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Abstrakt

Univerzita Karlova v Prahe

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytickej chémie

Kandidat: Lucia Kovacova

Skolitel: Warunya Boonjob, Ph.D.

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

Néazov diplomovej prace: Automatizace extrakce sulfamerazinu s vyuzitim LOV techniky

Tato praca sa zaobera vyvojom metody pre stanovenie sulfamerazinu v sére pomocou
LOV metodiky. Analyt bol zakoncentrovany na sorbente Oasis-HLB. Ako elu¢né ¢inidlo
bol pouzity ¢isty methanol. K detekcii bola pouzita UV spektrofotometria pri vinovej
dizke 275 nm. Boli n&jdené optimélne podmienky pre automatizaciu v systéme SIA. Bola
optimalizovana tvorba kolonky, objem vzorky, rychlost’ aspiracie vzorky na kolonku,
rychlost’” elucie. Bola premerend kalibracna zavislost' s korelatnym koeficientom
0,99950 v rozsahu koncentracii 50 — 1000 ppb. Bol vypocitany limit detekcie
(LOD = 71,70 pg/L) a limit kvantifikacie (LOQ = 238,99 pg/L). Premerala sa
opakovatel'nost’ pre koncentracie 500 ppb a 1000 ppb s relativnymi smerodajnymi
odchylkami (RSD) 5,66% a 6,60%.



Abstract

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical chemistry

Candidate: Lucia Kovacova

Supervisor: Warunya Boonjob, Ph.D.

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

Title of diploma work: Automation of sulfamerazine extraction using LOV technique

This theses deals with development of the method to determine sulfamerazine in spiked
serum using the LOV methodology. The analyte was preconcentrated on sorbent Oasis-
HLB. Pure methanol was used as eluent. UV spectrophotometry with wavelenght 275 nm
was used as detection technique . The optimal conditions of measurement in SIA system
were specified — the creation of microcolumn, the volume of analyte, the analyte
aspiration and elution flowrates. The linear calibration curve was found with the
correlation coeficient of 0.99950 in the concentration range of 50 — 1000 ppb. The limit
of detection (LOD = 71.70 pg/L) and the limit of quantification (LOQ = 238.99 pg/L)
were defined. The repeatability for concentrations of 500 ppb and 1000 ppb were

measured. The relative standard deviations (RSDs) were 5.66% and 6.60%, respectively.
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Zoznam skratiek

BI ,.bead injection” technika (bead injection)

ETAAS elektrotermélna atomova absorpénd spektrometria (electrothermal atomic

absorption spectrometry)
FIA prietokova injek¢na analyza (flow injection analysis)

HPLC vysokouc¢inna kvapalinova chromatografia (high-performance liquid

chromatography)
LOD limit detekcie (limit of detection)
LOQ limit kvantifikécie (limit of quantification)
LOV »lab-on-valve* usporiadanie (lab-on-valve)

MSI LOV  mikro sekvenéna injek¢na analyza v ,,lab-on-valve* usporiadani

PEEK polyétherétherketon

RSD relativna smerodajna odchylka (relative standard deviation)

SD smerodajna odchylka (standard deviation)

SIA sekven¢na injek¢na analyza (sequential injection analysis)

SIC sekvencna injek¢nd chromatografia (sequential injection chromatography)
SPE extrakcia na tuhej faze (solid phase extraction)

uv ultrafialové Ziarenie (ultraviolet radiation)

VIS viditel'né ziarenie (visible radiation)



1. Uvod

Sekvenéna injek¢na analyza je modernou prietokovou neseparaénou metodou, ktora je
Uplne automatizovana a umoziuje automatizaciu réznych extrakénych postupov pre
pripravu vzorky a jej on-line analyzu. Zavedenie ,lab-on-valve* techniky umoznilo
zjednodusenie, miniaturizaciu, zrychlenie a zvySenie spolahlivosti extrakénej metody

uplatnenej pre stanovenie sulfamerazinu.

»Bead injection” je technika zabezpeCujuca vyuzitie suspenzie Castic k vytvoreniu

extrakénej kolonky priamo v prietokovom systéme.

Tato praca bola zamerana na vyuZitie uvedenych metdd pre stanovenie sulfamerazinu, ¢o

je latka s antimikrobnou aktivitou.



2. Ciel’ a popis zadania prace

Ciel'om tejto diplomovej prace bolo optimalizovat’ metddu pre stanovenie sulfamerazinu
s vyuzitim extrakcie na tuhej faze a automatizovat’ ju v systéme sekvencnej injekénej
analyzy pomocou LOV techniky s UV detekciou. Ulohou bolo vybrat’ postup pouZitia
sorbentu, optimalizovat’ parametre merania ako: tvorbu kolonky, objem vzorky, rychlost’
aspiracie vzorky na kolonku a rychlost’ elucie analytu, vyber eluéného rozpustadla. Dalej
zmerat' kalibraéni zavislost’, vyjadrit’ limit detekcie, limit kvantifikacie a overit’
opakovatel'nost’ merania. Na zaver bolo tlohou overit' funkénost’ metddy na reélnej

vzorke.
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3. Teoreticka cast’

3.1. Sekvenc¢na injekéna analyza

3.1.1. Schematické znazornenie a princip SIA

Sekvencna injek¢na analyza (SIA) je druhou generaciou nesepara¢nych prietokovych
analytickych metdd. Prvykrat ju prezentovali Razicka a Marshall. SIA umoziuje plna

automatizaciu a on-line analyzu vzorky [1,3].

SIA je zaloZena na obojsmernom programovatenom nesuvislom toku (flow), ktory je

ovladany pocitatom. Zakladnymi stcastami SIA systému su:

= piestové Cerpadlo (Syringe pump)

= mieSacia cievka (holding coil)

= viaccestny selekény ventil (multiposition selection valve)
= detektor (detector)

= pocita

SYRINGE HOLDING COIL
PUMP a ;

DETECTOR
ASTE

W,

WASTE
REAGENT #1 REAGENT 82

Obrazok 1: Schematické znazornenie systemu SIA [3]

carrier- nosny prad holding coil- mieSacia cievka sample-vzorka
waste- odpad detector- detektor reagent- Cinidlo

syringe pump- piestové erpadlo  aux. pump- pridavné ¢erpadlo
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Univerzalnost’ sekvencnej injekénej analyzy je zabezpecena pritomnost’ou viaccestného
selekéného ventilu. Kazdy port tohto ventilu sl0zi k inému tucelu a usporiadanie
jednotlivych reagencii, vzorky a detektoru sa da jednoducho menit’ tak, aby vyhovovalo
potrebdm danej analyzy [2, 3].

SIA systém pracuje v cykle naprogramovanych pohybov cCerpadla, ktoré su
synchronizované s prepinanim selekéného ventilu k jednotlivym portom. Do mieSacej
cievky, spojenej s hlavnym portom viaccestného selekéného ventilu, st postupne zo
zasobnikov, spojenych s jednotlivymi portami ventilu, aspirované presné objemy vzorky
areagencii. Nasledne zmenou smeru pohybu piestového ¢erpadla ddjde k obrateniu prudu
kvapaliny, zény vzorky a ¢inidla sa premiesaja a vzniknuta zona produktu je eluovana do

detektoru. Na konci meracieho cyklu je system premyty nosnym pradom do odpadu.

Rychlost’ jednotlivych krokov metdody sa meni tpravou rychlosti pohybu piestového
Cerpadla. Zmena smeru jeho pohybu zabezpecuje bud’ priamy alebo spitny tok [1, 4, 5].

Princip zmeny smeru toku v SIA je zhrnuty na Obrazku 2.

HOLDING COIL DETECTOR

Obrazok 2: Princip zmeny smeru toku v SIA [3]

carrier- nosny prad holding coil- mieSacia cievka modré z6na- ¢inidlo
detector- detektor MPV- viaccestny selekény ventil ¢ervend zona- vzorka

ZIta zona- produkt

Zastavenim toku je predizend doba reakcie vzorky a &inidla. Tymto krokom sa zvysi
citlivost daného stanovenia. Tok moéze byt zastaveny v mieSacej cievke alebo

v prietokovej cele.
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e Pri zastaveni toku v mieSacej cievke a naslednej detekcii, dava detektor signal vo
forme piku (peak). Jeho vySka je Umernd koncentracii stanovovaneho analytu
(Obréazok 3).

= HOLDING COIL FLOW

— - 7@——

> |

Obrazok 3: Zastavenie toku v mieSacej cievke [3]

Cervena Gast’ §ipky- zastavenie toku Zelena Cast’ $ipky- spustenie toku

e Pri zastaveni toku, ked’ sa vzorka nachadza v prietokovej cele, je priebeh reakcie
monitorovany Vv realnom case (Obrazok 4). Odozva detektoru je vo forme
rychlostnej krivky reakcie (reaction rate curve), ktorej smernica je Umerna

koncentracii analytu [1, 3].

HOLDING COIL FLOV

Obrazok 4: Zastavenie toku v prietokovej cele [3]

Cervena Cast’ §ipky- zastavenie toku Zelena Cast’ $ipky- spustenie toku

K detekcii v sekvenénej injekénej analyze sa vyuzivaji spektrofotometrické,
fluorescencné alebo elektrochemické detektory, priCom volba konkrétneho typu

detektoru zavisi na druhu pouZitej analytickej reakcie [3,4].

Cely proces analyzy, ako aj zber, spracovanie a ukladanie dat je riadeny pocitatom

vybavenym prislusnym softwarom.

Aspiracia vzorky a reagencii a nasledna detekcia analytu prebieha vzdy v presne
stanovenych c¢asovych intervaloch, ¢im je zabezpefené rovnaké spracovanie kazdej
vzorky. Sekvencna injek¢nd analyza umoznuje porovnavanie Standardu s neznamou

latkou [1, 3, 4].
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3.1.2. Lab-on-valve usporiadanie

V snahe miniaturizovat’ systém SIA bol vyvinuty mikroSI ,lab-on-valve* format
(USI LOV). LOV systém pouziva malé objemy vzorky a reagencii a umoziuje zvysenie

rychlosti analyzy [3].

Jednda sa o prichl'adnd, jednoliatu Struktiru umiestnenu na selekénom ventile (z toho
pochéadza aj ndzov ,lab-on-a-valve“, ¢o v preklade znamena laboratérium na ventile).
Systém je navrhnuty tak, aby bola vzdialenost’ medzi nastrekom vzorky a detektorom ¢o
najkratSia. V LOV jednotke st za¢lenené jednotlivé komponenty ako prietokova cela

monitorovana optickymi vlaknami, spojovaci kanalik, porty, konektory.

LOV jednotka bola pévodne zhotovena z polymethylmetakrylatu, dnes sa skér pouzivaju
tvrdy polyvinylchlorid (Perspex), polyétherétherketon (PEEK) alebo polyétherimid
(ULTEM) kvoli lepsej odolnosti voci organickym rozpustadlam [3,6,7].

Cez mieSaciu cievku je centrdlny port (central port) prepojeny s piestovou pumpou.
Centralny port sa pomocou vnutorného rotora v selekénom ventile ota¢a k jednotlivym
portom LOV jednotky. Dochadza k prepojeniu portu s pumpou a je umoZnena aspiracia

alebo disperzia [6].

Obrézok 5 : SIA- LOV formét [8]
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LOYV format sa vyznacuje univerzalnost'ou a jednoducho sa da prispdsobit’ danej analyze.
Toto usporiadanie je vel'mi ekonomické, umoznuje zniZenie objemu vzorky a ¢inidiel. Na
jednu analyzu sa obvykle pouZije 10 — 20 pL vzorky a chemicky odpad obvykle ¢ini
priblizne 0,1 - 0,2 mL [9].

K detekcii sa v LOV moéze pouzit’ niekolko typov detektorov. NajcastejSie sa vyuZiva
detekcia  spektrofotometricka alebo  fluorescencnd. Tiez sa daji pouzit

chemiluminiscen¢né, voltametrické alebo konduktometrické detektory [10].

3.1.2.1. UV-VIS spektrofotometricka detekcia

Spektrofotometria v ultrafialovej (UV) a viditel'nej (VIS) oblasti je zaloZena na absorpcii
elektromagnetického Ziarenia vzorkou v zavislosti na vlnovej dizke dopadajuceho
Ziarenia. Pri dopade elektromagnetickeho Ziarenia elektrony prechadzaju do vyssich
energetickych hladin. Tejto excitacii podliehaju predovsetkym m elektrony. Oblast
vinovych dizok 200 — 400 nm zodpoved4d UV oblasti spektra a viditelnej oblasti
odpovedaji vinové dizky 400 — 760 nm. V tychto oblastiach absorbuji molekuly, ktoré
vo svojej Struktare obsahuju skupiny s dvojnymi alebo trojnymi vézbami, tzv.
chromoféry. Vo VIS oblasti absorbuji molekuly s pritomnostou viacerych

konjugovanych vazieb [20].

UV-VIS detekcia je Casto vyuzivana v prietokovych metodach. On-line meranie
absorbancie v LOV systéme je umoznené vd’aka pritomnosti prietokovej cely, ktora je
priamo prepojend s optickymi vldknami. Tie komunikuju s externym zdrojom svetla
(napr. LED alebo deutériova lampa) a detektorom (napr. OceanOptics spektrofotometer)
[10, 11].

V tejto konfiguracii su optické vlakna umiestnené oproti sebe, lu¢ svetla smeruje priamo
cez prietokov celu. Dizku cesty svetelného lu¢a cez prietokovi celu mozeme upravit
zmenou polohy optickych vlakien. Méze byt kratka (1 —2 mm), Standardné (do 10 mm),
alebo pri pouziti modulu na prediZenie cely moze dosiahnut’ az 50 cm. Priemer optickych
vlakien je 0 30 mikronov mensi, nez je priemer LOV kanalikov. Tym je umoznené vol'né
pretekanie kvapalin okolo optickych vilakien [3,10]. Na Obrazku 6 je znazornena kratka

a standardna dizka cesty svetelného laéa cez prietokovu celu.
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Obrazok 6 : Cesta svetelného luca cez prietokovu celou [3]

3.1.3. ,,Bead injection* technika

,,.Bead injection” technika (BI) je trefou generaciou prietokovych metod. Bl technika

moze byt pouzivana v konfiguracii uSI chromatografie alebo Bl spektroskopie [12].

Maly objem suspenzie mikrocastic (bead suspension) je nastrieknuty do nosného pradu.
Mikrocastice (beads) su zastavené v mikrokanalikoch (pomocou zatok alebo optickych
vlakien) na urditom mieste LOV formatu a tvoria stipec. Pri prietoku vzorky
mikrokolonkou reaguju zlozky vzorky s funkénymi skupinami povrchu mikrocastic
a zachytavaju sa na nich. Nasledne su zbytky matrice vymyté, zachytené molekuly su
eluované a detekované bud’ priamo, alebo po pridani vhodného ¢inidla. Mikrokolonka je

odstranena do odpadu pdsobenim spatného toku [3].

e Pri uSI chromatografii je vzorka aplikovana na mikrokolonku nachadzajdcu sa
pred prietokovou celou. Analyt sa zachytdva na mikrocasticiach, matrica
a nezachytené molekuly vzorky su vymyté. Pri aplikacii elu¢ného ¢inidla je analyt

desorbovany, eluovany a detekovany v prietokovej cele [12].

e Metdda Bl spektroskopie sa odliSuje v tom, Ze mikrokolonka sa tvori priamo
v prietokovej cele. Mikrocastice st zadrzané zatkou, ktora v§ak umoznuje volny
pohyb kvapalin. Vzorka prechadza prietokovou celou, analyt sa zachytava na

mikrocasticiach a je priamo na nich detekovany (svetelny 1a¢ prechadza priamo
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cez mikrokolonku do detektoru). Nakoniec sa aplikuje elu¢né ¢inidlo, ktorym je
analyt z mikrocastic eluovany. Pokial’ nedochadza k Uplnej desorpcii analytu

z mikrocastic signal nedosiahne zakladnu liniu [3, 12].

Na Obrazku 7 je znazorneny princip ,,bead injection“ techniky v konfiguréacii pSlI

chromatografie.

MPV FLOWCELL

Obrazok 7 : Princip ,,bead injection* techniky v konfigurécii
uSI chromatografie [12]

Hlavnou vyhodou je akumulécia analytu na povrchu mikrocastic, pricom interferujlca
matrica vzorky je odstranena. Dochéadza k zvySeniu citlivosti stanovenia a zniZuje sa limit
detekcie. Vyhodou je tieZz obnovitenost” mikrokolonky za pouzitia malého mnozstva
sorbentu [3, 11].

Potencidlnym problémom médze byt usadzovanie mikrocastic v hadickach, ¢im dojde
k ich upchavaniu. Pésobenim vysSich prietokovych rychlosti by sa mohla zvySovat
hustota mikrokolonky, zvy3ovala by sa jej kompaktnost’ a tazSie by sa odstrafiovala. Pri
prietoku cez mikrokolonku je nutné pouzivat nizSie prietokové rychlosti [3].
Schematicky je SIA-LOV systém pre ,bead injection techniku znazorneny na
Obrazku 8.



HOLDING COIL

CARRIER

BUFFER
DETECTOR
WASTE

Obrazok 8 : Schematické znazornenie SIA-LOV systému pre
,»bead injection* techniku [3]

carrier buffer- nosny prad pufru holding coil- mieSacia cievka sample- vzorka
detector- detektor beads- mikrocastice waste- odpad

eluent- eluéné ¢inidlo

Kritickymi parametrami pouzivanych mikrocastic su velkost, tvar a material, z ktorého
st vyrobené. Mikroc¢astice musia mat’ sféricky tvar a vel’kost’ v rozmedzi 20 — 150 pm.
NajcastejSie sa pouzivaju polymérne mikrocastice (Sphadex, Sepharose) dostupné
s velkym mnozstvom funkénych skupin umoznujicich $iroké vyuzitie. Sephadex je
vyrobeny z krizom prepojenych (cross-linked) mikrobialnych polysacharidov, Sepharose
z krizom prepojenych (cross-linked) ¢istenych polysacharidov ziskanych z morskych

rias.

Ligandy viazané na povrchu mikrocastic umoziuju extrakciu na zéklade afinity
(extrakciu kationov, anionov), nepolarnych latok, ale aj biomolekul (napr. protilatok,
proteinov, nukleovych kyselin). Analyt je selektivne adsorbovany na mikrokolonku,
matrica vzorky sa vymyva a nasledne je analyt pésobenim vhodného elu¢ného ¢inidla

desorbovany a je umoznené jeho stanovenie [3].

Aplikécia ,,bead injection” techniky je Siroka. Pouziva sa napriklad k extrakcii stop
kovov, hormonov, proteinov a bunkovych metabolitov. ,,Bead injection* technika

vyuziva velmi maly objem vzorky a reagencii, je ekonomicka a zniZzuje mnozstvo
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produkovaného chemického odpadu. Vyberom vhodného typu sorbentu a detekcnej

techniky sa da metdda jednoducho aplikovat’ na rézne analytické stanovenia [3, 9].

3.1.3.1. Extrakcia na tuhej faze

V analyze (priemyselnej, enviromentalnej, biologickej alebo biotechnologickej) sa casto
pouZivaju vzorky s komplexnou matricou, ktora moéze ovplyviiovat' stanovenie.
Mnohokrat je koncentracia stanovovanej latky velmi nizka. Z uvedeného vyplyva
problém pri priamej detekcii. K odstraneniu tychto problémov sa vyuZivaju rézne

techniky Upravy vzorku. Jednou z nich je aj extrakcia na tuhej faze (SPE) [21].

SPE (solid phase extraction) je metdda pouZivana na pripravu vzorky pred vlastnym
stanovenim (sample-pretreatment). SPE umoznuje odstranenie matrice vzorky, ktora
interferuje pri stanoveni a zaroven prekoncentraciu analytu, ¢im sa zvySuje citlivost’

stanovenia.

Pri SPE sa analyt z kvapalnej matrice vzorky izoluje na povrchu tuhych ¢astic sorbentu.
Analyt je na nich viazany po celi dobu spracovania vzorky. Pred detekciou je uvol'neny

posobenim vhodného elu¢ného Cinidla.

Typicky sa priprava vzorky pomocou SPE sklada zo Styroch krokov: pripravy sorbentu
(conditioning), aplikacie vzorky (sample loading), premytia (washing) a eltcie (elution).

Najskor sa funkéné skupiny sorbentu aktivuji vhodnym rozpustadlom a nasledne sa
sorbent premyje vodou. Cez takto aktivovany sorbent sa necha pretekat’ vzorka. Analyt
sa viaze na povrchu sorbentu. Po skon¢eni aplikacie vzorky je zbytok matrice odstraneny
premytim sorbentu kvapalinou. Nakoniec je analyt kvantitativne eluovany pdsobenim
vhodného eluéného rozpustadla [11, 13, 14].

Viazanie analytu na povrchu Castic sorbentu prebicha na zaklade réznych interakcii.
Vyskytuju sa polarne interakcie (interakcie dip6l-dip6l), nepolarne interakcie (Van der
Waalsove sily), vodikové vazby alebo elektrostatické interakcie (interakcie kation-
anion). Na zéklade hydrofobnych, polarnych alebo ionogénnych vlastnosti analytu je

potrebné vybrat’ vhodny typ sorbentu [13].
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3.1.3.2. Extrakcia na tuhej faze v SI-BI-LOV systeme

Extrakcia na tuhej faze sa v prietokovych metddach pouZiva ¢asto ako metdda pre on-line
Upravu vzorky. Obvykle sa kolonka tvorend sorbentom povazuje za stalu sucast
prietokového systému (permanent packed-column). Pre jednotlivé cykly aspiracie vzorky
a elucie analytu sa kolonka pouZiva opakovane. Odstranena a znova naplnena je az po
dIhSom pouzivani. Pri dlhSie trvajlcich analyzach to mdze spdsobit’ problémy. Ako
napriklad to, Ze mikrokolonka sa stava pevnejSia, zvySuje sa hustota jej naplnenia
a zmenSujt sa vol'né priestory medzi Casticami. V dbsledku toho vznika v systéme casto
vysoky spétny tlak. Niekedy moze dokonca dojst’ k ireverzibilnej zmene sorbentu

(kontaminacii, inaktivacii, pripadne strate funkénych skupin) [11, 15].

V snahe predist’ tymto problémom bola predstavena v systéme SIA technika ,bead
injection*. T4 umoZnuje obnovenie mikrokolonky pre SPE po kazdom merani, ak je to
potrebné. Aplikaciou BI techniky do systému sekvenénej injekénej analyzy bola vyvinuta

jednoducha, robustna, spol'ahliva on-line metdda prekoncentracie analytu [21].

Bl technika pouzitd v LOV formate pre vytvorenie mikrokolonky priamo v LOV
jednotke, je pokrokom k automatizacii a miniaturizacii SPE. Mikrokolonka je tvorend in
situ aspiraciou presného objemu suspenzie mikrocastic (beads), ktoré st automaticky
transportované na pozadované miesto LOV jednotky. V dutine kanaliku su zachytené
pomocou PEEK hadicky, polyethylénovej frity alebo optickych vlakien. Zabezpecuju
vol'né pretekanie kvapaliny, zatial’ ¢o mikroc¢astice zostavaju na svojom mieste a formuju
mikrokolonku. Mikrokolonka moéze byt vytvorena priamo v prietokovej cele alebo
v mikrodutine spojovacieho kandliku. [11].

Analyza pomocou SI-BI-LOV-SPE metddy pozostava z tychto zékladnych krokov:

e tvorba mikrokolonky (bead packing)

e aktivacia povrchu mikrocastic (bead conditioning), kedy sa cez kolonku
necha pretiect’ organické rozpustadlo a nasledne rovnaké mnozstvo vody

e aplikacia vzorky na mikrokolonku (sample loading), analyt sa
zachytava na povrchu mikrocastic

e premytie mikrokolonky (washing step), ktorej Gi¢elom je odstranenie

interferujdcej matrice vzorky
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e eldcia (elution) malym mnozstvom organického rozpustadla [13].

Analyt je na povrchu mikrocastic zachyteny bud’ priamo interakciou s ich funkénymi

skupinami alebo po on-line premene analytu na vhodnu formu schopnd tejto interakcie.

Detekcia analytu moze prebiehat’ priamo na povrchu mikrocastic bez potreby jeho elucie,
za vyuzitia postupu BI spektroskopie. Dalsou moznostou detekcie je elucia analytu

z povrchu mikrocastic a transport eluatu do detektoru (Obrazok 9) [11].

-
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Obrazok 9: Elucia analytu z mikrokolonky a detekcia v prietokovej cele
LOV jednotky [3]

Column - mikrokolonka IN- vstup kvapaliny OUT- vystup kvapaliny

Z1t4 Sipka — smer luca svetla zo zdroja, cez prietokovu celu do detektoru

Ampan et al. predstavili vyuZitie SI-BI-LOV usporiadania pre stanovenie stopového
mnozstva olova. Pre tvorbu obnovitenej mikrokolonky v LOV jednotke pouzili
mikroCastice Sephadex G-25 impregnované dithizonom. Olovo bolo sorbované na
mikroCasticiach a stanovené pomocou elektrotermalnej atomovej absorpcnej

spektrofotometrie (ETAAS). Limit detekcie bol 0,3 ng a prekoncentracny faktor 39 [16].

Vidigal, Toth a Rangel vyuZili SI-LOV-BI-SPE koncept pre stanovenie Zeleza vo
vzorkach vina. Pre tvorbu mikrokolonky v prietokovej cele pouZili NTA Superflow resin
mikrocCastice (,,cross-linked” agar6éza o0 rozmere mikrocastic 60-160 pm). Vzorku
aplikovali po Castiach a jej aplikacia sa striedala s oxida¢nym ¢inidlom (peroxid vodika).

Zelezité ionty, zachytené na mikrokolonke, nasledne nechali zreagovat’ s SCN™ iontami
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za vzniku intenzivne Cerveného sfarbenia. Detekcia prebichala spektrofotometricky
(Bl spektrometria) pri vlnovej dizke 480 nm. Na konci kazdého stanovenia bola
mikrokolonka zo systému odstranend. Takto stanovili Zelezité ionty s limitom detekcie
0,02 mg/L v linedrnom rozmedzi 0,09 - 5 mg/L [17].

3.2. Sufamerazin

3.2.1. Vlastnosti

Systematicky nézov sulfamerazinu je 4-amino-N-(4-methylpyrimidin-2-yl)benzen-1-
-sulfonamid. VVzorec sulfamerazinu je uvedeny na Obrazku 10 [18].

CHj

%N o NH2
| |
\NJ\H—S

O

Obrézok 10: Vzorec sulfamerazinu [19]

Je to biely, zltavo biely alebo naruzovelo biely krystalicky prasok, ktory sa vel'mi t'azko
rozpusta vo vode a je minimalne rozpustny v acetdéne. Uchovava sa chraneny pred
svetlom [18].

Sulfamerazin je antibakteridlne chemoterapeutikum patriace do skupiny sulfonamidov.
Ich ucinok je zaloZeny na kompeticii s para-aminobenzoovou kyselinou (PABA), ¢im
nasledne inhibuju syntézu kyseliny listovej a dochadza k porucham delenia buniek.
V humannej medicine je sulfamerazin uz obsolentné lie¢ivo. VyuZitie vSak nachadza vo
veterinarnej medicine na liecbu bakterialnych infekcii a kokcidiéz. Sulfamerazin sa

pouziva bud’ samotny alebo v kombindcii s inymi antibiotikami. [22, 23].
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3.2.2. Stanovenie sulfamerazinu

3.2.2.1. Liekopisna metoda

Podl'a Ceského 1ékopisu 2009 sa sulfamerazin stanovuje pomocou odmernej analyzy.
0,2500 g stanovovanej latky sa rozpusti v zmesi 20 mL kyseliny chlorovodikovej
zriedenej RS a 50 mL vody R. Zmes sa ochladi vo vode s F'adom. Prevedie sa stanovenie
dusiku v primarnych aromatickych aminoch. K pripravenému roztoku sa pridaju 3 g
bromidu draselného R. Pomaly a za staleho mieSania sa titruje odmernym roztokom
dusitanu sodného 0,1 mol/L VS. Bod ekvivalencie sa identifikuje elektrometricky. 1 mL
spotrebovaného odmerného roztoku dusitanu sodného 0,1 mol/L VS odpoveda 26,43 mg

sulfamerazinu [18].

3.2.2.2. Publikované studie savisiace so stanovenim sulfamerazinu

V suvislosti so sulfonamidmi, a teda aj sulfamerazinom, bolo publikovanych mnoZstvo
¢lankov zaoberajucich sa ich stanovenim v réznych typoch vzoriek (napr. v odpadovej
vode, roznych zivociSnych produktoch, sére, krmive pre zvierata, atd’.) a pomocou

réznych analytickych postupov.

Reguera et al. predstavili FIA metddu pre stanovenie sulfamerazinu a dalSich

sulfonamidov v mlieku za ampérometrickej detekcie [24].

Guo et al. prezentovali metddu stanovenia sulfamerazinu v rybnikovej vode a niekol’kych
rybach. Pripravili selektivny SPE sorbent (MIP- molecularly imprinted polymer)
a prepojili ho s HPLC pre efektivne stanovenie sulfamerazinu. Pripraveny sorbent sa
vyznacoval vysokou selektivitou pre sulfamerazin a mal velky povrch. Dosiahli limit

detekcie 1 ng/g a limit kvantifikacie 3,5 ng/g [25].

Batista et al. po prvykrat predviedli metodu on-line Upravy vzorky (precistenie
a prekoncentracia analytu) prepojenej so sekven¢nou injekénou chromatografiou

(SIC). Pri stanoveni tak kombinuja princip anion-vymennej SPE a mikrokolonky plnéné
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»fused-core” Casticami s obratenou fazou pre separaciu 8 sulfonamidovych antibiotik
(sulfamerazinu, sulfadiazinu, sulfamethoxazolu atd’.). Po separdcii stanovili jednotlivé
analyty pomocou spektrofotometrickej detekcie. Pre objem vzorky 500 pL dosiahli
prekoncentra¢ny faktor 39,2. Takto docielili limity detekcie medzi 4,9 a 27 pg/L [26].

Malintan a Mohd prezentovali HPLC metddu pre stcasné stanovenie sulfamerazinu
a dalsich sulfonamidov v odpadovej vode zo zvieracich chovov. Pred stanovenim
precistili vzorku pomocou Oasis HLB sorbentu. Detekcia prebiehala pomocou UV

spektrofotometrie pri 272 nm. Pre sulfamerazin dosiahli limit kvantifikéacie 7,5 ng/L [27].

Raviolo et al. stanovili sulfamerazin a sucasne iné sulfonamidy v mlieku pomocou
micelarnej kvapalinovej chromatografie po derivatizacii pred vstupom na analytickd
kolonu [28].

Arroyo-Manzanares et al. vyvinuli pre stanovenie sulfonamidov v sére analytick( metddu
zaloZenu na SPE spojenej s kvapalinovou chromatografiou a foténovo-indukovanou

fluorescen¢nou detekciou [29].

24



4. Experimentalna Cast’

4.1. Material

4.1.1. Chemikalie

Sulfamerazin — Sigma-Aldrich, Praha, Ceské republika
Methanol — Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika
Voda destilovana

Oasis HLB — Waters Corporation, Massachusetts, USA, velkost’ ¢astic 30 pum

4.1.2. Pristroje a software

Detektor USB2000, Ocean Optics Inc., Dunedin, USA

Piestové Cerpadlo, FIAlab Instruments, Bellevue, USA, objem piestu 5 mL

FIAlab 3500 (s osemcestnym ventilom), FIAlab Instruments, Bellevue, USA
Software FIAlab pre Windows verzia 5.9.321, FIAlab Instruments, Bellevue, USA
Osemcestny ventil, FIAlab Instruments, Bellevue, USA

Zdroj svetla DH-2000, Microspack, UV-VIS-NIR Lightsource

Optické vlakna, priemer 600 um

Magneticka miesatka MM2A, Laboratorni piistroje Praha, Ceska Republika
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4.2. Pracovny postup

4.2.1. Priprava roztokov

4.2.1.1. Z&sobné roztoky

Zéasobny roztok sulfamerazinu o koncentracii 100 ppm (100 mg/L) bol pripraveny

navdzenim 2,4 mg sulfamerazinu a doplnenim po znacku 25 mL odmernej

destilovanou vodou.

Zasobny roztok sulfamerazinu o koncentracii 1000 ppb (1000 pg/L) bol pripraveny
riedenim 1 mL zasobného roztoku sulfamerazinu o koncentracii 100 ppm a doplnenim

po znacku 100 mL odmernej banky destilovanou vodou.

4.2.1.2. Kalibrac¢né roztoky

Kalibra¢né roztoky boli pripravené v 25 mL odmernych bankach zriedenim zasobného
roztoku sulfamerazinu (1000 ppb) destilovanou vodou (H20).
pripravenych kalibraénych roztokov boli 1000 ppb, 500 ppb, 250 ppb, 100 ppb a 50 ppb.
Ako slepy roztok bola pouzita destilovana voda (Tabulka 1).

Tabul’ka 1: Priprava kalibra¢nych roztokov

Koncentracia roztoku Objem zasobného _
(opb) roztoku sulfamerazinu Objem H20 (mL)
PP 1000 ppb (mL)
1000 25,00 0
500 12,50 12,50
250 6,25 18,75
100 2,50 22,50
50 1,25 23,75
0 0 25,00
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4.2.2. VVyber postupu vyuzitia sorbentu

Bola skuSana kolona, naplnena suchymi Casticami sorbentu Oasis-HLB, d’alej kolonka
vytvorend v LOV systéme pomocou aspiracie suspenzie Castic sorbentu z injekénej
striekacky a aspiracia suspenzie Castic zo sklenenej vialky umiestnenej na magnetickej

mieSacke. Vlastny vyber je zhrnuty v kapitole 5.1.

4.2.3. Optimalizacia LOV systému

Bol vytvoreny program, ktory zaistoval tvorbu kolonky pre SPE (solid phase extraction),
jej premyvanie, nasavanie reagencii a vlastnej vzorky, eliciu a nasledni detekciu.
Meranie bolo prevedené v LOV systéme s vyuzZitim UV-VIS spektrofotometrie.
Detekcia prebichala pri jednej vlnovej dizke 275 nm. Kazdé meranie bolo opakované
trikrat proti slepému roztoku (destilovanej vode). Na vSetky merania bol pouzity systém
FIAlab 3500 s jednym piestovym ¢erpadlom a osemcestnym ventilom. Schéma systému

je uvedena na Obréazku 11.

WASTE

HOLDING COIL

SAMPLE

SYRINGE PUMP BEAD SUSPENSION
Oasis HLB in 100 % MeOH
.

Hzo (_ \l L!y ‘-._‘.‘ «
l optic;I fiber

LIGHT SOURCE

Obrézok 11: Schéma systému

syringe punp- piestové ¢erpadlo holding coil- mieSacia cievka detector- detektor
»bead“suspension-,,bead” suspenzia optical fibre- optické vlakno air- vzduch
light source- zdroj svetla sample- vzorka waste- odpad

SPE- extrakcia na tuhej faze
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4.2.3.1. Optimalizacia tvorby kolonky

Zistoval sa objem, rychlost’ prietoku pri aspiracii suspenzie Castic sorbentu Oasis-HLB
vV methanole z vialky umiestnenej na magnetickej mieSaCke. Taktiez sa skimala
prietokova rychlost,, potrebna pre vytvorenie vlastnej kolonky v systéme LOV. Snazili
sme sa vybrat podmienky pre tvorbu kolonky, tak aby bola kolonka naplnena
rovnomerne, postup tvorby bol opakovatelny, bez vytvarania vysokého tlaku

v prietokovom systéme. Vysledky su zhrnuté v kapitole 5.2.1.

4.2.3.2. Optimalizacia rychlosti aspiracie vzorky na kolonku

Po zaisteni optimalnej tvorby kolonky bola skimana optimalna rychlost’ prietoku pri
nasavani vodného roztoku vzorky na kolonku (sample loading). Skimany roztok bol
aspirovany do systému, a potom nizkou prietokovou rychlostou pretekal cez kolonku, na
ktorej sa analyt zakoncentroval. Pre meranie bol pouZity roztok Standardu o koncentracii
1 ppm (1 pg/mL). Testovalo sa péat prietokovych rychlosti — 10 pL/s, 25 pL/s, 30 pL/s,
40 pL/s a 50 pL/s. Vysledky su zhrnuté v kapitole 5.2.2.

4.2.3.3. Optimalizécia objemu vzorky

Boli testované Styri rozne objemy vodného roztoku vzorky aspirované na kolonku —
500 pL, 1000 pL, 2000 pL a 5000 uL. Dany objem vzorky bol aspirovany z odmernej
banky do systému a nésledne sa nizkou prietokovou rychlostou nechal pretiect’ cez
kolonku. Skimal sa vzt'ah medzi objemom vzorky a absorbanciou roztoku eluovaného z
kolonky. Pre meranie bol pouzity roztok Standardu o koncentracii 1 ppm (1pg/mL).

Vysledky st zhrnuté v kapitole 5.2.3.
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4.2.3.4. Optimalizacia rychlosti eltcie

Testovali sa Styri r6zne rychlosti elticie - 5 pL/s, 10 uL/s, 15 pL/s a 25 pL/s. Bol
zistovany vztah medzi rychlostou elucie zakoncentrovaného analytu z kolonky
a vlastnou absorbanciou eluatu. Eluénym ¢inidlom bol ¢isty methanol. Pre meranie sa
pouZil roztok Standardu o koncentracii 1 ppm (1 pg/mL). Vysledky st zhrnuté v kapitole
5.2.4,

4.2 .3.5. Kalibra¢na zavislost’

Po zabezpeceni optimalnosti podmienok bola premerana kalibra¢na zavislost. Merala sa
absorbancia eluatu v rade kalibra¢nych roztokov o koncentracii 50 ppb, 100 ppb, 250 ppb,
500 ppb a 1000 ppb proti slepému roztoku (0 ppb). Nasledne bola vynesena tato zavislost’
do grafu. Zo ziskanych hodndt bola vypocitana rovnica regresie priamky. Taktiez bol
stanoveny limit detekcie (LOD) a limit kvantifikacie (LOQ) podla nasledujucich
VZOrcov.

3%x0 10 x o

LOD = LOQ = S

o — smerodajné odchylka merania
S — smernica kalibrac¢nej krivky

Vysledky su zhrnuté v kapitole 5.2.6.

4.2.3.6. Opakovatelnost’

Zistovala sa opakovatel'nost’ merania pri vyuziti optimalnych podmienok. K meraniu
absorbancie sa pouzili kalibracné roztoky o koncentracii 500 ppb a 1000 ppb.
Opakovatel'nost’ bola vyjadrena ako relativna smerodajna odchylka (RSD), ktord bola
vypocitand z piatich merani. Vysledky st zhrnuté v kapitole 5.2.7.
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4.2.3.7. Analyza realnej vzorky

Utinnost’ danej extrakcie bola nakoniec skii§and pomocou redlnej vzorky. Pouzilo sa
umelé sérum so zndmym pridanym mnoZzstvom sulfamerazinu. Nasledne sa sledovala
absorbancia a posudzovala sa ucinnost’ vytvorenej extrakénej metody. Pre odstranenie
rusiveho vplyvu matrice bolo skusané samotné sérum s pridanym analytom, zriedené
sérum s pridanym analytom, d’alej premytie kolonky vd¢$im mnozstvom vody a vys$sej

prietokovej rychlosti v kroku premytie kolonky. Vysledky su zhrnuté v kapitole 5.2.8.
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5. Vysledky a diskusia

5.1. Vyber postupu vyuzitia sorbentu

Kritériom vyberu bola optimalnost’ tlaku v prietokovom systéme pri tvorbe kolonky
a vlastnom merani. Za optimalny sme povazovali taky pracovny tlak, ktory nebol prilis
vysoky a nespdsoboval ndm problémy pri merani, napr. nizku opakovatel'nost’ merania,
netesnost’ systému, zastavenie merania. Pri vyuZiti vlastnej kolonky naplnenej suchymi
Casticami sorbentu Oasis-HLB vznikal v systéme vysoky tlak, ¢o malo nepriaznivy vplyv
na vlastné meranie. Nasledne sme skusali aspirovat’ suspenziu Castic sorbentu z injekéne;j
strickacky upevnenej v jednom z portov, ale dochadzalo k upchéavaniu portu
a nedostatoénému naplneniu kolonky. Z toho dévodu sme zvolili postup s vyuzZitim
magnetickej mieSacky, ktora vo vialke neustale suspendovala cCastice tak, aby bola
aspiracia Castic rovnomerna a dostatoéne opakovatelna pre tvorbu kolonky v systéme

LOV.

5.2. Optimalizacia LOV systému

5.2.1. Optimaliz4cia tvorby kolonky

Ciel'om bolo zaistit’ automatizované, rovnomerné a konstantné plnenie kolonky v systéme

LOV. Vysledky optimalizécie su zhrnuté v Tabulke 2.
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Tabul’ka 2: Optimalne podmienky pre tvorbu kolonky

Parameter Rozmedzie stanovenia Vysledok
MieSaci pomer
1:1-51 3:1
methanol : sorbent
Prietokova rychlost pri
o 15-45 pL/s 30 pL/s
aspiracii
Objem aspirovanej
) 300 — 400 pL 380 pL
suspenzie
Prietokova rychlost’ pre
5-20 pL/s 10 pL/s
tvorbu kolonky

Ako vyplyva z Tabulky 2 pre tvorbu suspenzie ¢astic sorbentu v methanole bol
stanoveny vhodny mieSaci pomer. Na zéklade pokusu bol vybrany pomer 3 diely
methanolu na 1 diel sorbentu. Pri pomere 1:1 dochadzalo k upchavaniu hadi¢iek systému,
naopak pri pomere 5:1 bolo mnozstvo aspirovanych cCastic nedostatoéné. Rychlost
aspiracie castic bola stanovena na 30 pL/s. Pri  rychlosti 15 pL/s dochéadzalo
k usadzovaniu castic sorbentu v hadi¢kach. Pri rychlosti 45 pL/s bolo mnoZstvo
aspirovanych castic nedostato¢né. Objem 380 pL aspirovanej suspenzie castic bol
stanoveny ako optimalny pre tvorbu kompaktnej kolonky. Pri objeme 300 pL bola
vytvorend kolonka prili§ nizka, naopak pri objeme 400 pL bola zbyto¢ne vysoka.
Prietokova rychlost’ pre tvorbu kolonky bola stanovena na 10 pL/s. Pri rychlosti 5 pL/s
dochédzalo k usadzovaniu ¢astic sorbentu v hadi¢kach, v dosledku ¢oho sa nevytvorila
dostato¢ne vysoka kolonka. Pri rychlosti 20 pL/s sa v systéme tvoril vysoky tlak, ¢o bolo
neZiaduce. Vytvorena kolonka bola pouzivana opakovane v ramci jedného dna merania,
potom bola zo systému vymyta. Pri pokra¢ovani merania d’alsi defi bola vytvorena nova

kolonka.
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5.2.2. Optimalizacia rychlosti aspiracie vzorky na kolonku

Cielom bolo zistit, pri akej prietokovej rychlosti dochddza k najvacSiemu
zakoncentrovaniu stanovovanej latky na casticiach sorbentu tvoriacich kolonku.
Kritériom stanovenia bola najvicsia odozva detektoru. Vysledky su zhrnuté v Tabulke

3 a Obrazku 12.

Tabulka 3: Optimalizacia prietokovej rychlosti aspiracie vzorky na kolonku

Prietokova Absorbancia
rychlost Meranie
(ML/s) 1 2 3 Priemer SD RSD
(P) (%)
10 0,43 0,54 0,46 0,48 0,06 12,50
25 0,54 0,54 0,57 0,55 0,02 3,64
30 0,48 0,56 0,45 0,50 0,06 12,00
40 - 0,55 0,51 0,53 0,03 5,66
50 0,43 0,39 0,48 0,43 0,05 11,63
0,6
L 4
0,5 - * L 4 ¢
L 4
s 04-
f-E 03 -
2
£
< 0,2 -
0,1 -
0 T T 1
0 20 40 60
Prietokova rychlost
(uL/s)

Obrézok 12: Zavislost’ prietokovej rychlosti pri aspiracii vzorky na kolonku na

absorbancii
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Pre prietokovu rychlost’ 40 pL/s st uvedené len dve hodnoty absorbancie. Posledna
hodnota nie je uvedena v dosledku vyskytu Sumu zékladnej linie. Z toho dévodu nebolo
mozné absorbanciu od¢itat’. Ako vyplyva z uvedenej tabulky a grafu, odozva detektoru
bola najvyssia v pripade prietokovej rychlosti 25 pL/s. Preto bola tato prietokova rychlost’

zvolené ako optimalna pre zakoncentrovanie analytu.

5.2.3. Optimalizacia objemu vzorky

Ciel'om bolo zistit’ optimalny objem vzorky potrebny k aspiracii na kolonku. Kritériom
hodnotenia bola diZka trvania jedného cyklu merania a intenzita odozvy detektoru pri
elcii zakoncentrovaneho analytu. Vysledky merania s zhrnuté v Tabulke 4 a na
Obrazku 13.

Tabul’ka 4: Optimalizacia objemu vzorky aspirovaného na kolonku

Absorbancia
Objem
vzorku Meranie
(uL) 1 2 3 Priemer SD RSD
(P) (%0)
500 0,38 0,52 0,41 0,44 0,07 15,91
1000 1,01 0,95 0,99 0,98 0,03 3,06
2000 1,53 1,55 1,60 1,56 0,04 2,56
5000 2,34 2,06 2,16 2,19 0,14 6,39
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Obrazok 13: Zavislost’ absorbancie na objeme aspirovanej vzorky na kolonku

Ako vyplyva z vyssSie uvedenej tabulky a grafu so zvySujucim objemom vzorky sa
zvysuje aj absorbancia u eluétu. TaktieZ dochadza aj k prediZeniu doby trvania jedného
cyklu merania. Preto bol ako optimalny objem vzorky zvoleny objem 1000 pL. Pri tomto
objeme bola opakovatel'nost’ najlepsSia a bolo zabezpecené dostatoéné zakoncertovanie

analytu.

5.2.4. Optimalizacia rychlosti eltcie

Cielom bolo zistit vhodnu prietokovi rychlost, ktora by zabezpecovala eluciu
zakoncentrovaného analytu a prietok eluatu k detektoru. Kritériom stanovenia bola

odozva detektoru. Vysledky su zhrnuté v Tabul’ke 5 a Obrazku 14.
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Tabul’ka 5: Optimalizacia rychlosti elicie analytu

Prietokova Absorbancia
rychlost’
Meranie
(UL/s)
1 2 3 Priemer SD RSD
(P) (%)
5 0,48 0,48 0,50 0,49 0,01 2,04
10 0,66 0,62 0,64 0,64 0,02 3,13
15 0,80 0,63 0,77 0,73 0,09 12,33
25 0,80 0,63 0,77 0,73 0,09 12,33
0.8 -
0.7 - * ¢
0.6 - ¢
_g 0.5 + ¢
504 -
-8
03 -
-]
<02 -
0.1 -
0 T T T T T 1
0 > Prietokmlra’? rychlost 20 25 30
(nL/s)

Obrazok 14: Zavislost’ absorbancie na prietokovej rychlosti pri eltcii

Z Tabulky 5 a Obrazku 14 vyplyva, Ze najvysSia absorbancia bola pri prietokovej
rychlosti 15 pL/s a 25 pL/s. Zvolili sme prietokova rychlost’ 15 pL/s, pretoZe pri nej
nevznikal vysoky tlak v systéme a zabezpecovala dostatoéné vymytie zakoncentrovaneho

analytu z kolonky.
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5.2.5. Vysledny program

Vysledny program bol upraveny na zaklade predchadzajicich merani. Vysledné
optimalne parametre boli: prietokova rychlost’ pri zakoncentrovavani analytu na kolonke
25 pL/s, objem vzorky 1000 pL, rychlost elucie zakoncentrovaného analytu 15 pL/s.

Program na torbu kolonky

Syringe Pumpl Command (?) KOR

Syringe Pump1 Valve Out

Valve port 8 Air

Syringe Pumpl Flowrate (microliter/sec) 100
Syringe Pumpl Aspirate (microliter) 100
Syringe Pumpl Delay Until Done

Valve port 3 MeOH
Syringe Pumpl Flowrate (microliter/sec) 60
Aspirdcia susbenzie castic Syringe Pumpl Aspirate (microliter) 300

P p Syringe Pump1l Delay Until Done
Valve port 4 Bead
Syringe Pumpl Flowrate (microliter/sec) 60
Syringe Pump1 Dispense (microliter) 300
Syringe Pumpl Delay Until Done

Syringe Pumpl Flowrate (microliter/sec) 30
Syringe Pumpl Aspirate (microliter) 380
Syringe Pumpl Delay Until Done

Valve port 5

) Syringe Pumpl Flowrate (microliter/sec) 10
Vlastna tvorba kolonky Syringe Pump1 Dispense (microliter) 350
Syringe Pumpl Delay Until Done

Syringe Pumpl Valve In

Syringe Pumpl Flowrate (microliter/sec) 100

Syringe Pumpl Aspirate (microliter) 1000

Syringe Pumpl Delay Until Done

Delay (sec) 5

Vymytie zbytku sorbentu do odpadu .
Syringe Pumpl Valve Out

Valve port 1

Syringe Pumpl Flowrate (microliter/sec) 100

Syringe Pump1 Dispense (microliter) 1000

Syringe Pumpl Delay Until Done
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Ovladaci program

Priprava kolonky

Syringe Pumpl Command (?) KOR

Syringe Pumpl Valve In H20

Syringe Pumpl Flowrate (microliter/sec) 100
Syringe Pumpl Aspirate (microliter) 250
Premytie kolonky | Syringe Pumpl Delay Until Done

vodou Syringe Pump1l Valve Out

Valve port 5 Microcolumn

Syringe Pumpl Flowrate (microliter/sec) 10
Syringe Pump1l Dispense (microliter) 250
Syringe Pump1 Delay Until Done

Valve port 8 Air

Syringe Pumpl Flowrate (microliter/sec) 40
Syringe Pumpl Aspirate (microliter) 100
Syringe Pumpl Delay Until Done

Valve port 3 MeOH

Premytie kolonky | Syringe Pumpl Flowrate (microliter/sec) 100
methanolom Syringe Pumpl Aspirate (microliter) 250
Syringe Pump1l Delay Until Done

Valve port 5 Microcolumn

Syringe Pumpl Flowrate (microliter/sec) 10
Syringe Pump1 Dispense (microliter) 250
Syringe Pump1 Delay Until Done

Aspirécia vzorky
na kolonku

Valve port 6 Sample

Syringe Pump1l Flowrate (microliter/sec) 50
Syringe Pumpl Aspirate (microliter) 1000
Syringe Pumpl Delay Until Done

Vlastna aspiracia | valve port 5 Microcolumn

Syringe Pumpl Flowrate (microliter/sec) 25
Syringe Pump1l Dispense (microliter) 1050
Syringe Pumpl Delay Until Done

Delay (sec) 5

Syringe Pumpl Valve In H20

Syringe Pumpl Flowrate (microliter/sec) 100
Syringe Pumpl Aspirate (microliter) 200
Syringe Pumpl Delay Until Done

Premytie mieSacej
Syringe Pumpl Valve Out

Valve port 1 Waste

Syringe Pumpl Flowrate (microliter/sec) 100
Syringe Pumpl Dispense (microliter) 200
Syringe Pumpl Delay Until Done

cievky vodou
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Premytie kolonky destilovanou vodou

Syringe Pumpl Valve In H20

Syringe Pumpl Flowrate (microliter/sec) 100
Syringe Pumpl Aspirate (microliter) 1000
Syringe Pumpl Delay Until Done

Syringe Pumpl Valve Out

Valve port 1 Waste

Syringe Pumpl Flowrate (microliter/sec) 100
Syringe Pumpl Dispense (microliter) 150
Syringe Pumpl Delay Until Done

Valve port 5 Microcolumn

Syringe Pumpl Flowrate (microliter/sec) 10
Syringe Pumpl Dispense (microliter) 900
Syringe Pump1 Delay Until Done

Aspiracia elu¢ného

¢inidla

Ellcia vzorky

Hardware Settings Wavelength 1 (hm) 275

Valve port 8 Air

Syringe Pumpl Flowrate (microliter/sec) 100
Syringe Pumpl Aspirate (microliter) 100
Syringe Pumpl Delay Until Done

Valve port 3 MeOH

Syringe Pumpl Flowrate (microliter/sec) 100
Syringe Pumpl Aspirate (microliter) 300
Syringe Pump1l Delay Until Done

Meranie

absorbancie

Spectrometer Reference Scan
Spectrometer Absorbance Scanning

Valve port 5 Microcolumn

Syringe Pumpl Flowrate (microliter/sec) 15
Syringe Pumpl Dispense (microliter) 300
Syringe Pumpl Delay Until Done
Spectrometer Stop Scanning

Premytie kolonky destilovanou vodou

Valve port 1 Waste

Syringe Pumpl Flowrate (microliter/sec) 100
Syringe Pumpl Empty

Syringe Pumpl Delay Until Done

Syringe Pumpl Valve In H20

Syringe Pumpl Flowrate (microliter/sec) 100
Syringe Pumpl Aspirate (microliter) 1000
Syringe Pumpl Delay Until Done

Syringe Pumpl Valve Out

Valve port 5 Microcolumn

Syringe Pumpl Flowrate (microliter/sec) 20
Syringe Pump1 Dispense (microliter) 1000
Syringe Pumpl Delay Until Done
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5.2.6. Kalibra¢na zavislost’

Kalibra¢nU zavislost’ sme testovali v rozmedzi 0 ppb az 1000 ppb. Boli z nej vyjadrené
parametre linearnej regresie a parametre LOD a LOQ. Vysledky su zhrnuté v Tabul'ke 6
a na Obrézku 15.

Tabulka 6: Kalibrac¢na zavislost’

Koncentracia Absorbancia
kalibra¢ného
Meranie
roztoku
1 2 3 Priemer SD RSD
(ppb)
(P) (%)
0 0,16 0,17 - 0,17 0,01 5,88
50 0,19 0,19 0,18 0,19 0,01 3,04
100 0,23 0,23 0,22 0,23 0,01 2,51
250 0,40 0,33 0,41 0,38 0,04 11,48
500 0,64 0,60 0,60 0,61 0,02 3,79
1000 1,09 1,09 1,07 1,08 0,01 1,07

1,2

1,0 -

0,8 -

0,6 |
y = 0,0009x+ 0,1474
R?=0,9991

Absorbancia

0,4 -

0,2 F

0,0

T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200

Koncentracia sulfamerazinu
(ppb)

Obrazok 15: Kalibraéna krivka
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V rozmedzi O ppb az 1000 ppb absorbancia linearne rastie. Kalibraéna krivka ma
korelacny koeficient 0,99950. Z kalibracnej krivky bol vyjadreny parameter limit
detekcie (LOD = 71,70 pg/L) a parameter limit kvantifikacie (LOQ = 238,99 ug/L). Pre
slepy roztok o koncentracii 0 ppb, boli pouZité len dve hodnoty. Posledné meranie
vykazovalo velky Sum, sposobeny pritomnostou mikrobublinky pri detekcii. Z toho
dovodu nebolo mozné od¢itat’ absorbanciu daného roztoku. Na Obrazku 16 je uvedeny

zaznam jedného merania za optimalnych podmienok pre koncentraciu 100 ppb.

025+

0.204

0.051

0.00

400 500 600 700 800

-0.054

Time (sec)

Obrazok 16: Zaznam merania pre koncentraciu 100 ppb

5.2.7. Opakovatel’nost’

Opakovatel'nost’ sme zist'ovali za optimalnych podmienok pri koncentracii Standardu 500
ppb a 1000 ppb. S jednym Standardom sme meranie opakovali patkrat a stanovovali sme

absorbanciu u eluatu. Vysledky su zhrnuté v Tabulke 7.
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Tabulka 7: Opakovatel’nost’ merania

Meranie 500 ppb 1000 ppb
1 0,51 1,17
2 0,55 1,33
3 0,53 1,24
4 0,57 1,31
5 0,51 1,39
Priemer (P) 0,53 1,29
SD 0,03 0,08
RSD (%) 5,66 6,60

Hodnota relativnej smerodajnej odchylky bola pri koncentracii 500 ppb 5,66% a pri
koncentracii 1000 ppb 6,60%. Tieto hodnoty charakterizuju nizSiu opakovatel'nost. To
moze byt spdsobené  pritomnostou mikrobubliny v eluate alebo momentalnym
zvySenym tlakom v systéme. Na Obrdzku 17 je ¢ast’ zd&znamu merania opakovatel'nosti

pre koncentraciu 500 ppb.

0.0
500

Obréazok 17: Cast’ zaznamu merania opakovatePnosti
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5.2.8. Analyza realnej vzorky

Ciel'om bolo overit’ u¢innost’ vyvinutej extrakénej metédy pomocou umelého séra so
zndmym pridanym mnozstvom sulfamerazinu. Sledovali sme absorbanciu, ¢i detekované

mnozstvo analytu zodpoveda skutoénej koncentracii analytu v sére.

Najskor sme skusali pouzit’ umelé sérum s pridanym analytom. Ani pri viacndsobnom
opakovani merania sa nam nepodarilo dosiahnut’ zretel'ny pik. Vplyv matrice bol vel'mi

rusivy a znemoznoval od¢itanie maxima absorbancie.

Preto sme vyskusali pouZitie zriedeného séra. K 1 mL umelého séra sme pridali zname
mnoZzstvo analytu a potom zriedili destilovanou vodou na objem 10 mL. Ani pri tejto
metdde sa vSak nepodarilo dosiahnut’ zretelny pik. Matrica pésobila stéle ruSivo

a vysledny signal bol necitatel'ny.

Skusili sme teda pouzit’ va¢si objem vody k premytiu kolonky v kroku premytie. Taktiez
sme skusili pouzit v tomto kroku aj vysSiu prietokovi rychlost vody, ¢i neddjde

k lepSiemu vymytiu matrice z kolonky. Avsak ani pri tychto krokoch sme neboli Uspesny.

Ako z uvedeného vyplyva, umelé sérum, teda matrica vzorky, nam pri stanoveni
sposobovalo problémy. Vytvaralo vysoky Sum a prekryvalo pik stanovovanej latky
(sulfamerazinu), takZe nebolo mozné od¢itat’ absorbanciu analytu. Pri zriedeni séra
a zvacseni objemu vody na vymytie matrice sme sice videli pik eluovaného analytu, ale

predstavoval priblizne len 25 % ocakavanej vysky piku pre danu koncentraciu.

Dalsim krokom, ktory by viedol k zlepseniu, by mohlo byt’ pouZitie iného rozpustadla
pre premytie kolonky. Namiesto destilovanej vody by mohla byt pouzitd zmes vody
s organickym rozpustadlom, napriklad zmes voda — methanol v koncentraénom pomere
95:5 (V/V), pripadne zmes vody s acetonitrilom v koncentraénom pomere 95:5 (V/V).
Tiez by mohla pomdct centrifugacia vzorky pred nastrekom na mikrokolonku. Pri

rozliSeni matrice od eluovaného vzorku by tiez mohlo pomdct’ zaradenie separacného
kroku.
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6. SUhrn

V ramci experimentalni prace bol najskdr vybrany najvhodnejsi spdsob vyuZzita sorbentu.
Potom bola vytvorena celd metdda stanovenia sulfamerazinu z vodnych roztokov,
vzhl'adom k zamySl'anému pouzitiu k stanoveniu sulfamerazinu z umelého séra. Za
extrakéné rozpustadlo bol stanoveny ¢isty methanol vzhl'adom k pouZitému sorbentu
Oasis HLB.

V systéme SIA boli postupne optimalizované parametre merania: vlastna tvorba kolonky,
prietokova rychlost’ aspiracie vzorky na kolonku, objem vzorky, prietokova rychlost’

elucie.
Vysledne optimalizované parametre s zhrnuté v Tabul’ke 8.

Po optimalizacii bola premerana kalibracna zavislost, nasledne bol vypocitany limit
detekcie a limit kvantifikacie. Potom bola za optimalnych podmienok premerana

opakovatel'nost’ pre koncentracie 500 ppb a 1000 ppb.

Nakoniec bola skuSanda uCinnost metdody na umelom sére so znamym pridanym
mnozstvom sulfamerazinu. Nebolo vSak prakticky dosiahnuté uspokojivé vyuZitie
metddy. Na zaver boli teoreticky navrhnuté moZnosti rieSenia vzhladom k vyuZitiu

metody pre redlne vzorky.
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Tabul’ka 8: Vysledné optimalizované parametre

Parameter Vysledok
Extrak¢éné rozpustadlo Methanol
. o Tvorba kolonky pomocou
Spoésob vyuZitia sorbentu
magnetickej mieSacky
MieSaci pomer methanol : sorbent 31
pri tvorbe kolonky '
Rychlost’ aspiracie suspenzie
Y P P 30 pL/s
sorbentu
Objem aspirovanej suspenzie
380 pL
sorbentu
Prietokové rychlost’ pre tvorbu
10 pL/s
kolonky
Rychlost aspiracie vzorky na
Y P Y 25 uL/s
kolonku
Objem vzorky 1000 pL
Rychlost’ eltcie analytu 15 uL/s
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7. Zaver

Ciel'om tejto diplomovej prace bolo optimalizovat’ metodu pre stanovenie sulfamerazinu
s vyuzitim extrakcie na pevnej faze a automatizovat’ ju v systéme sekvencnej injekénej
analyzy pomocou LOV techniky s UV detekciou. Ked boli najdené optiméalne
parametre, bola premerana kalibra¢na zavislost’ s vyslednym korelaénym koeficientom
0,99950. Bol stanoveny limit detekcie (LOD= 71,70 pg/L) a limit kvantifikécie
(LOQ= 238,99 ug/L). Potom bola overena opakovatel'nost’ merania, ktora bola nasledne
vyjadrena relativnymi smerodajnymi odchylkami. Pre koncentraciu 500 ppb
predstavovala relativna smerodajné odchylka 5,66% a pre koncentraciu 1000 ppb 6,60%.
Nakoniec bola ucinnost’ vyvinutej metody skisana pomocou umelého séra so znamym

pridanym mnoZstvom analytu.
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