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1 Uvod

Insekticidy jsou latky uzivané nejcastéji pro ochranu hospodatsky vyuzivanych rostlin
(napf. ovocnych stromtl) pfed Skodlivym hmyzem. Méné cCasto jsou pouzivany pro
omezeni vyskytu hmyzu v pfibytcich pro hospodaiska zvitata ¢i jako soucast ptipravkl
na ochranu dfeva’.

Mezi bézné pouzivané insekticidy patii diflubenzuron, derivat
benzoylfenylmocoviny. Po objeveni jeho insekticidnich u¢inkt v 70. letech minulého
stoleti se jeho uzivani rychle rozsifilo. K tomu pfispél jeho velmi specificky Uc¢inek
proti hmyzu, ktery je ddn mechanismem uc¢inku - naruSenim syntézy chitinu. Bylo
dokonce prokazano, ze timto insekticidem neni naruSena syntéza chitinu hub?,

Ackoliv byl diflubenzuron povazovan za zcela bezpecny diky své nizké toxicité pro
savce, n€kolik studii prokéazalo jeho schopnost akumulovat se v tkdnich organismt, diky
gemuz hrozi otrava vyssich Zivo&ichi, ktefi pozfou vicero zasaZenych jedinct®,

Vzhledem Kk riziku, kterym muze diflubenzuron byt pro necilové organismy, byla
studovana stabilita diflubenzuronu v zivotnim prostiedi a jeho nepiimé tucinky.
Napriklad byl zkouman vliv diflubenzuronu na chovéni necilového hmyzu®.

Ke stanoveni diflubenzuronu se pouzivaji vysokouc¢innd kapalinova chromatografie,
plynova chromatografie a imunochemické metody. NejcastéjSimi metodami detekce
jsou UV spektrofotometrie a hmotnostni spektrometrie.

Cilem této bakalatské prace bylo nalézt optimalni sloZzeni mobilni faze pro analyzu
diflubenzuronu metodou RP-HPLC a urcit limit detekce a limit kvantifikace pro

vybrané podminky analyzy.



2 Teoreticka cast

2.1 Insekticidy

2.1.1 Klasifikace insekticidu

Insekticidy lze rozdélit podle n€kolika kritérii, napt. podle mechanismu ucinku

(viz tab. 1), podle skupiny sktdct, proti nimz jsou uzivany, ucinkl na lidské zdravi

a toxicity.

Tab. 1 Klasifikace pesticidii z hlediska mechanismu u&inku - vybrané skupiny®

Mechanismus u¢inku Chemicka podskupina Ptiklady aktivnich latek
Inhibice acetylcholinesterasy =~ Karbamaty Aldicarb, Carbofuran,
Ethiofencarb, Methiocarb
Organofosfaty Dichlorvos, Malathion,

Blokace chloridovych kanala
(fizenych GABA)

Regulace sodikovych kanala

NaruSeni membran travici
trubice mikroorganismy

Inhibice biosyntézy chitinu

Organochlorové
cyklodieny

Fenylpyrazoly

Pyrethroidy, Pyrethriny

Bacillus thuringlensis

Derivaty
benzoylmocoviny

Parathion, Thiometon

Chlordan, Endosulfan

Ethiprol, Fipronil
Allethrin, Bifenthrin,
DDT, Methoxychlor

B.t.israelensis, B.t.alzawai,
B.t.tenebrionis

Bacillus sphaericus
Diflubenzuron, Flufenoxuron,

Hexaflumuron, Noviflumuron,
Teflubenzuron, Triflumuron
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Podle skupiny $ktdct jsou insekticidy rozdéleny na akaricidy (plisobi proti roztocim
a pavouktim), aphicidy (napf. proti msicim), larvicidy (a¢inné proti larvam sktdci),
latky G¢inné proti m¢kkysum (slimaci, hlemyzdi), nematocidy (G¢inné proti had’atktim),
termitocidy (proti termitiim) a prostfedky na ochranu dieva®.

WHO (World Health Organisation) déli pesticidy podle jejich toxicity. Déleni je
zalozeno na akutni toxicit¢ (vyjaddiené hodnotou LDsp) pro krysy pifi oralnim
a dermalnim vstupu latky do organismu. Pesticidy jsou podle tohoto kritéria roztiidény

do péti skupin podle miry nebezpeci pro ¢lovéka (viz tab. 2).

Tab. 2 Dé&leni pesticidii podle miry nebezpedi pro cloveka’

LDso pro krysy

Skupina podle WHO (mg/kg télesné hmotnosti)

Oralni Dermalni
la Extrémné nebezpecné <5 <50
Ib Vysoce nebezpecné 5-50 50 - 200
] Stfedn¢ nebezpecné 50 - 2000 200 - 2000
Il Mirn¢€ nebezpecné > 2000 > 2000
U Pravdépodobné neptedstavuje 5000 2 vice

akutni nebezpeci
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2.1.2 Vliv insekticidii na necilové organismy

Mechanismus uc¢inku insekticidi, které se dnes bézné pouzivaji pro velkoplosné
oSetfeni hospodarskych rostlin, je zpravidla znam a upfednostnuji se ty insekticidy,
jejichz G¢inek na savce je co nejmensi (dobrym piikladem jsou zde inhibitory syntézy
chitinu).

Problémem je piisobeni insekticidll na ostatni necilové skupiny organismd. Toxicita
pouzivanych insekticidl ¢i jejich vliv na chovani jsou testovadny pro organismy Zijici
Vv blizkosti mist postiiku, pro opylovaée a pro vodni organismy. Napiiklad byl testovan
vliv insekticidd na ryby (Cyprinus carpio)?, koryse (Daphnia magna)® & hmyz
(Apis mellifera)'®*

Insekticidy mohou zpasobit pfimou otravu. Typickym piikladem jsou
organochlorové insekticidy (BHC, DDT), jejichz toxicita vzhledem ke véelam byla
testovana jiz v 50. letech 20. stoleti*?. Insekticidy, které jsou rozpustné v tucich,
a ukladaji se tedy ve tkanich, mohou dale zpuisobit otravu potravniho fetézce - otraveny
hmyz je pozfen vy$$im zivoCichem, v jehoz tukové tkani se insekticid akumuluje tak
dlouho, az doséhne letalni davky pro dané¢ho zZivocicha (ptikladem je otrava dravcii po
konzumaci mrtvych drobnych vodnich ptakd kontaminovanych organofosfaty®).
Insekticid ve tkanich v men$im mnoZstvi, nez je letdlni davka, se miZe negativné
projevit na plodnosti a celkovém zdravi®.

Uzivani Sirokospektralnich neselektivnich pesticidi v minulosti mélo negativni
dopady na zivotni prostiedi projevujici se redukci, ¢i vymizenim nékterych zivo¢isnych
a rostlinnych druhti. Redukce jednoho zivocisného druhu vytvaii ekologickou mezeru,
ktera je zaplnéna druhem, ktery byl dosud potlatovan v disledku kompetice. Tito
sekundarni sktidci se stdvaji problémem, pokud nejsou citlivi k pouzivanym pesticidim,
a to vede ke zvySovani davek znamych pesticidi, ¢i k vyvoji novych ucinnych latek.
Pouziti pesticidi dale maze vést k odstranéni zdroji potravy (rostlin izivocichi)
neskodnych nebo dokonce prosp&inych druht®. Vyznamnym rizikem je i v soudasné

dobé& vznik rezistence k urité skuping pesticida*,
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Pro omezeni téchto rizik je tfeba znat piesny mechanismus G¢inku (coz umozni
odhadnout skupinu organismi, jez jsou danym pesticidem ohrozeny). Jsou vedeny
studie o toxicit¢ vuc¢i necilovym organismim a O rychlosti a prub&éhu degradace

ucinnych latek v zivotnim prostiedi.

2.1.3. Degradace insekticidt

Degradaci insekticidii 1ze popsat pomoci rovnic a modelti uzivanych v toxikologii.
Vsechny systémy (Zivocichové, piida, voda) jsou zjednoduseny na tiikompartmentové ¢i
¢tytkompartmentové modely. Odbouravani G¢inné latky lze popsat pomoci kinetiky
prvniho fadu (rov. 1), chovani latky v prostiedi pomoci biokoncentra¢niho faktoru

(rov. 2) & rozd8lovaciho koeficientu n-oktanol - voda (rov. 3) ™.

dc (rov. 1)
——=kc
dt
kde c je koncentrace latky, t je Cas, K je rychlostni konstanta
C
BCF = —°™8 (rov. 2)
Cprost
kde BCF je biokoncentracni faktor, Corqje koncentrace latky
V 0rganismu, Cpst je koncentrace latky v prostiedi
Cokt (rov. 3)

Kow =
CH,0

kde Ky je rozdélovaci koeficient n-oktanol - voda, Coy je

koncentrace latky v oktanolu, cy,o je koncentrace latky ve vodé

Prvnim typem degradace je rozklad mikroorganismy. Mikroorganismy maji
schopnost rozlozit urcity insekticid diky adaptaci (schopnost odbourat toxickou latku
pfinesla mikroorganismu evolu¢ni vyhodu oproti dal§Sim kmeniim) ¢i kometabolismu
(napt. mikroorganismy schopné rozlozit bifenyl maji schopnost rozlozit polychlorované
bifenyly s niz§im poctem atomi chloru). Mezi mikroorganismy ptispivajici k rozkladu
pesticidi v pudé patii napf. kmeny Bacillus, Flavobacterium, Penicillium nebo

Pseudomonas®*.

13



Insekticid z prostfedi dale ubyva odpafovanim a fotodegradaci. Mira odpafovani
zavisi na hustoté nasycenych par uc¢inné latky nad kapalinou - ¢im vyssi je tato hodnota,
tim vice se latka odpaf‘uje“. Fotodegradace se rozliSuje piima (absorpce fotonu
insekticidem vede k rozlozeni) a nepiima (fotony jsou absorbovany jinymi latkami
citlivymi na svétlo a jejich fotochemické reakce vyvolaji degradaci insekticidu)™.

Insekticidy se dale mohou odbouravat v organismech zivocichti. Prvni z reakci je
oxidace, diky které se lipofilni latky stavaji hydrofiln¢j$imi, a tedy pfistupnéjSimi pro
metabolizaci. Oxidace je katalyzovana enzymy cytochrom P450. Oxidace je provadéna

napf. u karbofuranu (obr. 1), karbarylu nebo aldrinu.

2 T
o--NHcH, O---NHCH,

0O O
H,C HsC

H,C HaC
HO
Obr. 1: Oxidace karbofuranu*

Na degradaci se dale podili epoxidhydrolasy, které¢ rozkladaji epoxidy vzniklé

¢innosti cytochromu P450, glutathiontransferasa, jez se podili na odstranovani volnych

radikald, a hydrolasy §tépici estery a amidy“.
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2.2 Diflubenzuron

2.2.1. Struktura a fyzikalné-chemické vlastnosti diflubenzuronu

Systematicky nazev diflubenzuronu (struktura viz obr. 2) podle IUPAC je 1-(4-
chlorofenyl)-3-(2,6-difluorobenzoyl)-mocovina'® a patii do skupiny syntetickych
insekticidt, které jsou odvozeny od benzoylfenylmocoviny. Do skupiny dale patfi napf.

flufenoxuron, hexaflumuron, novaluron a teflubenzuron®.

0 0
/7 Nl NH | NH—@—CI

Obr. 2: Struktura diflubenzuronu®®

Diflubenzuron je Spatné rozpustny ve vodé a vnepolarnich organickych
rozpoustédlech, v polarnich organickych rozpoustédlech je rozpustnost vyssi (napf.
v acetonu je rozpustnost pii 20 °C 6,5 g/1)'°. V tabulce 3 jsou shrnuty n&které jeho dalsi
vlastnosti.

Tab. 3: Fyzikalng-chemické vlastnosti diflubenzuronu™

Stabilita ve vod¢ (ubytek po 3 tydnech

Relativni molekulova ~ Tenze par pii v temnu a ve vodg o riizném pH)

hmotnost 25 °C [Pa] pH5 pH 7 pH 9

310,7 1,2.10” 4% 8 % 26 %
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2.2.2 Mechanismus uc¢inku diflubenzuronu

Derivaty benzoylfenylmocoviny jsou hojné uzivany pro svou vysokou ucinnost proti
Skodicimu hmyzu, jen vyjimecné vznikajici rezistenci a pro relativni bezpecnost pro
Chitin ma podpiirnou funkci v bunéné sténé¢ hub a kutikule hmyzu, proto byl
povazovan za vhodny cil pro selektivni pisobeni pesticidii. Syntéza chitinu je tvofena
nckolika propojenymi kroky: biotransformace jednoduchych sacharidi (glukéza,
trehal6za), syntéza jednotek chitinsynthasy, jejich piesun do plazmatickych membran
a aktivace, vytvoreni dlouhych chitinovych molekul, jejich pfesunuti skrz plazmatickou
membranu a spojeni s proteiny kutikuly u hmyzu ¢i se sacharidy v bunéc¢né sténé hub.

Diflubenzuron vyznamné potlacuje syntézu chitinu béhem vytvareni nové kutikuly
Uembryi, larev a kukel hmyzu. PosSkozeni chitoproteinové kostry exoskeletonu
zptisobuje vznik slabé a me&kké kutikuly, ktera vede k vysychani a smrti jedince?.

O presném misté¢ zasahu se i v dneSni dobé vedou diskuse. Nektefi autofi se
domnivaji, ze insekticidem je zasazena chitinsynthasa, a to na zéklad¢ genetického
mapovani, které ukazalo na spojitost mezi rezistenci viuci inhibitorim syntézy chitinu
a mutaci v genu kodujicim chitinsynthasu’’. Tato teorie je podpoiena také nalezenymi
rozdily mezi chitinsynthasou hub (na které diflubenzuron nepiisobi) a hmyzu®. Dalsi
nahled poskytuje sledovani exprese gent v organismech zasazenych insekticidem. Bylo
zjiSténo, Ze nebyla ovlivnéna exprese genid kodujicich enzymy podilejici se na
metabolismu chitinu, zasazena byla exprese genti kodujicich proteiny kutikuly®,

Nalezeni mechanismu inhibice syntézy chitinu je stale aktudlnim tématem a rozvoj

proteomiky poskytuje nové moznosti pro dalsi vyzkum.
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2.2.3 Vyuziti diflubenzuronu

Diflubenzuron je u¢innou latkou insekticidu prodavaného v Ceské republice pod
obchodnim nézvem Dimilin® 48 SC, Dimilin® 25 WP, Dimilin® GR2 a Dimilin® TB2.
Ptipravky se lisi obsahem ucinné latky a obsazenymi pomocnymi latkami™® 2% 2422

Diflubenzuron je pouzivan na ochranu proti Sirokému spektru Skudct, jejichz

ptiklady jsou uvedeny v tabulce 4.

Tab. 4: Priklady skudct, proti nimz je pouzivan diflubenzuron

Jméno Sktdce Napadena rostlina

Obale¢ jable¢ny, obale¢ malvicovy, ovocné stromy
pidialka podzimni, bekyné zlatofitna,
mera hruSkova, hal¢ivec jablonovy,

molovka jable¢nd, klinénky, ptedivky,

podkopnic“:ci23
klinénka jirovcova™ jirovec mad’al
kvé&topas bavlnikovy® bavinik

makadlovka (Keiferia lycopersicella)®  rajée jedlé

Diflubenzuron je dale pouZzivan pro hubeni komara®’, je ucinny proti mouse domaci®®

o v e 1o w1129
a parazitim zivocichi, napt. kocek”.
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2.2.4. RozKklad diflubenzuronu v Zivotnim prostredi

Hlavni cestou rozkladu diflubenzuronu v Zivotnim prostiedi je fotodegradace, méné se
projevuje hydrolyza3°.

Prvnim krokem je rozstépeni miistku mezi benzenovymi jadry. Mustek muize byt
rozstépen na dvou mistech: mezi atomy N1 a C1 (viz obr. 3) za vzniku 2,6-
difluorobenzoové kyseliny a 4-chlorofenylmocoviny, nebo mezi atomy N1 a C2 za
vzniku 2,6-difluorobenzamidu a 4-chloroformanilidu. 2,6-difluorobenzamid je rychle
hydrolyzovan na 2,6-difluorobenzoovou  kyselinu, 4-chloroformanilid a 4-

chlorofenylmocovina jsou déle pfeménény na 4-chloroanilin®.

Obr. 3: Prvni krok rozkladu diflubenzuronu: stépeni

vazby A mezi atomy C1 a N1, B mezi atomy C2 a N1

Studie zabyvajici se osudem diflubenzuronu ve vod¢ prokazala vliv pH na rychlost
rozkladu: diflubenzuron se v kyselém prostiedi témét nerozklada (i po 56 dnech od
pocatku experimentu zistalo 99,5 % diflubenzuronu nerozloZeno), v neutralnim
a zéasaditém prostiedi je rozklad mnohem rychlejsi (po 56 dnech zlstalo pfi pH 6 pouze
1,2 % diflubenzuronu nerozlozeno, pii pH 10 uz po 14 dnech zbyvalo ve vod¢ jen 1,7 %
diflubenzuronu). Za podpory degradace vysokou teplotou bylo pomoci hmotnostniho
analyzatoru sestaveno schéma pfemény jednotlivych produktl (obr. 4)*. P¥ studiu
degradace diflubenzuronu v ryzovych polich v Kalifornii bylo zjisténo, ze vznikly
fotolyzat ve vodé¢ je pro modelovy organismus (Daphnia magna) stejné toxicky jako

piivodni diflubenzuron®,
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OH

Gl e 2 Ot o 7y -

F
diflubenzuron (4-chlorofenyl)mocovina

NH NH
O oY
H,0 o
cl a

4-chloroanilin
-HF N,N'-Bis(4-chlorofenyl)mocovine

kyselina 2,6-difluorobenzoova

2,6-difluorobenzamid

1-(4-chlorofenyl)-5-fluoro-2,4
(1H,3H)-chinazolindion

kyselina 2-{(4-chlorofenyl)amino]-6-fluorobenzoova

Obr. 4: Schéma rozkladu diflubenzuronu ve vod&™

Osud diflubenzuronu byl dale sledovan v padg, rostlinach®* a organismech
zivocichi®*. Diky stabilité benzenovych jader bylo prvnim krokem vzdy §tépeni
mocovinového mustku, nasledné byl v ptidé pozorovan rozklad produkti Stépeni az na
oxid uhli¢ity®*®. U Zivo&ichii nebyl osud diflubenzuronu a jeho metabolitii sledovan
dostate¢n¢ dlouho na to, aby bylo mozné popsat déje nasledujici po rozstépeni

mocovinového miistku®%,
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2.2.5 Metody pouzivané k analyze diflubenzuronu

Diflubenzuron byl analyzovan v fadé pfirodnich matric, jako jsou voda, puida, rostliny
a tkan¢ zivocichl. Mezi nejcastéji pouzivané metody patii vysokouc¢innd kapalinova
chromatografie, méné¢ cCasto se v literatufe objevuji plynova chromatografie

a imunochemické metody.

Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokou¢inna kapalinova chromatografie je separani metoda zaloZena na déleni latek
podle jejich afinity ke stacionarni fazi (SF). Mobilni faze (MF) o rtizném sloZeni
(nejCastéji je ji smés vody a organického rozpoustédla) je systémem hnéna
vysokotlakou pumpou tlakem az 250 bar. Mezi nejCastéjsi detektory patii
spektrofotometricky a hmotnostni detektor.

Pro analyzu diflubenzuronu se témét vyhradné pouziva rozdélovaci chromatografie
v reverznim moédu na oktadecylové staciondrni fazi, nejCastéjSimi mobilnimi fazemi
jsou smési acetonitril-voda a methanol-voda s riznym zastoupenim jednotlivych slozek.

V tabulce 5 je prehled systémil pouzitych pro analyzu diflubenzuronu.

Tab. 5: Separa¢ni systémy pouzivané pro analyzu diflubenzuronu metodou HPLC

Matrice SF MF Detekce Limit Limit
detekce kvantifikace

podzemni C8  ACN-MeOH, grad. UV (245 nm) 0,44 ug/l -

voda® (25% - 100% ACN)  APCI-MS 0,92 ug/l -

podzemni C18 MeOH-voda, grad. fotochemicky 0,01 pg/l 0,04 ug/l
voda® (75% - 90% MeOH)  indukovana

fluorescence
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Pokracdovani tab. 5

Matrice SF MF Detekce Limit Limit
detekce kvantifikace

jablka, C18 MeOH-voda UV (254 nm) - 50 pg/kg

rajcata™ 80/20 (v/v)

hrozny, C18 MeOH-voda, grad. UV (260 nm) - 4 - 5 ug/kg

vino™® (10% - 100% MeOH)

jablka, C18 ACN-voda UV (254 nm) 20 pg/I -

hrugky® 70/30 (V/v)

citrusové  C18 ACN-voda, grad. UV (200 nm) - 0,25 pg/g

plody™ (88% - 90% ACN)

fiéni C18 ACN-voda, grad. ESI-MS voda: voda:

voda, (55% - 100% ACN) 0,003 ng/l 0,007 pg/l

zelenina® zelenina: zelenina:

1,43 ug/kg 5,00 pg/kg

houby”®  C18 MeOH-voda, grad. APCI-MS 14,2 nglkg -
(80% - 95% MeOH)

okurky?”  C18 ACN-voda, grad. chemilumi- 0,09 ug/ml 0,29 pg/ml
(75% - 90% ACN) -niscence
ACN
listy C18 MeOH/CHsCOONH; UV (257 nm) 0,09 ug/ml 0,15 pg/ml
jirovce grad. (65% - 100%
mad’alu®* MeOH)
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Plynova chromatografie

Mobilni fazi v plynové chromatografii je plyn, nejéastéji dusik, vodik ¢i helium. Na
rozdil od kapalinové chromatografie analyt s mobilni fazi neinteraguje. K detekci
analyti se pouzivaji plamenové-ionizacni, tepelné-vodivostni, elektrochemické
a optické detektory nebo detektory elektronového zachytu.

Plynova chromatografie je hojn¢€ uzivana metoda pti analyze pesticidi. Pro analyzu
diflubenzuronu neni pfili§ vhodna kvuli jeho termolabilité, a tedy nutnosti derivatizace.
V literatufe byla popsdna analyza diflubenzuronu v jablkdch pomoci derivatizace
anhydridem kyseliny heptafluorobutanové®.

Termolabilitu diflubenzuronu vsak lze 1 vyuzit. Bylo zjisténo, ze tepelny rozklad
diflubenzuronu  vede k  reprodukovatelnému vzniku tfi fragmentd  (4-

chlorofenylisokyanat, 4-chloroanilin a 2,6-difluorobenzamid), pomoci kterych lze

stanovit mnoZstvi piivodni latky™.
Imunochemické metody

Imunochemické metody jsou zaloZeny na specifické vazbé latky (analytu) a protilatky.
Pro svou citlivost, specifi¢nost, rychlost analyzy, moznost automatizace a nizkou cenu
byly hojné vyuzivany v klinickych analyzach. Na pocatku 80. let byly pfedstaveny jako
vhodna metoda pro analyzu pesticida™.

V nasledujicim obdobi byly syntetizovany hapteny pro analyzu diflubenzuronu®
a dalsich latek odvozenych od benzoylfenylmodoviny®*. Aplikace metody ELISA na
analyzu téchto latek ve vodé a pudé prokazala, ze metoda je s limity detece <3 ppb
dostate¢ng citliva®.

Dale byl vytvoten kit pro rychlou analyzu diflubenzuronu v terénu, jehoz vysledky

koresponduji s imunochemickymi metodami i HPLC analyzami provadénymi

v laboratoii>.
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2.2.6 Statistické zpracovani vysledkii a charakteristiky detekce

Soubor analytickych vysledkli byva zatizen chybami, které ovliviiuji piesnost
a spravnost analyzy. Chyby mohou byt hrubé (zpltisobené chybou analytika),
systematické (nejCastéji zplisobené instrumentaci) a nahodné.

Hrubé chyby vedou k vyskytu odlehlych hodnot v souboru vysledkd. Odlehlé
hodnoty Ize ur€it napt. pomoci Deanova-Dixonova testu pro 1 - n paralelnich vysledki
porovnanim vypoétenych hodnot Q; a Q, (rov. 4, a rov. 5)° s tabelovanou kritickou

hodnotou Q. Jsou-li Q; ¢i Qn veEtsi nez Q, je vysledek odlehly.

X2 X (rov. 4)
Q="
Q _ Xn — Xn-1
n- R (rov. 5)

kde R je rozpéti, R = Xmax - Xmins

X1,X9,Xp & Xy_1 jsou naméfené hodnoty

Dalsimi veli¢inami, které popisuji piesnost vysledkd, jsou smérodatna odchylka (s;)
arelativni smérodatna odchylka (RSD). Pro mensi pocet vysledku nez 20 se pouziva
vypoctu smérodatné odchylky z rozpéti hodnot (rov. 6), pro vyssi pocet se smérodatna
odchylka po¢itd z &tverch rozdild (rov. 7)*°. Relativni smérodatnou odchylku lze

spoéitat podle rov. 8%,

Ss =kp XR (rov. 6)

kde ki je tabelovana hodnota, R je rozpé&ti

_ (rov. 7)
L pre-w2
r n—1
kde x; je naméfena hodnota, X je aritmeticky
prumér, N je pocet paralelnich méfeni
(rov. 8)

Sr
RSD = F X 100%

kde X je median (je-li n > 20, dosazuje se

aritmeticky pramer)
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Analyticky vysledek lze dale popsat pomoci intervalu spolehlivosti Ly, (rov. 9)%,

tedy intervalu, v némz dany vysledek lezi s uréitou pravdépodobnosti.

Li, =Ky XR (rov. 9)

kde K je tabelovana hodnota, R je rozpéti

Limit detekce vyjadfuje koncentraci, jiz je mozZno detektorem bezpecné rozpoznat od

fvwr

ve vzorku stanovit. Limit detekce a kvantifikace Ize vypocitat pomoci Sumu zakladni

linie a smérnice kalibra¢ni pfimky (rov. 11 a rov. 12).

3xb (rov. 11)
LOD =

10 X b (rov. 12)

LOQ =

kde b je Sum zakladni linie, m je smérnice

kalibraéni ptimky
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3 Experimentalni c¢ast

3.1 Chemikalie

e acetonitril CHROMASOLYV for HPLC (Sigma-Aldrich, Némecko)

¢ methanol CHROMASOLYV for HPLC (Sigma-Aldrich, Némecko)

e octan amonny, p.a. (Sigma-Aldrich, Némecko)

e triethylamin ReagentPlus, Cistota 99,5 % (Sigma-Aldrich, Némecko)
e diflubenzuron, standard Pestanal (Sigma-Aldrich, Némecko)

e deionizovana voda

3.2 Pristroje a pomiicky

e kapalinovy chromatograf Dionex (Sunnyvale, CA, USA): vysokotlakd pumpa P580,
detektor UVD 170S

e davkovaci ventil Rheodyne s 20 ul smyckou (Cotati, CA, USA)

e kolona SunFire C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 um) a piedkolona SunFire C18
(20 mmx4,6 mm, 5 um) od (Waters, USA)

e injekéni stitkacka Hamilton 25 ul (Bonaduz, Svycarsko)

e ultrazvuk Ultrasonic LC30H (Elma, Némecko)

e analytické vahy APX-100 (Denver Instrument, USA)

e pH metr 3510 (Jenway, Velka Britanie)

o spektrofotometr Agilent 8453 (Agilent Technologies, USA)

e software pro zdznam a zpracovani dat: Chromeleon PeakNet 6 version 6.0.1, Origin

6.0 (OriginLab Corporation, USA)
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3.3 Experimentalni podminky

Pro nalezeni optimalnich podminek pro analyzu diflubenzuronu byly pouzity mobilni
faze acetonitril-voda, methanol-voda, methanol-voda s pfidavkem triethyaminu
0 vysledné koncentraci 0,1% a methanol-0,01M octan amonny (pH = 7). K analyze bylo
vyuzito riznych objemovych zastoupeni jednotlivych slozek mobilnich fazi.

Pritok mobilni faze byl zvolen 0,7 ml/min, pfi vy$Sim tlaku v systému byl sniZzen na
0,6 ml/min.

Na spektrofotometru bylo prométeno spektrum diflubenzuronu v oblasti 200 - 350

nm. Nalezené lokalni maximum pii 256 nm bylo pouzito pro UV detekei.

3.4 Priprava zasobniho roztoku

Zasobni roztok standardu byl pfipraven rozpusténim 10,0 mg standardu v 10 ml 100%
methanolu. Tento zasobni roztok byl nasledné fedén acetonitrilem ¢i methanolem na

pozadované koncentrace.
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4 VysledKky a diskuse

4.1 Optimalizace sloZeni mobilni faze

Podle udaji v literatute byly pro analyzu diflubenzuronu testovany mobilni faze

43, 44,45, 47 mothanol-voda®® 4L 42 46

acetonitril-voda , methanol-0,01M octan amonny>*
a nové methanol-voda s piidavkem triethylaminu, jehoz vysledna koncentrace v mobilni
fazi byla 0,1% (dale pouze 0,1% TEA). Byla sledovana retence diflubenzuronu
a zakladni chromatografické charakteristiky (asymetrie, pocet teoretickych pater na metr
kolony) pfi pouziti mobilnich fazi s riznym objemovym zastoupenim organického
modifikatoru. Vzorek diflubenzuronu pro optimalizaci byl pfipraven nafedénim
zasobniho roztoku standardu na koncentraci 10 pg/ml.

Ziskana data jsou shrnuta v tabulce 6.

Tab. 6: Vybrané charakteristiky separace diflubenzuronu vysokou¢innou kapalinovou
chromatografii v reverznim modu. Stacionarni faze: C18, mobilni faze: acetonitril-voda,
methanol-voda, methanol-voda s 0,1% TEA, methanol-0,01M octan amonny s riznym
objemovym zastoupenim organického modifikatoru. Fp - pritok mobilni faze, ti -
redukovany reten¢ni Cas, Kk - retenc¢ni faktor, N - pocet teoretickych pater na metr

kolony, As - asymetrie piku.

Mobilni faze Fm tr k N As
[mI/min] [min]

ACN-voda

0,7 2,135 0,92 14247 1,42
80/20 (viv)
ACN-voda

0,7 2,944 1,36 15193 1,42
75125 (vIv)
ACN-voda

0,7 4,158 2,12 17307 1,50
70/30 (v/v)
ACN-voda

0,7 8,023 4,20 21813 1,62

60/40 (v/v)
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Pokracovani tab. 6

Mobilni fize Fm tr k N As
[ml/min] [min]
MeOH-voda
0,7 4,203 1,58 13440 1,41
80/20 (viv)
MeOH-voda
0,7 7,247 2,75 16780 1,66
75125 (vIv)
MeOH-voda
0,7 13,288 5,05 16913 1,60
70/30 (vIv)
MeOH-voda 0,1 % TEA
0,6 3,403 1,15 11693 1,57
80/20 (v/v)
MeOH-voda 0,1 % TEA
0,6 4,983 1,61 11673 1,64
75125 (vIv)
MeOH-voda 0,1 % TEA
0,7 6,972 2,70 13367 1,72
70/30 (viv)
MEOH/CHgCOON H,
0,7 4,009 1,41 10487 1,17
80/20 (v/v)
MeOH/CH3;COONH;4
0,7 7,170 2,50 12120 1,14
75125 (vIv)
MeOH/CH3;COONH;,
0,7 12,804 451 12093 1,22
70/30 (v/v)

Z naméfenych dat je patrné, ze ve vSech testovanych mobilnich fazich stoupa retence
analytu a zvySuje se ucinnost kolony se snizujicim se obsahem organické slozky
V mobilni fazi.

Mobilni faze acetonitril-voda se ukazala byt nejvhodné&jsi vzhledem k dosahovanym
vysokym u¢innostem a nizkym tlakiim na koloné (kolem 70 bar). Pro dalsi analyzy bylo
vybrano slozeni mobilni faze acetonitril-voda 70/30 (v/v) a ziskany chromatogram je
ukazan na obr. 5. Mobilni faze s objemovym zastoupenim 60 % acetonitrilu se jevila
lepsi z hlediska ucCinnosti, ale nebyla vybrana kvuli vyssi asymetrii a dob¢ analyzy.
Nevyhodou pro kvantitativni analyzu bylo rozmyvani piku diflubenzuronu, které

komplikuje pfesnou integraci plochy piku.
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Obr. 5: Chromatogram analyzy standardu diflubenzuronu. Mobilni faze: ACN-H,0
70/30 (v/v), pratok MF: 0,7 ml/min. UV detekce pii 256 nm.

cvwvr

amonny, pfi pouziti této mobilni faze by tedy kvantifikace byla pfesnéjsi. Vzhledem
K niz8i ucinnosti separace ale tato mobilni faze nebyla povazovana za vhodné&jsi nez
mobilni faze acetonitril-voda. Ukazka separace pfi slozeni MF methanol-0,01M octan

amonny 75/25 (v/V) je na obrazku 6.
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Obr. 6: Chromatogram analyzy standardu diflubenzuronu. Mobilni fdze MeOH-
CH3COONH, 75/25 (v/v), pratok MF: 0,7 ml/min. UV detekce pti 256 nm.

Mobilni faze o slozeni methanol-voda se vyznacovala niz§i GCinnosti
a podobnou asymetrii jako mobilni faze acetonitril-voda. Diky niz$i elu¢ni sile
methanolu byla retence diflubenzuronu, a tedy i ¢as analyzy, vyss$i. Nevyhodou této
mobilni faze jsou vysSs$i tlaky na kolon¢ (kolem 160 bar). Pfitomnost 0,1%
triethylaminu v mobilni fazi MeOH-voda nenaplnila o¢ekavani ohledné vyssi ucinnosti
a niz8i asymetrie. VyS$i, nebo niz$i pfidavek triethyaminu by mohl parametry analyzy
zlepsit, ale problémem byl vysoky tlak na koloné. Pti prutoku 0,7 ml/min se blizil
200 bar, proto musel byt pritok snizen na 0,6 ml/min. Chromatogramy analyz
diflubenzuronu s mobilni fazi methanol-voda s pfidavkem a bez pfidavku triethylaminu

jsou uvedeny na obrazcich 7 a 8.
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Obr. 7: Chromatogram analyzy standardu diflubenzuronu. Mobilni faze MeOH-voda
70/30 (v/v), pritok MF: 0,7 ml/min. UV detekce pii 256 nm.
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Obr. 8: Chromatogram analyzy standardu diflubenzuronu. Mobilni faze MeOH-voda
s 0,1% TEA 75/25 (v/v), prutok MF: 0,6 ml/min. UV detekce pti 256 nm.
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4.2 Kalibracni zavislost, statistické zpracovani vysledki

Ze zasobniho roztoku standardu diflubenzuronu byly fedénim pfipraveny roztoky
0 koncentracich 0,5, 0,75, 1, 2,5, 5, 7,5 10, 25 a 50 pg/ml. Kazda koncentrace byla
proméfena pétkrat za pouziti vybrané mobilni faze acetonitril-voda 70/30 (v/v)
s priitokem 0,7 ml/min a vysledky byly statisticky zpracovany.

Na obrazku 9 je uvedena Kkalibracni zavislost ploch piki na koncentraci
diflubenzuronu, na obrazku 10 je uvedena Kkalibra¢ni zavislost vysek pikti na

koncentraci diflubenzuronu. Vysledky regresni analyzy jsou uvedeny v ramci obrazkda.

80 - y=156732x-1,17178
R = 0,99855

A [m AU.m in]

L L L L L |
0 10 20 30 40 50
C [ug/mi]

Obr. 9: Kalibra¢ni zavislost plochy piku na koncentraci diflubenzuronu pii pouziti

mobilni faze ACN-H,0 70/30 (v/v) s prutokem 0,7 ml/min.
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300 -y =556107 x - 5,68296
R = 0,99747 =
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Obr. 10: Kalibra¢ni zavislost vySky piku na koncentraci diflubenzuronu pii pouziti

mobilni faze ACN-H20 70/30 (v/v) s pratokem 0,7 ml/min.

Statistické zpracovani namérenych hodnot

Mezi statisticky zpracovana data patii plochy a vysky pikd (pro n = 5). Byly sledovany
median, smérodatna odchylka (tabelovana hodnota ks je rovna 0,4299), relativni
smérodatnd odchylka, interval spolehlivosti (tabelovana hodnota Ks je rovna 0,51).
Vypoctené udaje pro plochy pikl jsou uvedeny v tabulce 7, udaje pro vysky piki
v tabulce 8.
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Tab. 7: Statistické zpracovani naméfenych ploch piku.

A - median plochy piku, s, - smérodatna odchylka, RSD - relativni smérodatna

odchylka, L; ;- interval spolehlivosti.

c A Sy RSD Li2
[ug/ml] [MAU.min] [MAU.min] [%] [ug/mi]
0,5 0,5465 0,0609 11,14 0,1340
0,75 0,8334 0,1322 15,86 0,2909
1,0 1,0227 0,0411 4,02 0,0904
2,5 3,2742 0,2049 6,26 0,4509
5 7,0554 0,2025 2,87 0,4456
7,5 10,0960 0,3024 3,00 0,6654
10 12,8368 0,3769 2,94 0,8293
25 35,4779 0,4352 1,23 0,9576
50 76,3062 0,7103 0,93 0,8423

Tab. 8: Statistické zpracovani namétrenych vysek pikt.

h - median vy3ky piku, s, - smérodatna odchylka, RSD - relativni smérodatna odchylka,

L, - interval spolehlivosti.

c A s RSD Lis
[ng /mi] [MAU] [mAU] [%] [ng/ml]
0,5 1,980 0,116 5,86 0,2552
0,75 2,958 0,228 7,71 0,5017
1 3,552 0,070 1,97 0,1540
2,5 10,241 0,188 1,84 0,4137
5 22,258 0,462 2,07 1,0166
75 33,440 0,618 1,85 1,3599
10 42,360 1,812 4,28 3,9871
25 123,668 3,638 2,94 8,0051
50 275,957 9,564 3,47 21,0447

34



Z dat shrnutych v tabulce 7 je patrné, ze se stoupajici koncentraci diflubenzuronu
klesala relativni smérodatnd odchylka naméfenych ploch piki, vysledky tedy byly
piesnéjsi. Z tabulky 8 plynou obdobné zavéry ohledné piesnosti stanoveni - relativni
smerodatna odchylka vySek pikii byla také nejvyssi pro nizké Kkoncentrace

diflubenzuronu.

Urceni limitu detekce a kvantifikace

Limit detekce a limit kvantifikace byly vypocteny pomoci rov. 11 a rov. 12. Pro vypocet
byla pouzita smérnice kalibrac¢ni zavislosti vySky piku na koncentraci analytu ziskana
regresni analyzou. Sum zakladni linie chromatogramu byl uréen jako 0,025 mAU.
Vypoétena hodnota limitu detekce je 0,01 pg/ml, pro limit kvantifikace byla
vypoctena hodnota 0,04 pg/ml.
Z literatury je patrné, ze tyto hodnoty se blizi udajim ze studii, jez se zabyvaly
stanovenim diflubenzuronu ve vodé s UV detekci® & fotochemickou detekei®. Analyza

s hmotnostni detekci® ma limity niZsi.
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5 Zaver

Analyza diflubenzuronu byla provedena v RP-HPLC systému s UV detekci. Byly
vyzkouSeny ¢tyfi mobilni faze s riiznym objemovym zastoupenim jednotlivych slozek:
acetonitril-voda, methanol-voda, methanol-voda s0,1% obsahem triethylaminu
a methanol-0,01M octan amonny. Pro UV detekci byla po proméfeni spektra
diflubenzuronu vybrana vinova délka 256 nm.

Piky diflubenzuronu pii analyzach s pouzitim mobilni faze methanol-0,01 M octan
amonny se vyznacovaly dobrou symetrii, nevyhodou byla niz$i uc¢innost a vyssi tlak na
koloné. Pouziti mobilni faze methanol-voda vedlo k nesymetrickym pikiim a jen o malo
leps$i Gcinnosti. Ta nebyla zvySena ani piidavkem triethylaminu. Pfidavek triethylaminu
nebyl dale upravovan vzhledem k ptili§ vysokému tlaku na koloné. Nejlepsi vysledky
poskytnula mobilni faze acetonitril-voda. Uéinnost separace zde rostla se snizujicim se
obsahem acetonitrilu. Jako optimalni bylo vybrano slozeni mobilni faze acetonitril-voda
70/30 (v/v). Objemové zastoupeni 60/40 poskytujici vyssi acinnost nebylo zvoleno
kvili vyssi asymetrii piku a vysoké retenci.

V optimalnich podminkach (tedy mobilni faze acetonitril-voda 70/30 (v/v), pritok
0,7 ml/min) byly promé&feny kalibra¢ni zavislosti ploch a vySek pikii na koncentraci
diflubenzuronu. Kazdé méteni bylo provedeno pétkrat a naméiené plochy a vysky piki
byly statisticky zpracovany. Byla zjiStovana smérodatna odchylka, relativni smérodatna
odchylka a interval spolehlivosti, dale byl ur¢en limit detekce a limit kvantifikace.
koncentraci. Zde relativni smérodatnd odchylka dosahovala az 15 %. U vysSich
koncentraci se relativni smérodatna odchylka pohybovala kolem 3 %. Relativni
smérodatné odchylky byly niz§i u kalibra¢ni zavislosti vysky piku na koncentraci
diflubenzuronu.

Vypo¢tena hodnota limitu detekce byla 0,01 ug/ml a pro limit kvantifikace byla
vypoctena hodnota 0,04 pg/ml. Tyto hodnoty koresponduji s udaji v literatufe.
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