elektrodou (Ag/AgCl/1M-KCI, Monokrystaly, Turnov) a pomocnou platinovou elektrodou
(Elektrochemické detektory, Ohrazenice). Jako pracovni elektrody byly pouzity kapajici
rtutova elektroda s fizenym odkapdavanim pomoci klepatka (DME), visici rtutovd kapkova
elektroda (HMDE, Polaro Sensors, Praha), elektroda ze skelného uhliku (GCE, Bioanalytical
systems, USA) a GCE modifikovand rtutovym filmem (rtutova filmova elektroda, MFE).
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3.22 HPLC

HPLC analyzy byly provedeny na kapalinovém chromatografu s UV/VIS detektorem a
manudlnim davkovadem (vSe Ecom, Praha, CR) s20 ul smyckou. Davkovéni probihalo
stiikaCkou Hamilton (USA), pracovalo se metodou pifeplnéni smycky. Separace byla

provedena na koloné¢ Phenomenex Kinetex C18 (100 x 4,6 mm; 2,6 um).

3.2.3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektra byla méfena na hmotnostnim spektrometru s analyzdtorem iontovou
pasti Agilent 1100 Series LC/MSD Trap (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) s
ionizaci elektrosprejem (ESI). Vzorek byl ddvkovan pomoci linearni stiikackové pumpy NE-
1002X (New Era Pump Systems, Farmingdale, NY, USA) rychlosti 4 pl min™".

Parametry méteni byly: positivni ionizacni méd, rychlost pritoku susiciho plynu (dusik)
5 litra min’l, susici teplota 200 °C, tlak ve zmlZovaci 10 psi, napéti na kapilate -4,5 kV,

kolizni plyn He, skenovéano v rozsahu m/z 20 — 500.

3.2.4 Ostatni pouzité pristroje

Elektrolyza na velkoplosné rtutové elektrodé byla provedena na moduldrnim
potenciostatu/galvanostatu Autolab PGSTAT128N (Metrohm, Svycarsko). pH roztokil bylo
méfeno na pH metru InoLab pH 720 s kombinovanou sklenénou elektrodou SenTix 41
(WTW, Weilheim, Némecko). Pro kalibraci byly pouZzity pufry o hodnotich pH 4, 7 a 10
(Fischer Chemicals, Velkd Britdnie). Hydrolyza IMI pfi alkalickém pH byla studovdna
spektrofotometricky na UV/VIS spektrofotometru Lambda 25 (Perkin Elmer, USA).

3.3 Pracovni postupy

3.3.1 Voltametrické experimenty

Tast polarografie byla provedena na DME s fizenym odkapéavanim s dobou trvani kapky
t = 880 ms, rychlosti skenu v = 4 mV s a vyskou rtutového sloupce i = 80 cm. Ostatni
voltametrické experimenty byly provadény na HMDE, GCE a MFE metodami cyklické
voltametrie a diferencné pulsni voltametrie, konkrétni pouZzité parametry metod jsou vzdy
uvedeny v casti Vysledky a diskuse (Kap. 4). Roztoky byly pied analyzou 3 minuty
probublany dusikem. MFE byla pfipravovana na povrchu GCE elektrolytickym vylu¢ovanim
rtutového filmu in-situ z roztoku rtutnaté soli ptidaného k méfenému roztoku. Konkrétni

parametry piipravy MFE jsou uvedeny v Kap. 4. Pfi méfeni na nemodifikované GCE byl
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povrch elektrody pred kazdym DPV-skenem vyleStén suspenzi aluminy (velikost ¢astic <50
nm, Aldrich).

U vSech voltametrickych experimentii s vyjimkou analyzy redlnych vzorka bylo do
voltametrické nddobky pipetovano 12 ml BR pufru, zdsobni roztok IMI a v piipadé¢ MFE
zasobni roztok rtutnatych iontl. Kalibracni zdvislosti byly namétfeny postupnym piiddvanim

roztoku IMI do nadobky.

3.3.2 HPLC

Byla ptipravena mobilni faze o sloZeni 0,2% vodny roztok H3;POu/acetonitril (70:30, v/v),
ze které byl odstranén rozpustény plyn pomoci ultrazvukové 1azn€é po dobu 10 minut.
Separace byla provedena isokraticky s pritokem 0,5 ml min" a UV detekei pfi 270 nm. Na
chromatogramu byl pozorovan 1 pik pfi reten¢nim Case tg = 3,4 min. Metoda HPLC byla

piejata z lit.*!

3.3.3 Analyza realnych vzorku
Byla analyzovéna ti¢ni voda s pfidanou zndmou koncentraci IMI a komerc¢ni piipravek
MIDO. Vyhodnocovani probihalo metodou standardniho piidavku pro voltametrické

experimenty a metodou kalibracni kiivky pro HPLC.

v

Analyza vzorku ricni vody

Za tucelem analyzy fini vody byla odebrdna voda ziteky Moravy a spikovdna
standardnim roztokem IMI na koncentraci 4,35 mg 1"'. Takto pfipraveny vzorek byl pifmo
analyzovan metodou HPLC.

V ptipadé¢  HMDE elektrody byly do voltametrické nadobky pipetovany 2 ml
pfipraveného vzorku fi¢ni vody a 10 ml BR pufru o pH 9 a byla provedena analyza metodou
DPV se tfemi 20 pl standardnimi piidavky zdsobniho roztoku IMI (¢ = 1- 10~ mol 1'1). Pti
meéfeni na MFE bylo do nddobky pipetovano 6 ml vzorku #i¢ni vody, 6 ml BR pufru o pH 10,
300 ul zasobniho roztoku Hg2+ (c = 0,01 mol 1) a byla provedena analyza metodou DPV se

tremi 80 pl standardnimi ptidavky zasobniho roztoku IMI.

Analyza komercniho pripravku MIDO

Komerc¢ni ptipravek MIDO byl zifedén 1000x demineralizovanou vodou. Takto

pripraveny vzorek byl pifimo analyzovan metodou HPLC.
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V ptipadé€ analyzy na HMDE bylo do voltametrické nadobky pipetovano 12 ml BR pufru
o pH 9 a 60 pl zfedéného vzorku a byla provedena analyza metodou DPV se tfemi 20 ul
standardnimi piidavky zdsobniho roztoku IMI. Pii analyze na MFE bylo do voltametrické
nadobky pipetovano 12 ml BR pufru o pH 10, 150 ul zfedéného vzorku a 300 ul zdsobniho
roztoku Hg2+ a byla provedena analyza metodou DPV se tfemi 80 ul standardnimi ptidavky
zasobniho roztoku IMI. Pii analyze na GCE bylo do voltametrické nadobky pipetovano 12 ml
BR pufru o pH 9, 400 ul ziedéného ptipravku a byla provedena analyza metodou DPV se
ttemi 200 pl standardnimi ptidavky zasobniho roztoku IMI.

3.3.4 Elektrolyza na velkoplos$né rtut'ové elektrodé

Elektrolyza byla provedena v coulometrické ndadobce sestdvajici ze dvou Casti
oddélenych fritou. Rtutové dno ve vétsi ¢asti nddobky slouZilo jako katoda, v mensi Casti
nadobky byla platinovd anoda, referencni argentchloridovd elektroda (IM-KCI) byla
ponoiena do roztoku v katodové ¢asti. Elektrolyza byla provedena v pufru z octanu amonného
(c = 0,025 mol I'") pii pH 5 a 8. Do katodové &dsti bylo pipetovano 25 ml pufru a do anodové
¢asti bylo pipetovdno takové mnoZstvi pufru, aby byly hladiny v obou castech nddobky
vyrovnané. Poté byla po dobu 30 min provedena elektrolyza zdkladniho elektrolytu, aby se
odstranily pfipadné necistoty. Nasledné byly do katodové ¢ésti pipetovany 4 ml zdsobniho
roztoku IMI. Poté byla provedena elektrolyza pii konstantnim potencidlu odpovidajicimu

limitnimu proudu prvni resp. druhé viny IMI. Roztok v katodové ¢asti byl po celou dobu

elektrolyzy trvale probubldvan dusikem.

3.3.5 Hmotnostni spektrometrie
Vzorky byly po dokonceni elektrolyzy do n€kolika hodin analyzovany v hmotnostnim
spektrometru. Pro kazdy odebrany vzorek bylo namétfeno celkové spektrum v rozmezi 20 —

500 m/z a pro vybrané ionty bylo zméteno fragmentacni spektrum.

3.3.6 Zpracovani dat

Hodnoty proudu a potencidlu u voltametrickych experimentti byly ode¢teny v programu
Polar Pro, verze 4, grafy byly vypracovany v MS Excel 2007. VSechny hodnoty potencidlt
uvedené v grafech i1 textu kapitoly Vysledky a diskuse jsou vztazeny k referencni
argentchloridové elektrodé¢ (Ag/AgCl/1IM-KCl). U metody HPLC byly plochy piki

vyhodnoceny v programu Clarity. U hmotnostni spektrometrie byla data zpracovana
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softwarem DataAnalysis 3.3 a mMass 5.5.0. Parametry regresnich kiivek byly nalezeny a
kvantifikace IMI v redlnych vzorcich byla provedena v programu QC Expert 3.3.0.4. Hodnoty
meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ) byly pocitany z kalibracni zavislosti pro
nizké hodnoty koncentraci podle vztahu (5), kde x je 3,3 (LOD) resp. 10 (LOQ), sje

smérodatnd odchylka tseku, a je smérnice kalibracni zdvislosti.

LOD (LOQ) = x.% (5)
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4  Vysledky a diskuse

4.1 Rtutova elektroda

4.1.1 Cyklicka voltametrie

Cyklickd voltametrie byla provedena na visici rtutové kapkové elektrod¢ (HMDE). Na
cyklickém voltamogramu imidaclopridu jsou patrné dva redukéni piky (Obr. 12). Prvni pik pii
potencidlu kolem -950 mV (Ag/AgCl/IM-KCI) pti pH 8 poskytuje vyssi proudové hodnoty
oproti druhému (-1410 mV). Na anodické vétvi voltamogramu nejsou zietelné zZadné piky,

reakce jsou tedy ireverzibilni.

-300

-250

-200

-150

1(nA)

-100

-500 -700 -900 -1100 -1300 -1500 -1700
E (mV)

Obr. 12: Cyklicky voltamogram IMI (¢ = 2 - 10 mol I'') na HMDE, rychlost skenu 50 mV s, BR
pufr —pH 8

Potencidl obou pikl se posouva s rostouci rychlosti skenu (v) k negativnéj$im hodnotam.
Smérnice zévislosti E, (mV) na log v mé hodnotu -64 mV pro prvni pik a -49 mV pro druhy
pik (Obr. 13). Podle teoretickych zdkonitosti by tato smérnice méla byt pro ireverzibilni
reakce -30/a mV (pro 25 °C), coz za ptredpokladu a = 0,5 ddva hodnotu -60 mV. Namécfené
hodnoty tedy pomérné dobfe souhlasi s teorii.”® Zavislost log (-1,) na log v ma smérnici 0,55

pro oba reduk¢ni piky (Obr. 14), to znamend, Ze elektrodova reakce je fizena difuzi (Kap.

2.4.3).
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Obr. 13: Zavislost potencidlu obou pikéi IMI (¢ = 2 - 10® mol 1) na logaritmu rychlosti skenu,
metoda CV na HMDE, BR pufr — pH 8
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Obr. 14: Zavislost logaritmu proudu obou pikd IMI (c = 2 - 10 mol 1) na logaritmu rychlosti skenu,
metoda CV na HMDE, BR pufr — pH 8

4.1.2 Tast polarografie

Metodou tast polarografie na kapajici rtutové elektrodé (DME) byl studovdn pocet
vyménovanych elektrontd pii redukci IMI. Vyska polarografickych vin IMI byla porovndvana
s vySkami vin zvolenych standardnich latek redukujicich se zndmym poctem elektroni.

Vs o w

S ohledem na udaje v literatuie®', které uvad&ji Gtyfelektronovou redukci pro prvni vlnu a
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dvouelektronovou redukci pro druhou vinu IMI, byly jako standardni latky zvoleny
3-nitrobenzoova kyselina, kterd podléha Ctyfelektronové redukei,”’ a benzil, redukujici se
dvéma elektrony.”” Polarogramy byly pofizeny pro roztoky litek o stejné koncentraci
(4,5 - 10° mol 1) ve stejném zdkladnim elektrolytu pii pH 8 (Obr. 15). Z naméfenych dat
(Tab. 4) vyplyva, Ze limitni proud (/i) prvni redukéni viny IMI ma hodnotu podobnou /jip,
redukéni vliny 3-nitrobenzoové kyseliny (-217 a -215 nA) a [, druhé redukéni viny IMI méa
hodnotu podobnou /i, redukéni viny benzilu (-102 a -101 nA). Zaroven prvni reduk¢ni vina
IMI ma pftiblizné dvojnasobnou hodnotu /i, oproti druhé viné IMI. Naméfené ddaje potvrzuji
pro IMI predpoklddanou ctyfelektronovou redukci v prvnim kroku a dvouelektronovou

redukci ve druhém kroku.

-500
-400 |
-300 |
<
£
-~ -200
e | M
-100 Benzil
3-nitrobenzoova kyselina
O T T T T T T 1
-200 -700 -1200 -1700
E (mV)

Obr. 15: Tast polarogramy IMI, benzilu a 3-nitrobenzoové kyseliny, ¢ = 4,5 - 10° mol 1!, DME,
v=4mV s”, doba kapky 880 ms, vyska rtutového sloupce 80 cm, BR pufr — pH 8
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Tab. 4: Vysledky tast polarografie pro IMI, benzil a 3-nitrobenzoovou kyselinu

/ Ilim (I’lA)
Latka
Vina 1 Vina 2
IMI -217 -102
Benzil -101 -
3—nnrobepzoova 915 i
kyselina

4.1.3 Diferencné pulsni voltametrie

Pro metodu diferen¢né pulsni voltametrie na HMDE byla sledovédna zavislost potencidlu
a proudu redukénich pikti IMI na amplitudé napétového pulsu. Podle ocekdvani se s rostouci
absolutni hodnotou amplitudy pulsu posouval potencidl prvniho i druhého redukéniho piku ke
kladnéjsim hodnotdm (Obr. 16). Zaroven s rostouci absolutni hodnotou amplitudy rostla
absolutni hodnota proudu obou pikd (Obr. 17), ale zaroven rostla i Sitka pikd. Dalsi
experimenty byly provadény s amplitudou AE = -50 mV jako kompromis mezi co nejvyssi

proudovou hodnotou a co nejmensi Sitkou piku.
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-800 | ®
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Obr. 16: Zavislost potencialu piki IMI na amplitudé nap&tového pulsu, ¢ = 1 - 107 mol 1", metoda

DPV na HMDE, v = 10 mV s, $iika pulsu 100 ms, BR pufr — pH 8
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Obr. 17: Zavislost proudu pikti IMI na amplitudé napétového pulsu, ¢ = 1 - 10° mol 1", metoda DPV
na HMDE, v = 10 mV s, §itka pulsu 100 ms, BR pufr — pH 8

Metodou DPV byla dile studovédna zdvislost I, a E, na pH. Proud prvniho piku I,
nabyval pfi pH 2 — 6,5 relativn¢ nizkych hodnot, v alkalické oblasti doslo k prudkému riistu
I, 1 s maximem pii pH 8,5. Hodnoty proudu druhého piku I, byly také nejvyssi v alkalické
oblasti pH (Obr. 18). Hodnoty E, obou pikil se srostoucim pH posunovaly k zdpornym
hodnotdm, coZ vypovidd o tcasti protonll v elektrodovém dé&ji (Obr. 19). Zavislost E,,; na pH
sestavd ze dvou linedrnich tseki se smémicemi -90 mV pH' vrozmezi pH 2 — 6
a-19mV pH' v rozmezi pH 7 — 10 s prise¢ikem pii pH 6,4. P¥i tomto pH patrné dochazi ke
zmén€ mechanismu elektrodové reakce. Zavislost E,» na pH md smérnici -71 mV pH'

v celém méfeném rozsahu pH.
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Obr. 18: Zavislost proudu pikd IMI na pH, metoda DPV na HMDE, ¢pyp = 2 - 10 mol 17, v = 20
mV s, amplituda pulsu -50 mV, $fika pulsu 100 ms, BR pufr
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Obr. 19: Zavislost potencidlu prvniho a druhého redukéniho piku IMI na pH, metoda DPV na HMDE,
cr= 2 10°mol I, v =20 mV s™', amplituda pulsu -50 mV, §itka pulsu 100 ms, BR pufr

Kalibrac¢ni zavislost na HMDE pro prvni redukéni pik pti pH 9 vykazovala nelinearitu
(Obr. 20). Vypo&itané hodnoty meze detekce a meze stanovitelnosti byly 1,7 - 107 mol "' a

5,1 - 107 mol I"". Nelinearita kalibradni zdvislosti byla pravddpodobn& zptsobena adsorpci
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IMI na povrch elektrody. Adsorpci IMI na povrch elektrody napovidad Spicaty tvar prvniho
redukéniho piku pfi vysSich koncentracich (Pfiloha ¢. 1). Adsorpci dédle potvrzuje rostouci
proudova hodnota prvniho piku I,; srostouci dobou akumulace pii provedeni adsorp&ni
voltametrie (Obr. 21), v ¢ase f,gs = 20 s dochazi k saturaci a proudova hodnota jiz dile

neroste.
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Obr. 20: Kalibra¢ni z4vislost IMI na HMDE, metoda DPV, v = 20 mV s, amplituda pulsu -50 mV,
Sitka pulsu 100 ms, BR pufr — pH 9
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Obr. 21: Zavislost proudu prvniho redukéniho piku IMI (¢ =7 - 10”7 mol 1) na dob& akumulace, DPV
na HMDE, potencidl akumulace: -600 mV, v = 20 mV s, amplituda pulsu -50 mV, Sitka pulsu
100 ms, BR pufr — pH 8,4
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4.2 Elektroda ze skelného uhliku

Na elektrodé ze skelného uhliku byl patrny pouze jeden redukéni pik IMI pfi
potencidlu -1130 mV (Ag/AgCl/1M-KCI) pii pH 9 (Obr. 22). Potencidl piku se podobné jako
u HMDE posouval s rostoucim pH k zdpornéjSim hodnotdm. Zavislost I, na pH pro GCE
vykazovala maximum pii pH 9. Pfi této hodnoté pH byla proméfena kalibracni zdvislost.
Kalibraéni zavislost byla v méfeném rozsahu 3,3 - 10 az 1,1 - 10™ mol I"' linedrn{ (Obr. 23 a
Ptiloha €. 2). Vypocitané hodnoty meze detekce a meze stanovitelnosti byly 1,1 - 10°mol I'' a

3,3-10%mol 1'%,

-4000 -
-3500
-3000
-2500
-2000

1(nA)

-1500 -
-1000 -

-500 -

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
-700 -900 -1100 -1300 -1500 -1700
E(mV)

Obr. 22: DP voltamogram IMI na GCE, ¢ = 1,1 - 10* mol 17, parametry metody: v = 20 mV st
amplituda pulsu -50 mV, Siika pulsu 100 ms, BR pufr— pH 9
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Obr. 23: Kalibratni zavislost IMI na GCE, parametry DPV metody: v = 20 mV s™', amplituda
pulsu -50 mV, $itka pulsu 100 ms, BR pufr — pH 9

4.3 Rtutova filmova elektroda

Rtutovy film byl vyluCovdn na povrchu skelné uhlikové elektrody elektrolyticky
z roztoku dusi¢nanu rtutnatého. Vylucovani rtuti probihalo ve stejné nddobce jako ndslednd
analyza (in-situ deponace). Druhy redukcni pik byl na MFE $patné vyvinuty, pozornost byla
proto vénovédna pouze prvnimu piku. Nejprve byly hledany optimdlni hodnoty potencidlu
vyluovini (E4p) a doby vyluCovéani (tsp) dévajici nejvétsi proudovou odezvu IML
Nejvyssich proudii bylo dosazeno pfi Egep = -500 mV a t4ep = 60 s. Pii del$i dob€ vyluCovani
jiz hodnoty proudu stagnovaly nebo mirné¢ klesaly. Po kazdém DPV skenu byla rtut
elektrolyticky zoxidovédna pfi potencidlu 500 mV po dobu 60 s. Néasledn¢ mohla byt opét
deponovéna rtut’ na povrchu elektrody a proveden dalsi sken, bez nutnosti lesténi elektrody
mezi jednotlivymi skeny. Hodnoty potencidlu a proudu piku IMI namétfené v prvnim skenu se

obvykle mirn€ odliSovaly od vzdjemné velmi blizkych hodnot ziskanych v dalSich skenech

(Obr. 24).
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Obr. 24: Opakovatelnost redukéniho piku IMI na MFE, cpy = 2,5 - 10° mol 17, ¢y, = 1,5 - 10™

v N

mol I, parametry DPV metody: v = 20 mV s, amplituda pulsu -50 mV, $iika pulsu 100 ms,
vylucovani filmu pfi -500 mV po dobu 60 s, oxidace filmu pii 500 mV po dobu 60 s, BR pufr — pH 8

S rostouci koncentraci rtutnatych iontl nejprve rostly hodnoty proudu piku IMI, od urcité
koncentrace nastdvala saturace a signdl déle stagnoval, pfip. 1 mirn€ klesal (Obr. 25).
S rostouci koncentraci Hg2+ se potencidl piku IMI posouval k pozitivnéjSim hodnotdm (Obr.

26).

-1000 -
-900 - o ¢ ¢ ¢ 4
-800 - *
-700 -
-600 -
-500 »
-400 -
-300 -
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-100 -
0 1 1 1 1 1 1 J

0 0,00005 0,0001 0,00015 0,0002 0,00025 0,0003 0,00035

Chgz+ (Mol I11)

1(nA)

Obr. 25: Zavislost proudu piku IMI na koncentraci Hg2+, e = 2.5 - 10° mol 1!, DPV na MFE
s parametry v = 20 mV s, amplituda pulsu -50 mV, §itka pulsu 100 ms, vyluéovani filmu p¥i -500 mV

po dobu 60 s, oxidace filmu pti 500 mV po dobu 60 s, BR pufr — pH 8
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Obr. 26: Diferenéné pulsni voltamogramy IMI pro réiznou koncentraci Hg™, CHg2+ (Mol 1:1-0;2-
1,7-10°%3-6,7-10°;4—1- 10™ cpyy = 2,5 - 10° mol I'', DPV na MFE s parametry v = 20 mV s™,
amplituda pulsu -50 mV, $itka pulsu 100 ms, vylucovani filmu pii -500 mV po dobu 60 s, oxidace

filmu pfi 500 mV po dobu 60 s, BR pufr — pH 8

Zavislost proudu piku IMI na pH vykazovala podobny prib¢h jako u rtutové elektrody
(Obr. 27). Absolutni hodnoty proudu rostly s rostoucim pH s maximem pii pH 10. Stejné€ jako
u HMDE 1 GCE byl pozorovin srostoucim pH posun potencidlu piku k zaporngjSim
hodnotam. Kalibra¢ni zdvislost byla v méfeném rozsahu 5,6 - 107 az 2,9 - 10” mol 1! linedrn{
(Obr. 28 a Priloha €. 3). Vypoctené hodnoty meze detekce a meze stanovitelnosti byly 1,9 -
10" mol " 25,6 - 107 mol I'.
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Obr. 27: Zavislost proudu piku na pH pro IMI, ey = 2 - 10° mol 17, Cug+ = 1,3 - 10* mol 17,
parametry DPV metody: v = 20 mV s, deponace filmu po dobu 60 s pfi potencidlu -500 mV, oxidace

filmu po dobu 60 s pfi potencidlu 500 mV, BR pufr
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Obr. 28: Kalibra¢ni zavislost IMI na MFE, cye. = 1,9 - 10 mol 1™, parametry DPV metody: v = 20
mV s, deponace filmu po dobu 60 s pii potencidlu -500 mV, oxidace filmu po dobu 60 s pfi

potencidlu 500 mV, BR pufr — pH 10
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4.4 Srovnani kalibra¢nich zavislosti

Z porovnani kalibra¢nich zavislosti a hodnot LOD a LOQ pro studované elektrody plyne,
Ze nejnizsi hodnoty meze detekce a meze stanovitelnosti bylo dosaZeno pro visici rtutovou
kapkovou elektrodu a nejvysSich pro nemodifikovanou uhlikovou skelnou elektrodu.
Kalibracni zavislosti naméfené s MFE a GCE byly linearni, kalibra¢ni zavislost pro HMDE

vykazovala nelinearitu (Tab. 5).

Tab. 5: Srovnan{ kalibra¢nich zavislosti imidaclopridu pro metodu DPV na riznych elektrodach

Elektroda HMDE MFE GC

Studovany koncentracni

1 51-10"-4,8-10° 5,6-107-2,9-10° 3,3-10°-1,1-10"
rozsah (mol )

Vyhovujici regresni

(interval spolehlivosti)®

(9322; 14951)

(43748; 45372)

kvadraticky linearni linearni
model
Parametr X 71439 ) ]
(interval spolehlivosti)® (10736; 132142)
Parametr x 12137 44560 22785

(22375; 23195)

Absolutni ¢len (interval -9,88 -16,3 1,94
spolehlivosti)® (-29,4; 9,6) (-27,2; -5,4) (-19,26; 23,14)
R’ 0,995 0,999 0,999
LOD (mol I'Y) 1,7- 107 1,9-107 1,1-10°
LoQ (mol I 5,1- 107 5,6- 107 3,3-10°

* Hodnoty kvadratického, linedrniho a absolutniho ¢&lenu jsou pro zdvislost -I (nA) = f (¢, mmol 1'1),

intervaly spolehlivosti jsou pro hladinu vyznamnosti a = 0,05.

4.5 Analyza realnych vzorki

Vyvinuté voltametrické metody byly pouZzity k analyze imidaclopridu v fi¢ni vodé a
v komerénim insekticidnim pfipravku MIDO. Vysledky analyzy redlnych vzorka byly
srovndvany s referenéni HPLC metodou.®' Voltametrickd analyza byla provedena na HMDE,

MEFE a GCE metodou DPV se stejnymi parametry jako u naméfenych kalibracnich zavislosti
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pro jednotlivé elektrody (Kap. 4.1 — 4.3). Metoda DPV na HMDE dosahovala vyrazné nizsich
vysledkl oproti skutecnosti, pravdépodobné z diivodu nelinearity kalibra¢ni zdvislosti, kterd
ztézuje presnou kvantifikaci metodou standardnich piidavk. Na GCE a MFE bylo dosazeno

spravnéjSich vysledkt nez na HMDE (Tab. 6).

Tab. 6: Analyza imidaclopridu v fi¢ni vod¢€ a komer¢nim piipravku MIDO

Davkovana Nameérena VWtésnost
Vzorek koncentrace Metoda koncentrace RSD (%) ® y
1 1 (%)
(mg1”) (mg1”)
HMDE 2,80 4,9 64,4
Ri¢ni voda 4,35 MFE 4,85 9,7 111,5
HPLC 4,44 0,6 102,1
Deklarovana Nameérena VWtésnost
Vzorek koncentrace Metoda koncentrace RSD (%) ® y b
-1 -1 (%)
(81") (81")

.. HMDE 158,53 13,1 87,6
Komercni MFE 204,1 10,9 112,7
pripravek 200

MIDO GCE 192,62 8,9 106,4
HPLC 181,05 1,3 100,0

* Hodnota RSD byla vypoditdna z péti stanoveni.
® Vyt&znost vztazend k vysledku HPLC analyzy (100 %).

4.6 Stabilita imidaclopridu v alkalické oblasti

Podle lit.° podléhd IMI v alkalické oblasti hydrolyze. ProtoZe optimalni hodnoty pH pro
voltametrickou analyzu IMI lezi v alkalické oblasti, bylo testovadno, zda pfi pouZzitém pH
nehydrolyzuje IMI pi#ili§ rychle. Byly pfipraveny roztoky IMI (¢ = 5,6 - 10” mol )
v roztocich BR pufri o hodnotiach pH 7 — 12. Z naméfeného spektra IMI vyplyva, ze v UV
oblasti vykazuje IMI dv¢ absorpéni maxima pti vinovych délkach 213 a 270 nm (Obr. 29).
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Obr. 29: UV spektrum IMI v rozmezi vinovych délek 200 — 400 nm, BR pufr — pH 8

U pfipravenych roztokii byla sledovdna absorbance pfi vinové délce 270 nm v Case 0 az
24 hod (Obr. 30). V tomto casovém rozmezi nebyly pozorovany Zidné zmény pro roztoky o
pH 7 — 10, vyrazné zmény vsak byly pozoroviny pifi pH 12, kdy k méfitelnému poklesu
absorbance doslo jiZ béhem 1 hodiny. Z vysledkl plyne, Ze stanoveni IMI Ize provadét do pH

10 bez rizika rychlé hydrolyzy.

1,4 -
1,2
o 1
Q =¢—pH 12
©
-g 0,8 —m—pH 10
é —e—pHS8
0,6 —A—pH 7
0,4 -
0,2 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Cas (hod)

Obr. 30: Zavislost absorbance roztokti IMI o riznych hodnotach pH na ¢ase, cpvy = 5,6 - 10”° mol 17,

BR pufr
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4.7 Elektrolyza na velkoploSné rtut’ové elektrodé

Elektrolyza na velkoplo$né rtutové elektrodé byla provedena pii dvou rtiznych hodnotach
potencidlu odpovidajicich limitnimu proudu prvni a druhé redukcni viny. Priibéh elektrolyzy
byl kontrolovdn voltametricky metodou DPV na HMDE (Obr. 31). Ze zaznamenanych
voltamogramit vyplyvd, Ze po 60 minutich elektrolyzy pfi kladnéjsi hodnoté potencidlu
(-1250 mV vs Ag/AgCl/1M-KCI) doslo k témét uplnému vymizeni prvniho redukéniho piku
IMI, zatimco druhy redukéni pik si zachoval stejnou vySku 1 stejny potencidl maxima. Po 60
minutdch elektrolyzy pii zdpornéjsi hodnoté potencidlu (-1500 mV, Ag/AgCl/1IM-KCI) se

podstatné sniZila i vyska druhého redukcniho piku.

-700 -900 -1100 -1300 -1500
E(mV)

Obr. 31: Sledovani prubchu elektrolyzy roztoku imidaclopridu metodou DPV na HMDE: 1 — pred
elektrolyzou, 2 — elektrolyza po dobu 60 min pii potencidlu -1250 mV, 3 — elektrolyza po dobu 60 min
pii potencidlu -1500 mV, pufr CH;COONH,/NH; — pH 8

Produkty elektrolyzy byly dale studovany pomoci hmotnostni spektrometrie. Elektrolyza
byla provedena v pufru obsahujicim octan amonny (¢ = 0,025 mol 1), jehoZ pH bylo
upraveno octovou kyselinou (pH 5) resp. amoniakem (pH 8). Pii obou hodnotich pH byly
v prub¢hu experimentu odebirdany vzorky elektrolyzatu v Case 0, 2, 5, 10, 20, 30, 45 a 60 min

pro ob¢€ hodnoty potencidlu redukce.

Pfi obou hodnotich pH byl v hmotnostnich spektrech roztokli po prvnim stupni
elektrolyzy (pfi -1250 mV) pozorovan pokles intenzity iontu IMI pii m/z 256 ((M + H]") a
vzrist intenzity iontu s m/z = 226 (Obr. 32, Piilohy €. 5 a 6). Ion 226 ve spektru po 60 min
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elektrolyzy dominoval. Fragmentacni spektrum iontu 226 poskytlo fragmenty se stejnymi
hodnotami m/z pro ob& hodnoty pH (Piiloha €. 4), da se tedy ptedpokladat, Ze pii elektrolyze
do prvniho stupné vznikd pii obou hodnotich pH stejny produkt. Je pravdépodobné, Ze se
jednd o slouceninu vzniklou Sestielektronovou redukci nitroskupiny IMI na aminoskupinu
(Obr. 33). Zaroven nebyl v hmotnostnich spektrech nalezen ion, ktery by odpovidal
Styfelektronové redukcei nitroskupiny na hydroxylamin ((M + H]" = 242), jak piedpokldda

literatura (viz Obr. 6, str. 19).

o 57
3
sS4 - . » m
S 40
—
%35 4
f: 3 -
g 251 °
£ 5 | v ® m/z256
151 m ° B m/z226
1 - °
n
0,5 - ° .
0 - T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70
Cas (min)

Obr. 32: Zavislost intenzity iontl m/z 226 a 256 na dob¢ elektrolyzy do prvniho stupné (-1250 mV),
pufr CH;COONH,/NH; — pH 8

Pti elektrolyze do druhého stupné (Piilohy ¢. 4 a 7) rostly v hmotnostnim
spektru elekrolyzatil intenzity iontl m/z 192 a 194. Névrhy struktur té€chto latek jsou na Obr.
33 (latky 3 a 4). Vzhledem k nizkému rozliSeni hodnot m/z ziskanych na pouZitém
hmotnostnim spektrometru (jednotky Daltontl) vSak bude potfeba pro potvrzeni struktur
téchto latek provést jesté dalsi experimenty.

Mechanismus redukce navrzeny na zdklad¢ elektrolyzy na velkoplo$né rtut'ové elektrodé
a nasledné analyzy reduk¢nich produktii hmotnostni spektrometrii predpokladd v prvnim
kroku Sestielektronovou redukci nitroskupiny na aminoskupinu a ve druhém kroku
dvouelektronovou dechloraci chlorpyridinového cyklu, néasledovanou dvouelektronovou
redukci dvojné vazby guanidinového motivu (Obr. 34). Navrzeny mechanismus je znacné
odlisny od tdaji popisovanych v lit*', ktery piedpoklddd Gtyfelektronovou redukci

nitroskupiny na hydroxylamin a nésledné dvouelektronovou redukci na aminoskupinu (Obr.
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6, str. 19). Tento rozdil miZe byt zplisobeny odliSnym mechanismem redukce na rtutové

elektrodé pifi voltametrii, kdy elektrochemickd redukce probihd kratkou dobu, a na

velkoplo$né rtutové elektrod¢, pii které experiment trvd mnohem delsi dobu a meziprodukty

pfitomné v roztoku mohou dile reagovat na odli§né produkty.”

0
I,
_N
_ \\/
cI” SN

1 [M+H]" =256,0596

n—NHz

3 [M+H] =192,1244

n—NHz
A
X N NH
_ \\/
cl N

2 [M+H] =226,0854

-NH,

4 [M+H]" =194,1400

Obr. 33: NavrZzené struktury produktd vznikajicich redukci IMI na velkoplosné rtutové elektrodé

s uvedenymi hodnotami hmotnosti jejich protonovanych molekul, 1 — IMI, 2 — produkt elektrolytické

redukce do prvniho stupné, 3 a 4 — produkty elektrolytické redukce do druhého stupné
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Obr. 34: Navrzeny mechanismus redukce IMI na zakladé hmotnostnich spekter produktd elektrolyzy

na velkoplo$né rtutové elektrode
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5 Zavér

V praci byl studovdan mechanismus elektrochemické redukce imidaclopridu. Cyklicka
voltametrie ukdzala, Ze IMI se redukuje ve dvou stupnich a reakce je z elektrochemického
hlediska ireverzibilni. Ze srovnéani vySek polarografickych vin IMI a standardnich latek (3-
nitrobenzoova kyselina a benzil) vyplynulo, Ze prvni krok je ¢tyfelektronova redukce a druhy
krok dvouelektronovd redukce. Tato skuteCnost je v souladu sudaji v literatute, které
predpokladaji v prvnim kroku redukci nitroskupiny na hydroxylaminovou skupinu a ve
druhém kroku redukci na aminoskupinu. Predpoklddany pribéh redukce vSak nepotvrdila
analyza produktd elektrolyzy IMI na velkoplo$né rtutové elektrodé pomoci hmotnostni
spektrometrie. Z tohoto diivodu byl pro redukci na velkoplosné rtutové elektrodé navrzen jiny
mechanismus elektrochemické pfemény, ktery predpoklada v prvnim kroku Sestielektronovou
redukci nitroskupiny na aminoskupinu. Pro potvrzeni nebo vyvridceni navrzeného
mechanismu bude zapotiebi provést jest¢ dalsi experimenty.

Déle byly v praci hledany optimdlni podminky pro analyzu insekticidu IMI pomoci
voltametrickych metod na visici rtutové kapkové elektrodé, elektrodé ze skelného uhliku a
rtutové filmové elektrod¢. Pro vSechny elektrody bylo optimdlni pH pro analyzu v zdsadité
oblasti. Studium hydrolyzy IMI pomoci UV spektrofotometrie ukdzalo, Ze analyzy je mozné

bez problémi provadét pii hodnotach pH 10 a menSich bez rizika rychlé hydrolyzy.
Nejnizsich hodnot LOD a LOQ bylo dosazeno na HMDE, o néco vyssi hodnoty
poskytovala MFE a nejvyssi hodnoty poskytovala GCE. Pii analyze redlnych vzorki byly
ziskany spravnéjsi vysledky na MFE a GCE oproti HMDE. Diivodem byla nelinedrni
kalibracni zdvislost na HMDE, kterd zpiisobovala obtize pii kvantifikaci metodou

standardnich pridavk.
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7 Seznam zKkratek

ACh
BiFE
BR pufr
CPE
Ccv
DME
DPV
ELISA
ESI
GC
GCE
HMDE
HPLC
IMI
LOD
LOQ
MFE

MS
nAChR
SMDE
SPE
SWV
uv

Acetylcholin

Bismutova filmov4 elektroda
Britton-Robinsontv pufr

Uhlikova pastova elektroda
Cyklicka voltametrie

Rtutovd kapajici elektroda
Diferen¢né pulsni voltametrie
Enzyme-linked immunosorbent assay
Ionizace elektrosprejem

Plynova chromatografie

Elektroda ze skelného uhliku

Visici rtut'ova kapkova elektroda
Vysokoucinnd kapalinova chromatografie
Imidacloprid

Mez detekce

Mez stanovitelnosti

Rtutova filmova elektroda

Relativni molekulova hmotnost
Hmotnostni spektrometrie
Nikotinovy acetylcholinovy receptor
Statickd rtut'ova kapkova elektroda
Extrakce na pevné fazi

Square wave voltametrie

Ultrafialovy
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8  Prilohy

-900
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Priloha €. 1: DP voltamogramy IMI na HMDE, cpy = 3,6 - 10°a74,8- 10°mol I'', vy =20 mV s,
amplituda pulsu -50 mV, Siika pulsu 100 ms, BR pufr — pH 9
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Priloha ¢. 2: DP voltamogramy IMI na GCE, cpy = 5.8 - 10°az 1,1 - 10* mol 1I'', v = 20 mV s,
amplituda pulsu -50 mV, $iika pulsu 100 ms, BR pufr — pH 9
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Ptiloha &. 3: DP voltamogramy IMI na MFE, ¢y = 1,5 - 10° 22,9 - 10° mol I'', ¢y = 1,9 - 10™
mol I'', v = 20 mV s™', amplituda pulsu -50 mV, §ftka pulsu 100 ms, vylu¢ovéni filmu pii -500 mV po

dobu 60 s, oxidace filmu pti 500 mV po dobu 60 s, BR pufr — pH 10
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lonty s nejvyssi intenzitou

pH Potencial (m/z) Fragmenty (m/z)

256 -

226 190, 141, 126, 100

211 -

256 -

226 -

194 -

192 175, 158, 132, 107, 100
101 -

256 -

-1250 226 190, 141, 126, 100
mV 211 -

196 -

285 -

8 256 -

226 -

212 -

194 151, 101

192 175, 158, 132, 113, 100
101 -

-1000
mV

-1300
mV

-1500
mV

Priloha ¢. 4: Tabulka uvadéjici ionty s nejvySsi intenzitou v hmotnostnim spektru roztoku po 60 min

elektrolyzy do prvniho i druhého stupné pii pH 5 a 8, u vybranych iontl jsou uvedeny fragmenty
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Priloha €. 5: Hmotnostn{ spektrum roztoku pted elektrolyzou, pufr CH;COONH,/NH; - pH 8

g ®
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Piiloha ¢. 6: Hmotnostni spektrum roztoku po 60 min elektrolyzy pfi potencidlu -1250 mV, pufr
CH;COONH4/NH; — pH 8
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) TIC_60min_1500_pos_pH8
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Priloha ¢. 7: Hmotnostni spektrum roztoku po 60 min elektrolyzy pii potencidlu -1500 mV, pufr
CH;COONH4/NH; — pH 8
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