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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytické chemie

Kandidat: Petra Bolinova

Skolitel: Doc. PharmDr. Hana Sklenafova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Fluorescen¢ni stanoveni metsulfuron methylu v SIA

systému

Tato diplomovd prace se zabyva fluorescencni detekci chininu a
metsulfuronmethylu (MSM) ve vodném prostfedi a organickych rozpoustédlech
metodou sekvenéni injek¢ni analyzy. Tato metoda byla zvolena k detekci herbicidu
kviili snadnému zpracovani vzorku, jeho nizké spottebé, rychlému zpracovani vysledkt

a vyssi citlivosti fluorescence ve srovnani se spektrofotometrickou detekci.

Roztok siranu chininia byl pouzity pouze jako modelova latka. Hlavnim
pfedmétem sledovani byla fluorescencni detekce MSM v riznych organickych
rozpoustédlech. Vzorek MSM byl pied stanovenim pfeveden do roztoku pomoci daného
rozpoustédla ¢i smési rozpoustédel (voda, aceton, smés voda:acetonitril, chloroform) a
v nékterych piipadech byla provedena uprava pH a UV degradace pivodni latky.
Zména pH byla zajisténa pridavkem koncentrované H,SO, na pH = 2. K degradaci
MSM UV zéfenim byla pouzita vinova délka A 254 nm nebo 366 nm.

Ze zkouSenych organickych rozpoustédel se jako nejvyhodnéjsi z hlediska
poskytovaného signalu ukazal chloroform. Intenzita signalu MSM v chloroformu
pfesahovala hodnoty signalu roztoki MSM v ostatnich organickych rozpoustédlech
(aceton, smés H,O:ACN Vv riznych pomérech) o vice nez 90%. S chloroformem byla
prométena i kalibra¢ni zavislost s linearnim nardstem fluorescen¢niho signalu v

rozmezi koncentraci 5 — 25 mg/l s korela¢nim koeficientem 0,999.



ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of analytical chemistry

Candidate: Petra Bolinova

Supervisor: Doc. PharmDr. Hana Sklenafova, Ph.D.

Title of Diploma Thesis: Fluorescence detection of metsulfuron methyl in the SIA

system

This diploma work deals with fluorescence detection of quinine and metsulfuron
methyl (MSM) in aqueous media and organic solvents using sequential injection
analysis. This method was chosen to detect herbicide for easy sample application, its
low consumption fast results evaluation and higher sensitivity of fluorescence compared

to spectrophotometric detection.

Chininium sulphate solution was used only as a model substance. The main
subject of monitoring was the fluorescence detection of MSM in various organic
solvents. Sample of MSM was dissolved in different solvents or mixture of solvents
(water, acetone, a mixture of water: acetonitrile, chloroform) and in some cases pH was
adjusted and UV degradation of the parent compound was carried out, pH adjustment
was ensured by the addition of concentrated H,SO,4 to pH = 2. Degradation of MSM
was tested with UV at 254 nm and 366 nm.

The most advantageous of the tested organic solvents in terms of a signal
provided was chloroform. Signal intensity of MSM in chloroform solutions compared to
the signals of MSM in other organic solvents (acetone, a mixture of H,O:ACN in
different ratios) was increased by more than 90%. Chloroform solutions were measured
and calibration curve with a linear increase of the fluorescence signal in the

concentration range 5 - 25 mg/l with a R = 0,999 was found.
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Seznam pouzitych zkratek

CTAC

DLLME

DSPE
FIA

FI-SPS

GC

GC-MS

HPLC

IUPAC

LC-MS

LDso
LOD
LOQ
MEKC

MEPIF

MSM

MWCNTs

Chlorid cetyltrimethylamonny (cetyltrimethylammonium chloride)
disperzni kapalinové mikroextrakce (dispersive liquid—liquid
microextraction)

disperzni extrakce pevnou fazi (dispersive solid-phase extraction)
pratokova injek¢ni analyza (flow injection analysis)

pritokovy systém s pevnym spektroskopickym senzorem (flow injection
solid-phase)

plynova chromatografie (gas chromatography)

plynova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem (gas
chromatography — mass spektrometry)

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie (high performance liquid
chromatography)

mezinarodni unie pro ¢istou a uzitnou chemii (Union of Pure and Applied
Chemistry)

kapalinova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem (liquid
chromatography — mass spetrometry)

sttedni letalni davka (dosis letalis)

limit detekce (limit of detection)

limit kvantifikace (limit of quantitation)

micelarni elektrokineticka chromatografie (micellar electrokinetic
chromatography)

micelarni fotochemicky indukovana fluorescencni detekce (micellar-
enhanced photochemically induced fluorescence)
metsulfuron-methyl

vicevrstvé uhlikové nanotrubice (multiwalled carbon nanotubes)



PIF

PMT
RSD
SDS
SIA
SPE

UHPLC

uv

VIS

fotochemicky indukovana fluorescence (photochemically induced
fluorescence)
fotonasobi¢ (photomultiplier)
relativni smérodatna odchylka
dodecylsulfat sodny (sodium dodecyl sulfate)
sekven¢ni injekéni analyza
extrakce na tuhé fazi (solid phase extraction)
ultra-vysoko-uc¢inna kapalinova chromatografie (ultra high performace
liquid chromatography)
ultrafialova oblast zareni

viditelna oblast zafeni



1.Uvod

Stanoveni herbicidll je dilezité zejména v oblasti Zivotniho prostfedi a zemédélstvi.
Moznosti detekce a stanoveni jsou rozmanité a zahrnuji spoustu analytickych metod.
Ptikladem jsou prutokové injekéni metody, kapilarni elektroforéza ¢i chromatografické
metody nejcastéji ve spojeni s fotochemicky indukovanou fluorescenci. Citlivost

fluorescenéni detekce zavisi ve velké mife na volbé vhodného fotonasobice.
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2.Cil a popis zadani prace

Tato diplomova prace se zabyva fluorescencni detekci chininu a metsulfuronmethylu
(MSM) ve vodném prostiedi a prostiedi organickych rozpoustédel metodou sekvenéni
injek¢ni analyzy. Sekvenc¢ni injekéni analyza byla zvolena k detekci herbicidu zejména
kvili snadnému zpracovani vzorku, jeho nizké spotiebé a rychlému zpracovani

vysledki.

Roztok siranu chininia byl v této praci pouzity pouze jako modelova latka, na které byl
sledovan vliv organickych rozpoustédel na fluorimetrickou detekci v SIA systému.

Mezi zkousena organicka rozpoustédla patiil methanol, ethanol a isopropylalkohol.

Hlavnim pfedmétem sledovani byla fluorescenéni detekce MSM V rliznych organickych
rozpoustédlech. Vzorek MSM byl pied stanovenim pteveden do roztoku pomoci daného
rozpousteédla ¢i smési rozpoustédel (voda, aceton, smés voda:acetonitril, chloroform) a
v nékterych piipadech byla provedena tprava pH a UV degradace pluvodni latky.
Zména pH byla zajisténa piidavkem koncentrované H,SO, na pH = 2. K degradaci
MSM UV zafenim byla pouzita vinova délka A 254 nm nebo 366 nm.
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3.Teoreticka cast

3.1. Sekvenc¢ni injek¢ni analyza

3.1.1. Historie

Metoda prutokové injekéni analyzy (FIA) se v oboru analytické chemie rozvijela uz od
70. let 20. stoleti. Jednim z nejvyznamnéjSich prukopnika této metody je Cesky védec
Jaroslav Ruzi¢ka. Vyhodou této priitokové metody je snadnd automatizace, moznost
miniaturizace, univerzalnost a sniZzeni nakladd, které spocivaji v manipulaci
s chemickymi ¢inidly. Z metody FIA se od 90. let 20. stoleti vyvinula metoda, fungujici
na podobném principu, sekvenéni injekéni analyza (SIA). Tato metoda pouziva
univerzalngj$i a méfeni je vzdy fizeno ovladacim programem. Primdrné je uréena

v r 0 ’ o ’ . . r.r .o ’ ol
hlavné pro stanoveni rliznych analytli v ramci monitorovani riiznych procesi™.

3.1.2. Princip metody

Charakteristickym rysem sekvencni injekéni analyzy jsou oddélené méfici cykly.
Nejprve jsou zony nosného proudu, vzorku a ¢inidla postupné aspirovany do
jednokanalového systému s vyuzitim selekéniho vicecestného ventilu a pistového
Cerpadla. Poté je pohyb pistu ¢erpadla obracen, ¢imz dojde k promiseni zoény vzorku a
¢inidla (obrdzek 1). Vznikly produkt je dopraven do detektoru a tim je jeden cyklus
ukoncen. V tomto jednoduchém ptipadé€ je ziskan vysledny analyticky signél ve formé
piku podobné¢ jako je tomu u FIA. Jednd o zdznam zmény koncentraéniho gradientu
reakéniho produktu pfi prichodu jeho zoény detektorem. Rozdily se projevuji
v geometrii nosného proudu. FIA vyuZziva pfimy konstantni tok, zatimco zakladem SIA

jsou zmény piimého a zpétného toku®.
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Zména sméru toku pri sekvenéni injekéni analyze

vzorek ‘

Obrazek 1: Princip SIA®

Systém SIA pracuje v cyklu naprogramovanych pohybii ¢erpadla, synchronizovanych s
pfepinanim pozic selekéniho ventilu. V tomto systému je mozné provést zmény
davkovaného objemu vzorku od jednotek aZ po stovky pl programovanim doby otevieni
kanalu selekéniho ventilu a tim optimalizovat disperzi zony vzorku a citlivost stanoveni.
Doba trvani jednoho meéficiho cyklu se pohybuje okolo 30 s. Priitokové rychlosti jsou u
FIA a SIA techniky tém& shodné a pohybuji se okolo 1 mlmin™. Ziskani
reprodukovatelného  koncentracniho gradientu produktu dosdhneme pfesnou
synchronizaci a opakovatelnosti jednotlivych programovych krokti. Z toho vyplyva, ze
soucasti SIA systému musi byt 1 pocitac s fidici kartou a pfisluSnym programovym
vybavenim, ktery fidi kroky méficiho cyklu a soucasné sbira, uchovava a vyhodnocuje

vystupni data®.

Hlavni vyhodou SIA je jednoduchd instrumentace (jednokanalové uspofadani s jednim
ventilem) a flexibilita, dana snadnou zménou parametri meieni pomoci jednoduchého
ovladaciho programu3. Mezi dalsi vyhody patii efektivni vyuziti chemikalii,
minimalizace odpadu a snadna manipulace S rizikovymi latkami. Vyuziti ma nejen ve

farmacii, ale také v potravinastvi, zem&délstvi a ekologii’.
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3.1.3. Instrumentace SIA

Mezi hlavni soucasti SIA systému patii Cerpadlo, selek¢ni ventil, misici civka, detektor

a ridici systém.

Cerpadlo je v podstaté jednokanalova dvousmérna pistova pumpa ovladana pomoci

potitate. Zajistuje presné definovany a reprodukovatelny tok nosného proudu®.

Vicecestny selekéni ventil (nejCastéji 6, 8 ¢i 10 cestny) fadi zoény cinidel a vzorku
Vv misici civce. Ventil musi umoziovat libovolné kombinace nasdvani roztokl
Z jednotlivych pozic. Obracenym pohybem cerpadla poté dochazi k dokonalému
promiseni zon za vzniku reakéniho produktu, ktery je dale detekovan. Zadouci je nulova
kontaminace nasdvanych roztokl roztoky nasavanymi v predchozi fazi experimentu a
proto je nutné po kazdé zmén¢ Cinidel cely systém pied dal$im méfenim dikladné

’ v v ’ Y ’ o3
promyvat dostatecnym mnozstvim vyméinovanych roztokl”.

Misici civky vyuZivané u SIA systému jsou vétSinou kratsi a jednodus$si nez u metody
FIA. Mohou slouzit pouze ke smiseni zon nebo mohou byt upravené za ucelem
optimalizace prib&hu pozadované chemické reakce. Umisténi civky v systému neni
striktné dano, ale vétSinou je umisténa mezi Cerpadlem a selekénim ventilem. Nékteré
systémy maji jest¢ druhou civku pied detektorem, kterd slouzi k dokonalému promiseni

vzorku a ¢inidla u pomaleji probihajicich reakei.

Detektory pouzivané k detekci v SIA systému musi byt opatfeny prutokovou méfici
celou. V praxi se nejcastéji pouzivaji spektrometrické (UV/VIS spektrometrické,
fluorescen¢ni,  chemiluminiscen¢ni) nebo  elektrochemické  (amperometrické,

vodivostni) detektory®.
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3.1.4. Vyuziti SIA p¥i stanoveni chininu a MSM

SIA systém byl v této diplomové praci pouzity pouze Kk davkovani vzorku (roztok
chininu nebo MSM v daném rozpoustédle) a nasledné detekci pomoci detektoru PMT
(photomultiplier tube, fotonasobi¢). Diky SIA systému byla jednotliva stanoveni
pomérné rychld a ziskané vysledky budou slouzit jako podklad pro vybér detekéni

techniky MSM po jeho zakoncentrovani extrakci organickym rozpoustédlem.

3.2. Chinin

Chinin je hlavnim alkaloidem z kliry chinovniku a pro své vyrazné antimalarické a
antipyretické¢ ucCinky... Roztoky chininu se vyznacuji vyraznou fluorescenci v UV
svétle. Obsah chininu se tedy velmi Casto stanovuje fluorimetricky, pficemz se vyuziva
fluorescence chininu v kyselém prostiedi. V této praci byl chinin zvolen jako modelova
latka, na které byl sledovan vliv organickych rozpoustédel na fluorimetrickou detekci

Vv SIA systému.

3.3. Metsulfuron-methyl

Metsulfuron-methyl je herbicid nejcastéji pouzivany k hubeni pleveld, listnatych
porostl, kfovin a trav. Zastavuje bunééné déleni ve vyhoncich a kofenech rostlin.

Pouziva se na plantaZich obilnin — pSenice, je€men, Zito, a oseti pastvin.

3.3.1. Chemické vlastnosti a toxicita MSM

Metsulfuron-methyl je herbicid odvozeny od sulfonylmocoviny s pfesnym chemickym
nazvem (IUPAC) Methyl 2-[3-(4-methoxy-6-methyl-1,3,5-triazin-2-yl)ureidosulfonyl]
benzoate a molekulovou hmotnosti 381,4. Jedna se o bilou az svétle Zlutou latku

rozpustnou ve vodg i n&kterych organickych rozpoustddlech®.
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Tabulka 1: Rozpustnost MSM ve vodé

Rozpustnost MSM ve vodé pri 25°C

pH rozpustnost (mg/l)
4,6 270

5,4 1750

7,0 2790

9,0 213000

Tabulka 2: Rozpustnost v organickych rozpoustédlech

Rozpustnost MSM v organickych rozpoustédlech pri 25°C

Rozpoustédlo rozpustnost (mg/l)
Aceton 36000
n-hexan 0,79
Metanol 7300

Dichlormethan 121000

MSM ma velmi nizkou toxicitu pro savce. Na zaklad¢ laboratornich testd na potkanech
je LD50 pfi peroralnim podani 5000 mg/kg. Byla vyzkouSena 1 inhala¢ni toxicita se
sttedni letdlni koncentraci ve vzduchu vétsi nez 5 mg/l vzduchu. Pii téchto testech

nebyly u testovanych zvifat pozorovany zadné mutagenni, karcinogenni ani teratogenni

ucinky.

3.3.2. Moznosti detekce a stanoveni MSM

MozZnosti detekce a stanoveni MSM jsou velice rozmanité a zahrnuji spoustu metod, z
nichz jsou nize zminény jen nékteré. Piikladem jsou pritokové injekéni metody,

kapilarni elektroforéza ¢i chromatografické metody nejcastéji ve spojeni s fotochemicky

indukovanou fluorescenci.
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3.3.2.1.  Pritokova injekc¢ni analyza (FIA)

a) Citlivé a rychlé FIA stanoveni MSM ve vodé s micelarni fotochemicky -

indukovanou fluorescenéni detekei (MEPIF)’

FIA v kombinaci s MEPIF byla vyvinuta pro citlivé a rychlé stanoveni herbicidi
odvozenych od sulfonylmocoviny ve vod¢. Vyuziti micelarnich roztokit SDS a CTAC
jako nosného proudu zvysilo citlivost stanoveni. Parametry FIA, jako je davkovany
objem (280 — 390 pl), pritokova rychlost (0,67 — 1,0 ml.min™) a vlnové délky excitace
a emise, byly optimalizovany pro kazdou latku zvlast. Kalibra¢ni grafy byly linearni v
rozmezi 1-2 fadd. Relativni standardni odchylka byla v rozmezi od 1,5% do 3,7%. Limit
detekce (LOD) byl nalezen v rozmezi od 0,1 do 1 ng.ml™ podle dané slougeniny.
Rychlost analyzy byla mezi 56 a 80 h™ . Primérna vyt&znost se pohybovala v rozmezi

90 az 106% pro ,,spikované* vzorky i¢ni vody’.

b) Stanoveni MSM v prutokovém systému s pevnym spektroskopickym senzorem

zaloZenym na fotochemicky indukované fluorescenci v micelarnim médiu®

Micely, obsahujici siln¢ fluorescen¢ni produkty rozkladu, jsou po UV ozafeni herbicidu
siln€¢ vazany na C18 gelu umisténém v pritokové cele. Vysledny signal je monitorovany
pti 378 nm (emisni vinova délka) po ozéfeni pii 323 nm (excitacni vinova délka). Pevny
spektroskopicky senzor je snadno vyménitelny (cca po 500 nastticich). Tento systém
byl kalibrovan pro dva davkované objemy vzorku, 300 a 1000 pl. Detekéni limity a
relativni smérodatné odchylky byly 0,71 a 0,14 ng.ml™, 4,5 a 3,3% pro oba zminéné
davkované objemy. Systém ukazuje velmi vysokou rychlost stanoveni, 34 (300 ul) a 36
(1000 pl), analyz za hodinu. Optosensor byl Gsp&€Sné pouzit ke stanoveni herbicidll
Vv fi¢nich, studni¢nich a zavlaZovacich vodach (vytéZznost se pohybovala v rozmezi

96,0 - 106,0%)%.
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c) Fluorimetrické stanoveni MSM se souc¢asnym pouZitim systému FIA s pevnym

senzorem a fotochemickou derivatizaci®

Prutokovy vicekanalovy optosensor v kombinaci s fotochemicky indukovanou
fluorescenci (PIF) byl navrZzen pro soucasné stanoveni binarni pesticidové smesi.
Snimani signalu bylo zaloZzeno na on-line separaci dvou analytt (thiabendazol a
metsulfuron-methyl) prostfednictvim jejich casového rozliSeni — doby, kdy jsou
monitorovany analytické signaly fotoprodukti na vhodném pevném senzoru. MSM
poskytoval silné fluorescen¢ni fotoprodukt produkovany on-line v micelarnim médiu
diky pusobeni UV zafeni. Rozkladné fotoprodukty dvou herbicidi byly rozdéleny ve
FIA systému s minikolonou, vyplnénou C18 silikagelem. Sorpce herbicidli na pevném
nosi¢i v priatokové cele poskytovala znatelné zlepSeni v citlivosti a selektivité pii
srovnani s jejich stanovenim v homogennim roztoku. Detekéni limity a relativni
smérodatné odchylky pro thiabendazol a metsulfuron-methyl byly 2,5 a 3,3 ng.ml* a
1,1a2,4% .

Mezi hlavni vyhody této metody patii selektivita, vysoka citlivost, rychlost,
jednoduchost a nizkd cena v porovnani se zavedenymi chromatografickymi metodami.
Selektivita byla zajisténa retenci sledovanych herbicidi na pevné fazi fotosenzoru.
Metoda je vysoce citliva, protoZe sorpce herbicidu byla sledovana na malé ploSe pevné

faze umisténé v pritokové cele.

Fotochemicky indukovana fluorescen¢ni metoda pouzita pro derivatizaci MSM byla
provedena bez pouziti chemickych ¢inidel, ktera jsou Casto draha a/nebo skodliva, proto

je tato metoda Setrna k zivotnimu prostiedi.

Vyvinuta metoda pirekonava dillezity handicap konven¢nich PIF metod:
1) ruseni stanoveni jinymi pesticidy, které piedstavuji latky s ptirozenou fluorescenci

2) generovani fluorescencniho fotoproduktu pod UV zafenim

Provadéni této metody predstavuje velmi atraktivni a piinosnou oblast vyzkumu,
protoze je vhodna jako pre-screeningova metoda umoznujici snizeni poctu vzorkd, které

musi byt zpracovany prostiednictvim konvenénich chromatografickych metod”.
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3.3.2.2.  Kapilarni elektroforéza

a) Jednoduchy a rychly zpusob stanoveni MSM ve vzorcich vody pomoci

vicevrstvych uhlikovych nanotrubic a kapilarni elektroforézy10

Nova metoda pro stanoveni MSM v rtiznych vzorcich vody byla zalozena na extrakci na
tuhé fazi (SPE) v kombinaci s kapilarni elektroforézou. Tuhou fazi tvoii vicevrstvé
uhlikové nanotrubice (MWCNTS).

Vlastnimu stanoveni pfedchazelo zakoncentrovani roztoku pomoci FIA systému.
Optimalizace FIA systému: Elu¢ni ¢inidlo slozené z 250 pl vodného roztoku s obsahem
methanolu 50% (v/v) a acetonitrilu 2% (v/v), objem vstfikovaného vzorku byl 10 ml a
prittokova rychlost 1,15 ml.min™. Ve FIA systému byla umisténa extrakéni kolona s
6 mg MWCNTSs.

Stanoveni pomoci kapilarni elektroforézy se ukdzalo velice rychlé. Vysledky byly
ziskany v ¢asovém intervalu 9 min pomoci jednoduchého elektroforetického pufru (50
mmol.I" tetraboritan sodny s 3% methanolem, pH = 9,0). Kalibra¢ni kiivky byly
linearni mezi 0,5 a 6,0 pg. I'* pro MSM s korelaénim koeficientem 0,995 a 0,997.
Opakovatelnost navrhované metody, vyjadiend jako relativni smérodatnd odchylka
(RSD) se pohybovala v rozmezi 4,1% a 5,4% (n = 10) a detekéni limity byly 0,40 a 0,36
ug. It Vyt&znost se pohybovala v rozmezi 86-108%°.

3.3.2.3.  Chromatografické metody

a) Stanoveni MSM z pudy pomoci plynové chromatograﬁe11

Metoda plynové chromatografie byla vyvinuta pro stanoveni residui MSM z pudy.
Vzhledem k tepelné nestabilit¢ MSM a jeho monomethylového derivatu, byl herbicid
derivatizovan na  dimethylovy derivdt pomoci diazomethanu.  Struktura
derivatizovaného produktu byla potvrzena GC-MS. Cas pro methylaci byl
standardizovany a jako optimalni ¢as v ethylacetditovém rozpoustédle byla stanovena
doba 24 hodin. Limit detekce (LOD) a mez detekce (LOQ) této metody byly
0,1 pg. 10,2 pug. 1™
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Stanoveni MSM neni mozné provést ptimo metodou plynové chromatografie (GC)
kvtli jeho tepelné nestabilité a extrémné nizké té¢kavosti. GC metoda mize byt pouzita
pro stanoveni mocoviny a sulfonyl mocoviny pouze po derivatizaci puvodni slouceniny,
tedy po methylaci MSM pomoci diazomethanu v ethylacetatu (24hod). Tato technika je

e, ox 1 e . A1
citlivd a mize byt pouzita i pro mikrostanoveni=".

0OOCH3 _~CH3
N—=
[ \
—C—NH— K?-J
N7

TOCH
(I) 3
COOCH CH3
3 0 N— - &
sm—r'q —Q I‘~.'H4<\ I_H
N""-0cH;
(IT)

OOCH? CH3
‘ﬁ’ | :-1~<_
SOr— N —C—N N
R

CH3 CH3 T0CH:3

Obrazek 2: Struktura MSM (I), monomethylového derivatu (IT) a dimethylového
derivatu (1IN
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b) Stanoveni MSM pomoci extrakce tuhou fazi s ultra-vysoko-tu¢innou
kapalinovou chromatografii (UHPLC) ve spojeni s tandemovou hmotnostni

spektrometrii12

Citlivda a velmi rychld analyticka metoda byla vyvinuta pro stanoveni herbicidi
odvozenych od sulfonylmocoviny v povrchovych vodach. Vzorky vody byly okyseleny,
a cilové herbicidy byly extrahovany pomoci ProElut C18 extrakénich kazet. Po suseni
proudem dusiku, byly kazety eluovany eluc¢nimi rozpoustédly a eluat byl poté odparen
do sucha, rozpustén a analyzovan. Mobilni faze byla tvofena 0,02% kyseliny mravenci a
acetonitrilem (gradientova eluce). Tandemové spojeny hmotnostni spektrometr byl
triple kvadrupol vybaven elektrosprejovym ionizaénim zdrojem. Vzorek byl sledovan
pomoci protonované molekuly a svych dvou charakteristickych fragment. Limit
detekce (LOD) byl nizsi nez 1,0 ng.ml™ a limit kvantifikace (LOQ) byl mezi 1 a 8
ng.ml™. Vyvinuta metoda je citliva, vysoce specificka, piesna a relativné rychla (délka
separace 20-60 min). Je uréena pro stanoveni herbicidu v zemédélskych odtokovych

vodach nebo zdroji vody z jinych venkovskych oblasti*?.

c) Stanoveni MSM v pudé kapalinovou mikroextrakci v kombinaci s

micelarni elektrokinetickou chromatografii'®

Nova metoda stanoveni herbicidii z ptidy vychazela z disperzni extrakce pevnou fazi
(DSPE), mikroextrakce disperzni kapalinové mikroextrakce (DLLME) a micelarni
elektrokinetické chromatografie (MEKC). Metodou DSPE-DLLME, bylo poprvé
extrahovano 10 g vzorku pidy s 10 ml acetonitrilu s obsahem 5% kyseliny mravenci
(pH 3,0). Extrakt byl c¢istén diky DSPE s pevnym sorbentem C18. Poté byl 1 ml
vysledného extraktu piidan do centrifuga¢ni zkumavky obsahujici 5 ml vody o pH 2,0 a
60,0 ul chlorbenzenu (extrakéni rozpoustédlo) pro DLLME extrakci. Roztok extraktu
organického vzorku byl odpafen do sucha a rozpustén ve 20,0 pl 1,0 mmol.I* Na;HPO,

(pH 10,0) pro stanoveni pomoci micelarni elektrokinetické chromatografie.

Linearita metody pro stanoveni MSM byla potvrzena v rozmezi od 1,7 do 200 ng.g™ s
korelaénim koeficientem v rozmezi 0,9965 - 0,9983. Limit detekce (LOD) se pohyboval
0d 0,5 az 1,0 ng.g™.
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Tato metoda umoziuje selektivné stanovit nékteré herbicidy ve stopovém mnozstvi v
komplexnich matricich piidy. Ve srovnani s jinymi konvenénimi metodami piipravy
vzorku, tato kombinovana technika nabizi vyhody, jako je jednoduchost, snadnost

provedeni, nizsi spotieba organickych rozpoustédel a vysoka citlivost™®.

d) Svétlem indukovana fluorescenéni detekce MSM ve vodé s vyuzitim HPLC,

LC-MSaGC™

Fotodegradace MSM byla zkoumana ve vodném roztoku pfi rizném pH a vlnovych
délkach. Uginnost procesu byla hodnocena pomoci kvantovych vynost stanoveni.
Identifikace fotoproduktd naznacuje, Ze hlavni fotochemicka cesta je zahajena disociaci

vazby C-S, poté nasleduje vznik hlavnich koneénych produktii:

2-hydroxy-methylbenzoat a (4-methoxy-6-methyl-1,3,5-triazin-2-yl)aminocarbonylsul-
fonové kyseliny. Bylo prokazano odlisné chovani ve vodé a v organickém prostiedi.
V pfitomnosti malého mnozstvi organického rozpousStédla (smés voda:acetonitril)
nedochazi prednostné k solvataci, ale jako hlavni produkt vznikd methylbenzoat. Pfi
tomto stanoveni MSM byl pouzity k degradaci UV-Vis spektrofotometr, k detekci bylo
vyuzito chromatografickych metod jako je HPLC, LC-MS a GC-MS.

Absorpcni spektra byly zaznamenany na UV-Vis spektrofotometru (Perkin Elmer A 15)
a fluorescenéni méfeni bylo provedeno pomoci spektrofluorimetru (Spex Jobin Yvon
fluoromax-2). Mezi dalsi instrumentalni vybaveni patfily chromatografické pfistroje pro

HPLC, LC-MS a GC.

Fotolyza MSM byla provedena ve vodé o pH 7 a 2, ve smési voda:acetonitril v poméru
70:30 (v/v) a v 2-propanolu. Ozafeni bylo provedeno pfi laboratorni teploté (22°C) a
dvou odlisnych vinovych délkach (254 nm, 280 nm). Koncentrace méfenych vzorku se
pohybovala v rozmezi 3 x 10° M az 5 x 10* M. Po ozafeni byly vodné roztoky
analyzovany pomoci HPLC a identifikace produkti byla provedena GC — MS
aLC-Ms™.

Tato diplomova prace byla ¢astecné zalozena na poznatcich z tohoto experimentalniho

stanoveni MSM.
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3.3.2.4. Fluorescencni detekce

e s 30 Ve r v - . 15
Detekce herbicidii s vyuzitim fluorescen¢ni spektroskopie

Fluorescencni spektroskopie nabizi nékolik vyhod oproti jinym metodam detekce a
kvantifikace chemickych slou¢enin. Tato technika byla nedostate¢né vyuzita pii detekci
a kvantifikaci herbicidii. Fluorescencni vlastnosti 39 herbicidi piedstavuji hlavni
moznosti jejich stanoveni. Fluorescence analytickych standardi byla méfena v
acetonitrilu, smési acetonitrilu a vody ¢i smési acetonitrilu, vody a silné kyseliny.
Ctrnact z 39 herbicidd fluoreskovalo do uréité miry, sedm (bentazon, chloramben,
difenzoquat, fluometuron, imazaquin a norflurazon) bylo pouzito pro dal$i vyvoj
metody. Technické vyhody a nevyhody fluorescenéni spektroskopie herbicidi jsou

N T ;1
v soucasné dobé& diskutovany™.
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4. Experimentalni ¢ast
4.1. Material
4.1.1. Chemikalie

Aceton — Penta Chrudim, Ceska Republika

Acetonitril — Sigma-Aldrich, Praha, Ceska Republika

Dichlormethan — Fluka Chemika, Svycarsko

Ethanol- Sigma-Aldrich, Praha, Ceska Republika

Chloroform — Lachema n. p. Brno, zavod Neratovice, Ceska Republika
Isopropylalkohol — Penta Chrudim, Ceskéa Republika
Metsulfuronmethyl — Sigma-Aldrich, Praha, Ceska Republika
Methanol — Sigma-Aldrich, Praha, Ceska Republika

Toluen — Sigma-Aldrich, Praha, Cesk4 Republika

4.1.2. Pristroje a software

FlAlab 3000, FIAlab instruments, Bellevue, USA

Software FIAlab pro Windows, verze 5.9.298, FIAlab Instruments, Bellevue, USA
Fluorescenc¢ni pritokova cela

Detektor PMT (photomultiplier tube), Fialab Instruments, Bellevue, USA

UV lampa s nastavitelnou vinovou délkou 254 nm a 366 nm
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4.2. Pracovni postup

4.2.1. Fluorescencni detekce chininu v SIA systému

,Chinin se vyskytuje v kife tropickych stromi rodu Cinchona. Stale jesté je
vyznamnym lékem proti maléarii. Ma vyrazn¢ hotkou chut' a je proto piidavan do
nékterych typl napoji. Oba dusikové atomy v molekule chininu mohou byt
protonizovany. Opétnd disociace téchto vodikovych iontd je charakterizovana
disocia¢nimi konstantami pftiblizné pK; = 4,3 (chinolinovy dusik) a pK; = 8,3
(chinuklidinovy dusik). S kyselinami tvofi chinin soli. Byva dodavan ve formé siranu
(C20H24N207),-H2S0,4-2H,0 (Mr = 782,96), ktery je ale do urcité miry hygroskopicky,
takze obsah vody v riiznych preparatech mize zna¢n¢ kolisat. Jeho roztoky za uréitych

r : W A b4 16
podminek jasné modrte fluoreskuji.*

V této diplomové praci slouzil chinin jako modelova latka, na které byl predbézné

vyzkousen vliv organickych rozpoustédel na fluorescen¢ni detekci.

Obrazek 3: Struktura chininu®’
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4.2.1.1. Kalibraé¢ni zavislost

Ze zasobniho roztoku s obsahem 25 mg/I siranu chininia v 0,05 M H,SO4 byly
pripraveny (v 25ml odmérnych bankach) roztoky s koncentracemi siranu chininia

v rozmezi 1 — 100 mg/l v 0,05 M H,SQO, podle tabulky 3.

Tabulka 3: Pfiprava roztoku

V zasobniho

roztoku (ml)
¢ chininia (mg/l) 1 2 5 7 10 20 50 70 | 100

K vlastnimu ovladani byl pouzit program FIAlab for Windows 5.9.298. V pfislusném
fidicim programu byla nastavena priitokova rychlost 80 pl/s a mnozstvi aspirovaného
vzorku na 50 pl. Nastaveni detektoru PMT: integracni ¢as 100 ms a skenovaci rychlost
8 Hz. Po kazdé vyméné rozpoustédel byl systém minimalné 3x promyvan novym

rozpoustédlem pomoci programu na promyvani.

S pfipravenymi kalibra¢nimi roztoky byla proméfena kalibraéni kiivka v daném
rozmezi koncentraci. Jako nosny proud i1 rozpoustédlo byla v SIA systému pouzita voda.

Kalibrace byla vyhodnocena linearni regresi.

4.2.1.2.  Vliv organickych rozpoustédel na fluorescencni

detekci chininu

Cilem dale popsanych experimentii bylo zjistit, jak ovlivni fluorescencni detekci

roztoku siranu chininia zdména vodného rozpoustédla za organické.
V rdmci experimentalni ¢asti byly pouzity dva zptsoby:

a) nosnym proudem byla voda a rozpoustédlem standardu organické

rozpoustédlo (methanol, isopropylalkohol, ethanol)
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b) nosnym proudem i rozpoustédlem standardu bylo organické rozpoustédlo
(methanol, isopropylalkohol, ethanol, dichlormethan)
Vysledky byly zaznamenany v ndzornych grafech, ze kterych lze porovnat, jaky zptisob
zameny rozpoustédla byl nejvyhodnéjsi a jakym zplisobem se zménila zakladni linie

detektoru a fluorescen¢ni signal této modelové latky.

4.2.2. Fluorescen¢ni detekce metsulfuron methylu

v organickych rozpoustédlech

MSM je herbicid odvozeny od sulfonylmocoviny, ktery se nejcastéji pouziva k hubeni
pleveli, kfovinatych porostl €i trav. Mechanismus U¢inku spociva v zdstavé bunééného
déleni ve vyhoncich a kofenech rostlin. Nejcastéji je pouzivan pii peéstovani obilnin —
pSenice, je¢men, zito, a oseti pastvin. K detekci zbytkih MSM v ptidé a podzemnich
vodach se prozatim pouziva chromatografie (hmotnostni spektrometrie, plynova
chromatografie) a biologické zkouékyG.

V kapitole 5.2. jsou uvedeny poznatky a vysledky detekce v SIA systému za pouziti

riznych organickych rozpoustédel.

0
1]
C-OCH; OCH,

0o o =\
E_NH_C_NH«N _(N

Obrazek 4: Struktura metsulfuron-methylu®®

3
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4.2.2.1. Priprava zasobniho roztoku metsulfuron-methylu

Zasobni roztok byl pfipraven z metsulfuron-methylu od firmy Sigma-Aldrich.
Koncentrace zasobniho roztoku byla 25 mg/l a byl pfipraven pomoci vybranych

organickych rozpoustédel podle zplisobu detekce.

Postup:

2,5 mg MSM bylo rozpusténo ve 100ml odmérné baiice ve vybraném rozpoustédle:
a) voda
b) aceton
¢) smés voda:acetonitril

d) chloroform

4.2.2.2. Fluorescenc¢ni detekce MSM

Fluorescen¢ni detekce byla provedena s vybranymi organickymi rozpoustédly — voda,
aceton, smés voda:acetonitril a chloroform. Pro kazdé rozpoustédlo byla pted vlastni
detekci MSM prométena zédkladni linie. K méfeni byl vZzdy odebran vzorek z predem
pfipraveného zasobniho roztoku o koncentraci 25 mg/l. Kazdé méteni bylo provedeno

tiikrat a k vyhodnoceni slouZzil primér téchto tfi hodnot.

Fluorescen¢ni detekce byla proméfena za riznych podminek — zména pH vzorku, vliv
pisobeni UV zafeni. Vybér podminek meéfeni byl proveden na zdkladé poznatkl
cerpanych z odborného c¢lanku o degradaci MSM plisobenim UV zéafeni [CASELLI,

Monica. Light-induced degradation of metsulfuron-methyl in water]™.

Vysledné hodnoty byly zaznamenany v tabulkach a grafech v kapitole 5.2., ze kterych
lze porovnat, jaky zplisob zamény rozpoustédla byl vyhodny a jakym zplisobem se

zmeénila zakladni linie detektoru a fluorescenc¢ni signal MSM.
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4.2.3. Studium rozkladu MSM piisobenim UV zareni
a nasledna fluorescencni detekce rozkladnych

produkti

Cilem této c¢asti prace bylo zjistit vliv UV zafeni na rozklad MSM a naslednou
fluorescen¢ni detekci rozkladnych produkti. UV rozklad v rGznych rozpoustédlech
muze vést k riznym rozkladnym produktim, z nichz nékteré vykazuji vyssi a jiné nizsi

intenzitu fluorescence.

Mg¢teni byla provedena na zaklad€ informaci z odborného ¢lanku o degradaci MSM, ve
kterém byly pouzity vinové délky 254 nm a 280 nm pomoci nizkotlaké rtutové
obloukové lampy pii pH roztoku 7 a 2 ve smé&si voda:acetonitril v poméru 7:3.
Z vyzkumu vyplyva, Ze ozateni MSM ve vod¢é ma za nasledek rozStépeni vazby C-S a
vznik dvou hlavnich produktd, 2-hydroxy-methylbenzoatu a (4-methoxy-6-methyl-
1,3,5-triazin-2-yl)aminocarbonylsulfonové kyseliny (obrazek 5)™.

cooCH
% N=<C”3
ﬁ, OH  +  HSOINHCONH N
COOCH; N_<Chs COOCH __/CH N—<OCH3
0 W hv N‘\<
SOHNHCON N SONHCONH— N
i _
_<OCH3 N Nock \
3 COOCH3
-

2-propanol,

Obrazek 5: Rozklad MSM ve vodé a 2-propanolu

V ptfitomnosti malého mnoZstvi organického rozpoustédla nedochdzi piednostné

k solvataci, ale jako hlavni produkt vznika methylbenzoét“.

K provedeni experimentu v této diplomové praci byla pouzitd vinova délka 254 nm a
366 nm, vlastni rozklad byl provadén pomoci UV lampy. Fluorescen¢ni detekce byla

meéfena zpravidla po 15 min pusobeni UV =zafeni sroztoky bez apravy pH a
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s okyselenymi roztoky. Zména pH méfenych roztoki byla provedena piidavkem

koncentrované kyseliny sirové na vyslednou hodnotu pH = 2.

V kapitole 5.2. jsou zaznamenany hodnoty fluorescence za riznych podminek
v tabulkach a grafech, které popisuji vhodnost pisobeni UV zaieni v organickych

rozpoustédlech.

4.2.4. Studium vlivu pH na fluorescen¢ni detekci
MSM

K provedeni fluorescencni detekce pii rizném pH bylo pouzito stejné nastaveni
pfistroje jako v pfedchozich experimentech. Byly pfipraveny zasobni roztoky MSM o
koncentraci 25 mg/l, jako rozpoustédlo byla pouzita Vprvnim piipadé smes
voda:acetonitril (7:3) a v pfipadé druhém byla pouzita voda. Ze zasobnich roztokt byla
pfipravena fada vzorktl v rozmezi pH 1 — 6. K okyseleni byla pouzitd H;PO, 85% a
k ziskani bazického pH roztok NaOH. Vysledky byly zaznamenany v tabulkach 20, 21 a
obrazcich 17 a 18 v kapitole 5.3.

4.2.5. Kalibraéni zavislost stanoveni MSM

v chloroformu

K proméfeni kalibra¢ni zavislosti MSM v chloroformu bylo pouzito stejné nastaveni
pfistroje jako v pfedchozich experimentech. Nejprve byl pfipraven zasobni roztok MSM
0 koncentraci 25 mg/l v chloroformu. Ztohoto zasobniho roztoku byly nasledné
ptipraveny (v 25 ml odmérnych bankach) roztoky s koncentracemi MSM v rozmezi 5 —
25 mg/l. Roztoky nebyly dale upravovany zménou pH ani UV degradaci. Vysledky byly
zaznamenany v tabulce 22 a obrazku 19 a 20 v kapitole 5.4. Z rovnice kalibra¢ni
zavislosti byly vypocitany limity detekce a kvantifikace jako trojnasobek a
desetinasobek prumérné smérodatné odchylky (vztazené na nejniz§i koncentraci

méfenou v ramci kalibrace) S pfi¢tenou hodnotou zakladni linie detektoru.
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5.Vysledky a diskuze

5.1. Fluorescencni detekce chininu v SIA systému

5.1.1. Kalibracni zavislost

Promeéteni kalibracni zavislosti bylo provedeno z diivodu prokazani linearni zavislosti
ziskaného fluorescenniho signdlu v SIA systému na vzrastajici koncentraci

standardnich roztoku.

Tabulka 4: Kalibra¢ni zavislost roztoku siranu chininia v rozmezi koncentraci

1-10mgl/l
¢ (mg/l) 0 7 5 2 1

= § 1 1837612 | 1386811 | 1076485 | 524738 320941
E § =) 2 1816957 | 1378396 | 1063196 | 520838 316814
g g = 3 1817093 | 1376330 | 1067358 | 521003 315991
= pramér 1823887 | 1380512 | 1069013 | 522193 317915

Odecteni
zakladni linie 1700916 | 1257541 | 946042 399222 194944

detektoru
RSD 0,53% 0,33% 0,52% 0,34% 0,68%
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Obrazek 6: Kalibra¢ni zavislost siranu chininia (1 — 10 mg/l)

Graf byl vytvoren z hodnot vyjadfujicich rozdil mezi primérnym naméfenym signalem

a zakladni linii. Kalibra¢ni zavislost je v rozmezi koncentraci 1 — 10 mg/l linearni

s korela¢nim koeficientem 0,9966.

Tabulka 5: Ziskané signaly roztoku siranu chininia v rozmezi koncentraci

10 — 100 mg/I
¢ (mg/l) 100 50 20 10

L8 1 4670948 | 4065578 | 2833832 | 1837612

8 c
N85 2 4654536 | 3957705 | 2826106 | 1816957
2L < 3 4903527 | 3977517 | 2817796 | 1817093
= primér 4743004 | 4000267 | 2825911 | 1823887
Odecteni zakladni | /o030 | 3877096 | 2702040 | 1700916

linie detektoru

RSD 2.40% 1,17% 0,23% 0,53%
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Obrazek 7: Kalibra¢ni zavislost siranu chininia (10 — 100 mg/l)

Graf byl vytvoren z hodnot vyjadfujicich rozdil mezi primérnym naméfenym signalem

a zakladni linii.

Kalibracni zavislost v rozmezi koncentraci 10 — 100 mg/l jiz vykazuje nelinearni

pribeh, ktery lze popsat logaritmickou zavislosti intenzity fluorescence na koncentraci

standardu.
Kalibracni zavislost
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Obrazek 8: Kalibra¢ni zavislost siranu chininia v celém méfeném rozsahu

(1 - 100 mg/l)
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Kalibra¢ni zavislost vykazuje charakteristicky tvar pro fluorescenéni stanoveni, ve
kterém dochdzi u nizSich koncentraci k linedrnimu naristu fluorescen¢niho signalu,
zatimco u vysSSich koncentraci se zacind meénit v dasledku zhaseni fluorescence

Vv koncentrovanych roztocich.

5.1.2. Vliv organickych rozpoustédel na fluorescen¢ni

detekci chininu

Tabulka 6: Zaména vodného rozpoustédla za organické

Roztok siranu chininia 10mg/1

nosny proud voda
rozpoustédlo methanol 'Z?Eg%?{l ethanol voda
© § zakladni linie 122971
Sigls 1 1467820 | 836205 | 1236506 | 1837612
£ % < 2 1448071 | 1026092 | 1308578 | 1816957
= 3 1123345 | 887279 | 1151809 | 1817093
Pramér 1346412 | 916525 | 1232298 | 1823887
Oﬁzfgeé‘;éi't‘éiﬂ“i 1223441 | 793554 | 1109327 | 1700916
RSD 11,73% 8,75% 520% | 053%

34




1800000

1600000

1400000

1200000 -

1000000 -

800000 -

600000 -

400000 -

200000 -

methanol isopropyl alkohol ethanol voda

Obrazek 9: Fluorescen¢ni detekce chininu - zaména vodného rozpoustédla za
organické

Zuvedené tabulky ¢.6 a obrazku ¢.9 vyplyva, ze jako nejvhodnéj$i organické
rozpoustédlo by se pfi fluorescencni detekei roztoku siranu chininia uplatnil methanol,
ktery pfi ptipravé standardu poskytl nejvySsi intenzitu fluorescence ze vSech
testovanych organickych rozpoustédel. Ve vsech ptipadech ale doslo k poklesu intenzity
fluorescence ve srovnani s vodnym roztokem. Z nize uvedené tabulky ¢.7 a obrazku
¢.10 lze usoudit, ze se jako vhodn¢jsi jevi nejen zména rozpoustédla pro pfipravu
standardu, ale soucasn¢ také vyména vodného nosného proudu za organické
rozpoustédlo. V této tpravé nedochdzi k vyraznému ovlivnéni zakladni linie detektoru

zménou nosného proudu a matrice méteného vzorku/standardu.
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Tabulka 7: Zaména vodného nosného proudu a rozpoustédla za organické

isopropyl

dichlor

Roztok siranu chininia 10mg/1

nosny proud methanol alkohol ethanol methan voda
rozpoustédlo methanol IZCI)IE:)?]%)I/I ethanol ?r:gmg; voda
o § zakladni linie 187482 163111 412815 | 239136 | 122970
‘é 1) 1 1826214 | 2144863 | 1528341 | 399888 | 1837612
g g < 2 1814161 | 2154863 | 1435447 | 394002 | 1816957
-2 3 1874949 | 2154043 | 1514911 | 378982 | 1817093
prumér 1838441 | 2151256 | 1492900 | 390957 | 1823887
Odecteni
zakladni linie | 1650959 | 1988145 | 1080085 | 151821 | 1700917
detektoru
RSD 1,43% 0,21% 2,75% 2,25% 0,53%

2500000
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1000000

500000

1 ]

isopropyl ethanol dichlor methan voda

alkohol

methanol

Obrazek 10: Fluorescenéni detekce chininu — zaména vodného nosného proudu a
rozpoustédla za organické
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v

Zaménou nosného proudu 1 rozpoustédla se jako nejvyhodnéjsi jevil isopropylalkohol.
Ziskany signal byl v porovnani s detekci za pouziti vodného nosného proudu a

rozpoustédla vyrazné vyssi.

5.2. Fluorescen¢ni detekce metsulfuron methylu

v organickych rozpoustédlech

5.2.1. Detekce ve vodném prostiedi

Nejdiive byla zméfena zakladni linie a teprve poté byl detekovan vodny roztok MSM o

koncentraci 25 mg/l. Nosnym proudem zde byla voda.

Tabulka 8: Zakladni linie

o 112022
5§89 109968
g5 < 109405
= 110465
1,02%

Pti zpracovani vysledkii byly zahrnuty urc¢ité zmény podminek meéteni napt. zména pH
a pouziti UV zéifeni pfed danou detekci. Zména pH byla zajiSténa piidavkem
koncentrované H,SO4 na pH = 2. K degradaci MSM UV zéfenim byla pouzita vlnova
délka A 254 nm.
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bez okyseleni

s okyselenim

Tabulka 9: Detekce ve vodném prostiedi za riznych podminek

uv bez uv uv uv
bez UV 15min uv 15min 30min 60min
@ 1 117627 | 115674 | 125912 | 127157 122675 145255
©
= § =) 2 113315 | 115316 | 125305 | 125351 123057 128275
c D
g % & 3 111763 | 115192 | 123795 | 124613 123366 122643
=3
= prumér 114235 | 115394 | 125004 | 125707 123033 132058
Odecteni
Zaﬁ:ﬁg“‘ 3770 | 4920 | 14539 | 15242 | 12568 | 21593
detektoru
RSD 2,17% 0,18% | 0,71% 0,85% 0,23% 7,28%
25000
20000 —
15000 —
10000 —
.
bez UV UV 15min bez UV UV 15min UV 30min UV 60min
bez okyseleni s okyselenim

Obrazek 11: Hodnoceni vlivu zmény pH a rozkladu vlivem UV zafeni na fluorescencni
detekci MSM ve vodnych roztocich

Z uvedenych hodnot vyplyva, Ze roztok vykazuje vys§i intenzitu fluorescence
Vv kyselém pH s predchozi degradaci UV zafenim o vinové délce A 254 nm. Intenzita
fluorescence v roztoku s kyselym pH po 60 min degradaci UV zafenim byla o 473%

vyssi nez v roztoku s nezménénym pH a bez pouziti UV zéfeni.
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5.2.2. Detekce v prostiredi acetonu

Nejdiive byla zméfena zékladni linie a teprve poté byl méten roztok MSM v acetonu o
koncentraci 25 mg/l. Nosnym proudem zde byla voda. Vzorek byl méfen za ruznych

podminek pH a rozkladu UV zéfenim stejné¢ jako v pfedchozim experimentu.

Tabulka 10: Zakladni linie

> 1 316342
8 c
_ 8 =) 2 313795
T 2<
£ 5 S 3 317442
= Pramér 315860
RSD 0,48%

bez okyseleni s okyselenim

bez uv uv

UV UV 15min | UV 30min 30min A5min
3 1 317204 | 315318 | 326914 | 307112 | 306005
£ 2 5 2 317924 | 320108 | 314544 | 307963 | 305022
g8 3 316471 | 317586 | 314224 | 304726 | 306189
= pramér | 317200 | 317671 | 318561 | 306600 | 305739
Odecteni
Zéﬁ:ﬁ‘e’“i 1340 | 1811 2701 9260 | -10121
detektoru
RSD | 019% | 062% | 185% | 045% | 0,17%
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Obrazek 12: Hodnoceni vlivu zmény pH a rozkladu vlivem UV zéfeni na fluorescencni
detekci MSM v acetonu

Z uvedenych hodnot lze usoudit, Zze pii detekci v prostiedi acetonu neni potieba
okyseleni roztokt, protoze pii zméné pH dochdzi ke snizeni intenzity fluorescence.
Avsak pouziti UV degradace se zda byt vyhodnéjSi nez v predchozim ptipad€ pii
detekci ve vodném prostiedi, protoze se vlivem pisobeni UV zafeni méfeny signal

postupné zvétSuje. Intenzita fluorescence byla po 60 min plisobeni UV zéfeni o 102%

vysS§i nez

bez jeho plsobeni.

5.2.3. Detekce MSM ve smési voda:acetonitril

Nejdiive byla opét zmétena zakladni linie a teprve poté byl detekovan roztok MSM ve

smési rozpoustédel v riznych pomérech.

Byly pouzity tyto roztoky:

a) MSM ve smési voda:acetonitril v poméru 7:3

koncentrace méfeného roztoku: 10 mg/l =2,62.10° M

nosny proud: voda
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b) MSM ve smési voda:acetonitril v poméru 7:3
koncentrace mé&feného roztoku: 25 mg/l = 6,55.10° M

nosny proud: voda

¢) MSM ve smési voda:acetonitril v poméru 3:5
koncentrace mé&feného roztoku: 25 mg/l = 6,55.10° M

nosny proud: voda

d) MSM ve smési voda:acetonitril v poméru 5:5
koncentrace mé&feného roztoku: 25 mg/l = 6,55.10° M

nosny proud: voda

e) MSM ve smési voda:acetonitril v poméru 1:9
koncentrace mé&feného roztoku: 25 mg/l = 6,55.10° M

nosny proud: voda

Vysledné hodnoty ziskané métenim roztokt a, b, byly zaznamenany v nize uvedenych
tabulkach a grafech.
Tabulka 12: Zakladni linie

o 1 136734
5§83 2 134379
g5 < BE 132374

= priumér | 134496

RSD 1,32%
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a)

Tabulka 13: Detekce ve smési voda:acetonitril v poméru 7:3; Koncentrace méfeného
roztoku: 10 mg/l

bez okyseleni s okyselenim

bez UV | UV 30min bez UV UV 30min
. § 1 111076 114557 111682 116350
E § =) 2 118508 113396 111993 113233
% g <5 3 110319 113714 111575 113282
T2 pramér 113301 113889 111750 114288
Odecteni
zakladni linie | -22055 -18660 -20799 -19092
detektoru
RSD 3,26% 0,43% 0,16% 1,28%

-16000

bez UV UV 30min

-17000 ez okyselen S okyselenim

-18000

-19000

-20000

-21000

-22000

-23000

Obrazek 13: Hodnoceni vlivu zmény pH a rozkladu vlivem UV zafeni na fluorescencni
detekci MSM ve smési voda:acetonitril (7:3)

Zuvedenych hodnot vyplyva, Ze smés voda:acetonitril pfipravend podle poznatkl
z odborného ¢&lanku o svételné degradaci MSM™ neni k detekci MSM piili§ vhodna,
protoze po odeCteni zakladni linie od naméfeného signalu byly vSechny hodnoty

zaporné bez ohledu na to, jaké podminky méteni byly pouzity.
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b)

Tabulka 14: Detekce ve smési voda:acetonitril v poméru 7:3 bez okyseleni;
Koncentrace méfeného roztoku: 25 mg/l, A 254

bez okyseleni

bez UV UV 15min | UV 60min
o 1 141960 134518 124656
5895 2 141790 131041 126805
g5 3 141176 | 130330 | 123358
= primér 141642 131963 124940
Odecteni
zakladni linie 7146 -2533 -9556
detektoru
RSD 0,24% 1,39% 1,14%

Tabulka 15: Detekce ve smési voda:acetonitril v poméru 7:3 s okyselenim;
Koncentrace méteného roztoku: 25 mg/l, A 254

s okyselenim

bez uv Y, uv Y,
uv 15min 30min 45min 60min
< B 1 170760 | 162149 | 165609 | 170094 | 165497
sS85 2 165503 | 163156 | 164329 | 166373 | 169446
g£s 3 163177 | 165914 | 164857 | 167848 | 168000
= primér | 166480 | 163740 | 164932 | 168105 | 167648
Odecteni
Zémg“i 31984 | 20244 | 30436 | 33609 | 33152
detektoru
RSD 1,91% | 097% | 032% | 091% | 0,97%
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Obrazek 14: Hodnoceni vlivu zmény pH a rozkladu vlivem UV zafeni na fluorescencni
detekci MSM ve smési voda:acetonitril (7:3), A =254 nm

Z uvedenych hodnot v tabulkach a grafu vyplyva, Ze pti zméné pH na kyselou stranu se

signaly méfenych roztokli vyrazné zvysi (pfiblizn¢ 4,5-krat). Pouziti UV zafeni za

danych podminek nema prakticky zadny vyznam a nijak neovliviiuje vysledky méfenti.

Tabulka 16: Detekce ve smési voda:acetonitril v poméru 7:3; Koncentrace méfeného

roztoku: 25 mg/1, A 366

bez okyseleni

s okyselenim

bez . ) bez uv )
UV UV 15min | UV 30min UV 15min UV 30min
o 8 1 150683 | 152418 | 145836 | 214002 | 205807 | 204746
$8s5 2 141196 | 147680 | 142648 | 215428 | 198985 | 195777
32 3 141726 | 134654 | 146821 | 214694 | 209656 | 198698
- primér | 144535 | 144917,33 | 145101,67 | 214708 | 204816 | 199740,33
Odecteni
Zamg“‘ 10039 | 10422 10606 | 80212 | 70320 65245
detektoru
RSD 3.01% | 5.18% 123% | 027% | 2.15% 1.87%
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Obrazek 15: Hodnoceni vlivu zmény pH a rozkladu vlivem UV zéfeni na fluorescencni
detekci MSM ve smési voda:acetonitril (7:3), A =366 nm

Pti zméné vinové délky UV zafeni na A = 366 nm byly ziskané vysledky dost podobné
jako v pfedchozim piipad€, vliv rozkladu UV zafenim zde neni podstatny. Vyrazné
zvySeni naméfenych hodnot zplisobila hlavné zména pH méfenych roztoki a tim padem

ionizace molekuly (v tomto piipadé byl ziskan 8-krat vyssi signal).

c),d),e)
Pfi pouziti danych pomérd MSM ve smési voda:acetonitril v poméru 3:5, 5:5 a 1:9
nebyl namétfen v porovnani se zakladni linii témét zadny signal. Vysledky ziskané

Vv téchto experimentech nebyly zpracovany ve formé tabulek a graft.

5.2.4. Detekce MSM v chloroformu

Nejprve byla zméfena zakladni linie a teprve poté byl detekovan roztok MSM
v chloroformu o koncentraci 25 mg/l. Nosnym proudem zde byl také chloroform.
Vzorek byl métfen za rtiznych podminek pH a UV zafeni stejn€ jako v ptedchozich

experimentech.
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Tabulka 17: Zakladni linie

o g 1 233001
T 85 2 234784

T2
£ § - 3 239232
= priamér 235702
RSD 1,10%

Tabulka 18: Detekce v chloroformu bez okyseleni;
Koncentrace méteného roztoku: 25 mg/l, A 254

1254 bez okyseleni
SN bezUV | UV 120min UV 180min
@ 1 317825 174777 266961
‘g 25 2 308227 160099 254419
SRS 3 315723 149926 243169
= pramér | 313925 161601 254850
Odecteni
Zémg“i 78223 74102 10147
detektoru
RSD 1,31% 6,31% 3,81%

Tabulka 19: Detekce v chloroformu s okyselenim;
Koncentrace méfeného roztoku: 25 mg/l, A 254

s okyselenim
uv uv uv uv

bez UV 15min 30min 45min 60min
@ 1 1022307 | 967681 | 1138761 | 622443 | 594630
g g5 2 1037496 | 986145 | 1057654 | 661538 | 544422
£ % < 3 1041665 | 944888 | 1018676 | 612254 | 544245
= primér | 1033823 | 966238 | 1071697 | 632078 | 561099
Odecteni
Zéﬁ:ﬁ‘e’“i 798120 | 730536 | 835995 | 396376 | 325397
detektoru
RSD 080% | 175% | 467% | 336% | 4.23%
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Obrazek 16: Hodnoceni vlivu zmény pH a rozkladu vlivem UV zéfeni na fluorescencni
detekci MSM v chloroformu, A =254 nm

Z vysledkli ziskanych pii tomto pokusu je jasné, Ze pouziti chloroformu jako
rozpoustédla a zaroven nosného proudu pii kyselém pH roztoku MSM je ze vSech
vyzkouSenych moznosti nejvyhodnéjsi (tentokrat doslo k 10-ti nasobnému zvySeni
signalu v porovnani s roztokem bez upravy pH). V porovnani s pouzitim vody, acetonu
nebo smési voda:acetonitril v rliznych pomérech vykazuji roztoky v chloroformu
nejvyssi fluorescenéni signdly, které byly v této experimentdlni praci zaznamenany.
Zména UV zafeni zde opét neméla na vysledky vyrazny dopad, naopak pii del$im
pusobeni UV zafeni na chloroformovy roztok dochazelo ke sniZeni intenzity

fluorescence.

5.3. Studium vlivu pH na fluorescen¢ni detekci
MSM

Vliv pH na fluorescenc¢ni detekci MSM byl zkouman ve dvou rtiznych prostfedich a

podminek méfeni:

a) MSM ve smési voda:acetonitril v poméru 7:3
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koncentrace mé&feného roztoku: 25 mg/l = 6,55.10° M
nosny proud: voda

b) MSM ve vod¢
koncentrace méteného roztoku: 25 mg/l = 6,55. 10°M

nosny proud: voda

a)

Tabulka 20: Vliv pH na fluorescen¢ni detekci MSM ve smési voda:acetonitril (7:3)

pH 1 2 3 4 5 6
zakladni linie 134496
= & 1 271254 | 192446 | 185313 | 176603 | 179878 | 168531
o S
N §5\ 2 273110 | 187959 | 189609 | 169024 | 183980 | 167458
g gi‘é 3 284674 | 186988 | 186243 | 164246 | 179149 | 168599
= pramér 276346 | 189131 | 187055 | 169958 | 181002 | 168196
Odecteni
zakladni linie | 141850 | 54635 52559 35462 46506 33700
detektoru
RSD 2,15% | 1,26% | 0,99% | 2,99% | 1,17% | 0,31%
Zavislost na pH
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Obrazek 17: Zavislost intenzity fluorescence na pH roztoku MSM ve smési
voda:acetonitril (7:3)
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Z obrazku 17 vyplyva, ze intenzita fluorescence roztoku MSM je nejvyssi pii znacné
nizkém pH. Cim vy3si bylo pH tim niZ$i byla intenzita fluorescence. Pro stanoveni
intenzity fluorescence se zda byt vyhodné okyseleni roztoku MSM pied jeho vlastnim
méfeni. Pfi posunu k niz§imu pH pravdépodobné dochazi rychleji k rozkladu molekuly
MSM na produkty vykazujici vys$i intenzitu fluorescence. Pfi stanoveni MSM

Vv roztoku voda:acetonitril (7:3) je okyseleni na hodnotu pH = 1 nejvyhodné;jsi.

b)

Tabulka 21: Vliv pH na fluorescen¢ni detekci MSM ve vodé

zakladni linie 110465
= = 1 174225 125129 | 132620 | 132038 | 124857 | 125462
8 c
g §5‘ 2 174458 122563 | 132072 | 125692 | 124923 | 123077
% gf’; 3 171624 122312 | 121253 | 123902 | 121426 | 122816
_u—f primér 173436 123335 | 128648 | 127211 | 123735 | 123785
Odecéteni
zakladni linie 62971 12870 18183 16746 13270 13320
detektoru
RSD 0,74% 1,03% 4.07% 2,74% 1,32% 0,96%
Zavislost na pH
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Obrazek 18: Zavislost intenzity fluorescence na pH roztoku MSM ve vod¢
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Vliv pH na intenzitu fluorescence MSM ve vodném prostiedi (obrazek 18) je prakticky
stejny jako ve smési voda:acetonitril (7:3). Rozdil je pouze vtom, Ze ve vodném
prosttedi je signal intenzity fluorescence pfi stejném pH = 1 t¢méf o 125% niz$i nez ve
smési voda:acetonitril (7:3). V ptredeslych kapitolach byla pouzita uprava vzorka na

pH = 2, ale z této zavislosti vyplyva, ze by bylo lepsi pouzit Gpravu na pH = 1 alesponi
Vv pfipadé€ vody a smési voda:acetonitril (7:3). U ostatnich rozpoustédel (kromé acetonu)

je vidét vyrazny rozdil mezi roztoky s okKyselenim i bez néj i pfi upravé na pH = 2.

5.4. Kalibracni zavislost pro fluorescen¢ni

stanoveni MSM v chloroformu

Tabulka 22: Kalibra¢ni zavislost MSM v chloroformu

c (mg/l) ) 10 15 20 25
intenzita fluorescence 312520 403079 474696 559405 637797
intenzita fluorescence po
odecdteni zakladni linie 177419 267978 339595 | 424304 502696
detektoru
RSD 0,50% 4,06% 1,69% 3,05% 4,01%

Kalibracéni zavislost s ode¢tenim zakladni linie
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Obrazek 19: Kalibra¢ni zavislost roztoku MSM v chloroformu v rozsahu koncentraci
5 — 25 mg/l (intenzita fluorescence s ode¢tenou zakladni linii)
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Kalibraéni zavislost bez ode¢teni zakladni linie
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Obrazek 20: Kalibra¢ni zavislost roztoku MSM v chloroformu v rozsahu koncentraci
5 — 25 mg/l (intenzita fluorescence bez odecteni zakladni linie)

Kalibra¢ni zavislost vykazuje charakteristicky tvar pro fluorescencni stanoveni, ve
kterém dochézi k linedrnimu nartistu fluorescen¢niho signalu. Kalibra¢ni zavislost je
vrozmezi koncentraci 5 — 25 mg/l linearni s korelacnim koeficientem 0,999.
Ze zavislosti bez odecteni zakladni linie byly vypocitany LOD (1,52 mg/l) a LOQ
(5,13 mg/l).
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6.Shrnuti

Tato diplomova prace se zabyva fluorescencni detekci v organickych rozpoustédlech,
popisuje fluorescencni stanoveni chininu a metsulfuron-methylu metodou sekvencni
injekéni analyzy. Stanovované latky byly ptfed vlastni detekci pievedeny do roztoki o
rizné koncentraci a slozeni. V nékterych piipadech byla provedena zména pH a UV

degradace ptivodni latky.

Nejprve bylo provedeno ovéfeni podminek fluorescencni detekce chininu v Kyselém
prostfedi v SIA systému. Testoval se vliv zdmény vodného rozpoustédla za organické.
Jako nejvhodnéjsi organické rozpoustédlo se projevil methanol, ktery vykazoval o 10%
vy$s$i signal nez ethanol a 0 54% vyssi neZ izopropylalkohol. Ve vSech ptipadech vSak

doslo ve srovnani s vodnym roztokem k poklesu intenzity signalu.

Nésledné byla zkoumana fluorescencni detekce MSM ve vodném prostiedi i
v organickych rozpoustédlech. Byl testovan vliv zdmény rozpoustédla bez ptedchozi

upravy nebo po UV degradaci a zméné pH roztoku MSM.

Pii testovani riznych podminek a prostiedi se jako nejvhodnéjsi ukazalo fluorescencni
stanoveni MSM v chloroformu po okyseleni a UV degradaci (A = 254, 30 min). Tyto
podminky vykazovaly sice vysS§i intenzitu fluorescence, ale protoze nebyl vyrazny
rozdil mezi roztoky s UV rozkladem a bez néj, tak UV rozklad do ptipravy roztokt pro

kalibra¢ni stanoveni zahrnut nebyl (vyrazné by se zvysila doba ptipravy roztoki).

Tabulka 23: Porovnani detekce MSM v organickych rozpoustédlech za riznych
podminek

bez UV degradace s UV degradaci
bez okyseleni s okyselenim bez okyseleni s okyselenim
Voda 3770 14539 4929 12568
Aceton 1340 -9260 2701 -10121
H,0:ACN 7146 31984 -2533 30436
Chloroform 78223 798120 19247 835995
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Bez UV degradace
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Obrazek 21: Stanoveni MSM bez UV degradace v organickych rozpoustédlech s
upravou pH 1 bez ni
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Obrazek 22: Stanoveni MSM s UV degradaci v organickych rozpoustédlech s upravou
pH 1 bez ni
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Obrazek 23: Stanoveni MSM bez okyseleni v organickych rozpoustédlech s UV
degradaci i bez ni
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Obrazek 24: Stanoveni MSM s okyselenim v organickych rozpoustédlech s UV
degradaci i bez ni

54




Z ptedchozich grafi vyplyva, ze stanoveni MSM v roztoku chloroformu je
z vyzkousenych moznosti jednoznacné nejvyhodnéjsi. Dand stanoveni lze porovnat

Z n¢kolika thlt pohledu a danych podminek.

Pti stanoveni MSM bez UV degradace bez okyseleni byla intenzita signalu MSM

v chloroformu 20% vys$si nez ve vod¢ za stejnych podminek.

Pti stanoveni MSM bez UV degradace s okyselenim byla intenzita signalu roztoku

MSM v chloroformu 54x vyssi nez ve vodé€ za stejnych podminek.

Pti stanoveni MSM s UV degradaci bez okyseleni byla intenzita signalu roztoku MSM

v chloroformu 3x vyss$i nez ve vodé za stejnych podminek.

Pti stanoveni MSM s UV degradaci s okyselenim byla intenzita signalu roztoku MSM

v chloroformu 66x vyssi nez ve vod¢ za stejnych podminek
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[.7.aveér

Jednim z pozadavkii prace bylo ovéfeni podminek fluorescencni detekce chininu
V kyselém prostiedi v SIA systému a testovani vlivu zamény vodného roztoku za
organickd rozpoustédla. Podminky byly ovéfeny stanovenim kalibra¢ni zavislosti
roztoku siranu chininia v rozmezi koncentraci 1 — 10 mg/l. Byla prokazana linearni
zavislost ziskaného fluorescen¢niho signalu v SIA systému na vzristajici koncentraci
standardnich roztok. Zaménou vodného roztoku za organicka rozpoustédla nebylo
Vv ptipad¢ metanolu, isopropylalkoholu ani ethanolu dosazeno vyssiho fluorescen¢niho
signalu. Ve vSech piipadech doslo k poklesu intenzity fluorescence ve srovnani se
stanovenim ve vodném roztoku. Pfi stanoveni v methanolu byl pokles intenzity signalu
0 28%, v izopropylalkoholu 0 53% a v ethanolu 0 34%. Jakmile se, ale zaménil i nosny

proud v systému, vykazoval nejvyssi signal vzorek chininia v isopropylalkoholu.

Hlavnim cilem préace bylo testovani fluorescen¢ni detekce MSM v riznych organickych
rozpoustédlech s pfedchozi upravou podminek ¢i bez upravy — zména pH, UV
degradace. Ze zkouSenych organickych rozpoustédel se jako nejvyhodnéjsi z hlediska
poskytovaného signalu ukazal chloroform. Intenzita signalu MSM v chloroformu
pfesahovala hodnoty signdlu roztoki MSM v ostatnich organickych rozpoustédlech
(aceton, sm&s H,O:ACN vV riznych pomérech). S chloroformem byla nakonec také
proméiena kalibracni zavislost s linedrnim nartistem fluorescen¢niho signalu v rozmezi
koncentraci 5 — 25 mg/l s korelaénim koeficientem 0,999. Limit detekce (LOD) a limit
kvantifikace (LOQ) této metody byly 1,52 mg/l a 5,13 mg/I.
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