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Infoleht

Glufosaadi maaramine kineetilisel-kataltdtilisel meetodil paber-analtitilise seadmega

Kéesoleva bakalaureuseto0 eesmérgiks oli paber-analutilisel seadmel néidata vdimalust
glifosaadi méaaramiseks. Reaktsiooni lahuses uurimine andis andmed, millest saab jareldada
glifosaadi olulist mdju varvusreaktsioonile ja see annab eelduse, et seda reaktsiooni saab
glufosaadi méaramiseks kasutada. Glifosaadi mé&aramine paberil néitas korgetel gliifosaadi
kontsentratsioonidel kill varvuse intensiivsuse erinevust, kuid antud meetodiga on keeruline
madrata glifosaadi madalaid kontsentratsioone (vahemikus 2,3-103 M kuni 2,3-10° M). Paber-
analudtilise seadmega oli naha selle seadme toimimist, sest erinevatel ajahetkedel tekkisid
varvimuutused, kuid vajalik on esmalt lahendada probleemid paberil, mis v6imaldaks madalaid

gliifosaadi kontsentratsioone maérata.

Marksonad: gliifosaat, kineetiline-kataluttiline meetod, paber-analiiitiline seade, sbelumismeetod
Teadusala: Analiiitiline keemia

CERCS kood: P300

Glyphosate detection with kinetic-catalytic method using paper-analytical device

In this work, the purpose was to show a possibility of glyphosate detection on a paper-analytical
device. Research of the reaction to determine glyphosate in solution gave results about glyphosate
impact on this reaction and it shows that this reaction can be used to detect glyphosate. Detecting
glyphosate on a paper showed a difference between colour intensity on higher glyphosate
concentration. However, with this method, it is difficult to detect low glyphosate concentrations
(from 2,3-10° M to 2,3-10° M). Testing paper-analytical system showed promise because the
device is shown to function as assumed. Nevertheless, it is necessary to primarily solve problems

on a paper that will enable detecting low glyphosate concentrations.
Keywords: glyphosate, kinetic-catalytic method, paper-analytical device, screening method
Field of research: Analytical chemistry
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Kasutatud lihendid
GS — glufosaat

uPAD — paber-analudtiline seade

AMPA — aminometulfosfoonhape

TMB — 3,3,5,5-tetramettiulbensidiin

HPLC — kdrgsurvevedelikkromatograafia
UV-Vis — ultravioletne-néhtav spektroskoopia
TsOH — tolueensulfohape

MQ — milliQ-vesi

KK — kineetiline-kataldtiline meetod



1 Sissejuhatus

Glufosaat on laialdaselt kasutuses olev umbrohumdirk (herbitsiid) nii Eestis kui ka
maailmas. Glufosaati kasutatakse nii pdllumajanduses kui ka majapidamises ning viimaste aastate
jooksul on selle kasutamine kasvanud. Glufosaadi vdimalikust mdjust loomadele ja inimestele on
tehtud palju uuringuid ning see on liigitatud ten&oliselt vahki tekitavate tihendite alla. Glifosaadi
mdju keskkonnale on samuti rohkesti uuritud ning on leitud, et gltifosaat avaldab negatiivset méju
taimedele, mullale ja pinnaseveele. Nendel pdhjustel on oluline, et glifosaadi sisaldus keskkonnas
oleks laialdaselt kontrollitud.

Hetkel on glifosaadi méaramine aegandudev ning kallis protsess ning seetdttu on tarvis
meetodit, millega saaks glifosaati madrata Kiiremini ja odavamalt. Sellist meetodit on vdimalik
kasutada sBelumismeetodina, mis aitab otsustada, millistele proovidele on vaja teostada tapsemaid
laboratoorseid analuitise. Nii on vBimalik aega ja raha kokku hoida ning saada terviklikum pilt

glufosaadi sisaldusest keskkonnas.

Viimase kimne aasta jooksul on populaarsust kogunud paber-analiiitilised seadmed
(microfluidic paper-based analytical devices), milles nahakse v@imalust teostada keerukaid
analliise lihtsalt ja odavalt. Need pdhinevad paberi omadusel iseeneslikult veega marguda ning
erinevatel viisidel, kuidas margumist juhtida, néiteks moodustades paberist kanalid. Paber-
analliitiliste seadmete puhul on tihti aga probleemiks tundlikkus. Selles t60s kasutatakse
glufosaadi madramiseks kataltitilist meetodit: analliit mdjutab kataltdtilist reaktsiooni, mille

kéigus tekib varvuse muutus. Selliste meetodite puhul on néidatud kérget tundlikkust.

Kéesoleva t66 eesmargiks on naidata, et paber-analiitilisel seadmel on vdimalik mééarata
glufosaadi olemasolu proovis kasutades kataltiditilist meetodit. T66s kasutatakse katalGiutilist
meetodit, mis vBimaldab vérvi muutuse pdhist glifosaadi méaaramist. Glifosaadi mééramiseks on
voimalik dra kasutada selle kompleksimoodustamise omadusi. Kasutatakse Cu®* poolt

katallilsitavat varvusreaktsiooni, kus glifosaadi olemasolu korral reaktsioon inhibeeritakse.



2 Kirjanduse tlevaade
2.1 Glufosaat

Glufosaat (GS), keemilise nimetusega N-(fosfonometutl)glitsiin, koosneb aminohappest
glitsiin ja fosfonometddl ruhmast [1]. GS on vees lahustuv orgaaniline hape, millel on omadus
moodustada kompleksiihendeid metalliioonidega (Joonis 1) [2]. GS ja Cu?" kompleksi

pusivuskonstant on 11,92 (ioontugevus = 0,1; temperatuur 25°C) [3].
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Joonis 1. GS-i molekulstruktuur

GS takistab taimedes fenoolset riihma sisaldavate aminohapete (triptofaan, fentdlalaniin
ja tdrosiin) sinteesimist ning selle protsessi kaudu peatub kogu taimne valgusustees [4]. GS on 5-
enoolpuruviilsikimaat-3-fosfaadi suntaasi inhibiitor, mis on pdhiliseks ensliimiks aromaatsete
Uhendite bioslinteesis taimedes ja mikroorganismides [5]. Herbitsiidsetes toodetes on GS soola
kujul (enamasti isoproplulamiini soolana) (Joonis 2). GS-i sisaldava segu koostisele on lisatud
abiaineid ning pindaktiivseid aineid, mis vahendavad pindpinevust ning mille olemasolu lihtsustab

GS-i imendumist taimedes ja muudab GS-i toimet tugevamaks. [2]
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Joonis 2. GS isopropuulamiini vormina

GS-i lagunemine toimub peamiselt mullas mikroorganismide abil nii aeroobsetes kui ka
anaeroobsetes tingimustes. GS laguneb kas aminometidlfosfoonhappeks (AMPA) ja

gluoksulaadiks voi sarkosiiniks ja glutsiiniks [2]. GS-i pohiline laguprodukt hiidrolutsi kaigus on



AMPA (Joonis 3) [6]. GS-i poolestusaeg pinnases on 3-130 p&deva. AMPA on GS-iga vorreldes
pinnases stabiilsem ning keskkonda analtitisides ndhakse pigem AMPA olemasolu kui GS-i. [7]
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Joonis 3. AMPA molekul

GS-il on vdimalik mdju loomade ja inimeste tervisele: Maailma Terviseorganisatsiooni
alarihm IARC (International Agency for Research on Cancer) klassifitseeris GS-i kui tdendoliselt
vahki tekitavaks ihendiks [8]. Samas on mitmed erinevad Uksteisest s6ltumatud uurimisrihmad
umber likanud IARCi véited, sest tulemuseks on saadud, et GS ei esita markimisvaérset
genotoksilist riski inimese tervisele [1]. GS-i omaduste tdttu moodustada komplekstihendeid
arvatakse, et GS seob endaga ka taimedes sisalduvaid mineraale. Seetdttu véheneb taimedes
elutédhtsate bioloogiliste protsesside jaoks vajalike mineraalide osakaal, mis vdib mdjutada

organisme, kes neid taimi tarbivad ning samuti mdjutada taime suutlikkust haigustele vastu panna

12].

GS-i pideval kasutamisel, vdib see pinnases akumuleeruda ning muutuda nii mulla kui
pinnasevee saasteallikaks. Pikaajaline GS-i kasutamine vdib mulla tervist ja viljakust ohustada
ning selle kaudu méjutab negatiivselt saagi tootlikkust [9]. GS-il on vdimalik liikuda dhu kaudu

ja séilida lumes ning lisaks on GS-i seostatud rohkem kui 30 taime haigusega [6].

Labi on viidud uuring, kus analliisiti Saksamaal 20-29 aasta vanuste inimeste seas nende
GS-i sisaldust uriinis 14 aasta valtel. Anallusitud 399 proovist 127 proovi seas oli GS-i sisaldus
uriinis kas piirnormi lahedal voi oli Gletanud piirnormi (0,1 pg/L). GS-i laguprodukti AMPA

sisaldus oli piiripeal voi Uletatatud 160 proovi seas. [10]

2.1.1 Gliufosaadi médaramine
\Vottes arvesse GS-i mahukat kasutamist, ei ole maaramise meetodid ideaalsed, sest ei ole

olemas meetodit, millega saaks Kiirelt ja odavalt anallilisida GS-i sisaldust pinnases ja vees.



GS-i ja tema laguprodukte iseloomustab selle vdga hea lahustuvus vees, suur polaarsus,
suur metalli-iooni sidumisvdime [11]. Lisaks iseloomustab GS-i selle halb lahustuvus orgaanilistes
solventides ning kdrge keemistemperatuur ja madal molekulmass. Need omadused muudavad GS-

I madramise tavakasutuses olevate analltiliste meetoditega keeruliseks. [6]

GS-i madramiseks kasutatakse erinevaid meetodeid, millest levinuim on
kdrgsurvevedelikkromatograafia (HPLC). HPLC detektorina kasutatakse GS-i maaramiseks kdige
enam massispektromeetrit (HPLC-MS). Selle meetodi eeliseks on korge tundlikkus, selektiivsus
ning hea korratavus. Samal ajal on HPLC-MS ajamahukas ja nduab kalli masina olemasolu ning
GS-i eelnevat derivatiseerimist, et suurendada oluliselt GS-is ionisatsiooni efektiivsust ja seega

meetodi tundlikkust. Avastamispiirid sellel meetodil jddvad vahemikku 20 ja 35 ppb. [12]

Juhul, kui HPLC juures kasutatakse UV-Vis detektorit, on eelisteks kdrge tundlikkus ja
tapsus, kuid on samal ajal aegandudev ning vajalik on kromofoorse riihma olemasolu ning seega
nduab see meetod samuti GS-i derivatiseerimist. Avastuspiir selle meetodi puhul 2,0 ng/mL [6].
Elektrokeemilise detektoriga on vimalik joogiveest ilma eeltdotluseta GS-i méérata, kuid meetodi
avastamispiir oli Usna kdrge. Selleks kasutati amperomeetrilist médtmist ning médtmine pShineb

GS-i okstideerumisel kullast elektroodi pinnal. Avastamispiir on selle meetodiga 2 uM. [13]

Kuigi eelnimetatud meetodite puhul on kill véimalik maérata GS-i sisaldust proovist, siis
ei ole olemas Uhest head meetodit, millega saaks mdotmist teostada lihtsalt ja odavalt, et saaks
kiirelt teada GS-i umbkaudse sisalduse. Sellist meetodit saaks &ra kasutada sdelumismeetodina,
kus vdetakse paljudest erinevatest piirkondadest proovid ning saadakse teada just see piirkond,

mille proove peab tundlike laborimeetoditega edasi analutisima.

2.1.2. Sdelumismeetod

Sdelumismeetod on analiiisimeetod, millega mééaratakse, kas analtdi sisaldus proovis on
piirnormist tleval- v@i allpool. Selline meetod on: (1) pigem kvalitatiivne kui kvantitatiivne, (2)
proovi ettevalmistuse etappi ei toimu vi on minimaalne, (3) meetod ning saadav tulemus on kiire,
(4) enamasti on see eelnevaks etapiks mdnele tapsemale ja tundlikumale anallidtilisele meetodile.
[14]

Sdelumismeetodi eesmargiks on valida proovikogumist valja alamproovid, mille

tulemused on Ule piirmé&ara. Positiivse vastuse andnud proove analliusitakse edasi mdne tdpsema



analutsimeetodiga, et kinnitada sdelumismeetodi tulemust ning saamaks tdiendavat infot proovi
kohta (Joonis. 4). [15]
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Joonis 4. Sdelumismeetodi proovide kasitlus. [15]

Sdelumismeetodit on kasutatud uuringutes, mille eesmargiks on laialdaselt jalgida inimeste
vere hudbimist, merevee metallisisaldust ning loomadel ja lindudel leviva haiguse koktsidoosi

ravimi sisalduse hindamiseks. [14, 16, 17]

Vottes arvesse GS-i laialdast kasutamist ja kalleid analiiisimeetodeid, oleks mdistlik
kasutada s@elumismeetodit GS-i sisalduse hindamiseks erinevates piirkondades. Selline

tegutsemisviis hoiaks kokku nii aega kui raha ning annaks laiema ulevaate GS-i m&juulatusest.

2.2 Paber-analuitilised seadmed

2.2.1 Paber-analuitiliste seadmete p6himdtted

Analidtilises keemias on paberit kasutatud alusmaterjalina juba vaga pikka aega naiteks
pH méaéramiseks kasutatavate indikaatorpaberitena [18]. limselt kBige tuntum paberile sarnasel
materjalil pdhinev analltiline test on rasedustest, mis leiutati 1980ndatel. Sarnaseid
immuunokromatograafia teste kasutatakse tanapdeval laialdaselt meditsiinis, veterinaarias ja
toidutdostuses [19]. Need paberipdhised testid suudavad aga labi viia ainult véaga lihtsaid anallise,

kuna puudub vBimalus teostada mitut jarjestikust sammu analtdsi l&bi viimiseks. Naiteks puudub
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vOimalus viia l&bi immunoenstiimmeetodit, mis nduab mitme reagendi lisamist immobiliseeritud

antikehadega tsooni.

Viimase 10 aasta jooksul on arendatud mikrofluiidika uut haru — paber-analtitilised

seadmed (uPAD)[20]. Sellistes seadmetes tehakse paberisse kanalid, mille abil saab vedeliku

liikumist paberil kontrollida (Joonis 5) [21]. On ndidatud, et sellised uPAD-id suudavad saavutada

automaatselt (ilma kasutaja sekkumiseta) jarjestikus toimuvaid etappe, mis on analtdsi jaoks

vajalikud [22].

Joonis

5. Naide paber-analttilisest seadmest. Punase varvainega vesilahus liigub paberil

kapilaarsete joudude abil ning on piiratud hidrofoobse barjaariga [23].

uPAD tehnoloogia rakendusi on demonstreeritud vaga mitmetes erinevates valdkondades

— meditiinis, veterinaarias, toidutoostuses ja keskkonna uuringutes [24].

Paberi kasutamisel analtditilise seadmena on palju erinevaid kasulikke aspekte:

a.
b.

o o

odav hind;

vBimalus muuta paberi kuju, kerge 18igata;

erineva poorsusega pabereid leidub palju;

paberi pbletamise vbimalus ei tee seda keskkonnale koormavaks;

kapillaarsuse tdttu on voimalik ilma véliste vahenditeta vedelikku seadmes liikuma
panna;

valge varvus vdimaldab kolorimeetrilisi teste l1abi viia;

11



g. voOimalik filtreerida ja eraldada mikroskoopilisi osakesi.[21]

Vedelik liigub paberil kapillaarsete joudude tottu. Need joud viivad vedeliku mddda
paberit edasi, kus seda tdmmatakse paberi suunas, mis pole veel margunud. Kapillaarsed joud on
méaaratud puutenurgast vedeliku ja paberi vahel, poori sisemisest raadiusest ja vedeliku
pindpinevusest (Joonis 6). [25]

o B

Joonis 6. Kujutatud on vedeliku paberil lilkumise mudel [25].

2.2.2 Kolorimeetriline meetod uPAD-iga

Kolorimeetriline meetod on uks kdige levinum analliisimeetod uPAD-i puhul, sest see
vOimaldab keemilise signaali m6dtmist keerukamate vahenditeta [26]. Kolorimeetrilise meetodi
puhul on vBimalik l&bi viia kvalitatiivset, poolkvantitatiivset ja kvantitatiivset analttsi. Analids
toimub paberi varvi muutuse pdhjal, mis saadakse keemilise reaktsiooni abil. [27] Levinud
analtiisimeetod uPAD-idel lisaks kolorimeetrilisele on elektrokeemiline médaramine ning samuti

kemoluminestsentsi ja elektrokemoluminestsentsi analtitisi meetodid [26].

2.2.3 Skanneri kasutamine pnPADiga

Kvantitatiivse analtitisi teostamiseks kolorimeetrilisel meetodil uPAD-iga on vdimalik
kasutada peegeldusmeetodit (reflectance detection), mis pdhineb paberseadmelt peegeldunud
valguse mddtmisel [21]. Vérvi tugevust on vdimalik hinnata ja md6ta silma, kaamera ja skanneriga
ning samuti mdne spetsiaalselt ehitatud seadmega (naiteks labilaskvuse analulsil peegelduse
asemel). Skannerid pdhinevad hajus-peegeldus spektroskoopial ning kasutavad 3-4 filtrit (mitte
prismat voi difraktsioonvdrega monokromaatorit), et eristada erinevaid lainepikkuse vahemikke.
[27] Skannerite kasutamise eeliseks lisaks madalale maksumusele, lihtsale transportimisele ja
kattesaadavusele, on valgusallika konstantne kaugus proovist, valgusallika konstantne

intensiivsus, pilt on fookuses ning skannerid on korge resolutsiooniga [26].
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2.3 Kineetilised-kataltttilised meetodid

Kineetilised-kataludtilised (KK) meetodid pohinevad analtidi vOimel mdojutada
kataludtilist reaktsiooni (olla ise katalusaatoriks, inhibiitoriks v6i mojutada katalusaatori
kataltiisivbimet), mis omakorda toob kaasa kolorimeetrilise, fluoreststentse Vi
kemoluminestsentse signaali [28]. KK meetodite puhul jalgitakse signaali muutust ajas, sest
kasutatud reaktsioonid ei ole tasakaalus [29]. Seetdttu on KK meetodite puhul aja m&dtmine
oluline parameeter, mis mdjutab tulemust. See on oluliselt erinev tavalisest analtiutilisest keemiast,
kus enamasti kasutatakse reaktsioone, mis on tasakaalu saavutanud ning seega pole aeg oluline
parameeter. KK meetodid on véga tundlikud ja vdimaldavad vdga madalat avastuspiiri, kuna ka
madalate katallisaatori kontsentratsioonide juures on vdimalik saavutada detektoriga mdddetav

analudtiline signaal [30].

KK meetodite korral on enamasti analiiitideks siirdemetallid, orgaanilised thendid ja
mittemetallilised anioonid. KK meetodite puhul on levinud voogsisestusanaltdisil (flow injection

analysis) pGhinevate seadmete kasutamine, et automatiseerida KK meetodit. [28]

2.3.1 KK meetodid pPAD-idel

KK meetodeid on kasutatud ka pPAD-idel. Nendega on méairatud metallide (Cu?*, Hg?*,
Pb?*) sisaldust proovis. Nendel juhtudel on analiiiidid ise kataliisaatoriks ja analtitide maaramine
toimub kolorimeetrilise signaali kaudu [31-33]. Samuti on uPAD-idel kasutatud ensimaatilisi KK
meetodeid, kus madratakse organofosfaatseid ja karbamaadi pestitsiide, kasutades &ra pestitsiidi

omadust inhibeerida enstiimi atsetlulkoliinesteraas [34—36].
2.3.2 Cu?* kataluusib H20 ja 3,3,5,5-tetramettitilbensidiini reaktsiooni

Antud t66s katalutisib Cu?* 3,3,5,5-tetrametiitilbensidiini (TMB) oksiidatsiooni H.O2 poolt
(Joonis 7). TMB okstideeritud vorm on pH 4 juures sinine. [37] GS-Cu?* kompleks vahendab Cu?*
katalitilist aktiivsust [38]. Seega, GS-i olemasolu lahuses inhibeerib TMB okstidatsiooni. Lahuse

sinise varvuse intensiivsus on seega sdltuvuses GS-i kontsentratsiooniga lahuses. [38]
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(A) TMB + H,0, —¢ 5 oxTMB + H,0

(B)
T™MB

gl TVB
N X
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oxTMB oxTMB
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Joonis 7. (A) Kolorimeetriline reaktsioon TMB, H20; ja Cu?* vahel; (B) GS-i kolorimeetriline

madramine, kus Cu?*-GS vorm ei oksiideeri TMB-d [38].

Antud reaktsiooni toimimist on eelnevalt ndidatud lahuses [38], kuid selle toimimist ei ole
uuritud paberil. Lisaks ei ole varem uPAD-idel kasutatud mitte-ensiimaatilist meetodit
pestitsiidide maaramiseks. Seega on selle t60 eesmargiks nédidata antud reaktsiooni toimimist
paberil ning uurida vdimalusi uPAD-i kasutamiseks, et automaatselt (ilma kasutaja sekkumiseta)
kontrollida reaktsiooni aega. Lisaks kasutatakse antud t66s vdimalust reaktsioon peatada kindlal
ajahetkel lisades tugevat hapet [27]. Happe lisamine peatab oksudatsiooni reaktsiooni ning

muudab okstudeerunud TMB neeldumisspektrit nii, et lahus votab kollase varvuse.

2.3.3 UV-Vis spektroskoopia
Antud t60s viiakse labi katseid UV-Vis spektromeetriga. Katsete eesmérk on korrata
Chang et al. [38] saadud tulemusi ja ndidata, et madalamal GS-i kontsentratsioonil on méddetavad

neelduvused kérgemad.

UV-Vis molekulaarne absorptsiooni spektromeetria pohineb lahuses oleva analiiidi
neelduvuse (A) (valguse intensiivsuste — lo ja | — sGltuvus) modtmisel I&bipaistvas kivetis, mille
teepikkus on (b) ja aine molaarne neeldumistegur on (€). Analliudi kontsentratsioon (c) on

lineaarses sdltuvuses neelduvusega (Joonis 7) [39]:

A =log(lo/l) = €-b-C
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Joonis 7. Lihtsustatud UV-Vis seadme skeem.
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3 Eksperimentaalne osa

3.1 Kasutatavad reagendid, materjalid ja lahuste valmistamine

T60s olid kasutuses jargnevad reagendid: GS (SB Technology, Hiina); CuSO4 (Reakhim,
USSR); 3,3,5,5-tetrametiitlbensidiin (Sigma-Aldrich, Saksamaa); 30% H.O: lahus (Lach:ner,
Tsehhi Vabariik); naatrium atsetaat (Reakhim, USSR); &&dikhape (Lach:ner, TSehhi Vabariik);
60% fosforhape (Lach:ner, TSehhi Vabariik); tolueensulfohape-4-monohiudraat (Merck, USA);
metanool (Merck, USA).

Paberina kasutati Whatman nr 1 kromatograafia paberit.

Lahuste valmistamiseks kasutati MilliQ-vett (MQ), mis valmistati Millipore Q-POD
MilliQ seadmega (vee puhtusenditajad: 18,2 MQ-cm, 2 ppb TOC). Valmistati erinevate
kontsentratsioonidega GS-i lahused (9019 mg/L; 1803,8 mg/L; 901,9 mg/L; 180,4 mg/L; 90,2
mg/L; 18,0 mg/L; 9,0 mg/L; 1,8 mg/L; 0,9 mg/L), kus kdige kontsentreerituma lahuse jaoks kaaluti
90,19 mg GS-i ning lahuse ruumala oli 10 ml ning jdrgnevad lahused valmistati kdrgema
kontsentratsiooniga lahuse lahjendamisel. 0,04 M CuSOs valmistati 0,1 M lahuse (kaaluti 1,2403
g CuS04-5H20) lahjendamisel. 2500 mg/L kontsentratsiooniga TMB lahus valmistati kasutades
~5 mg TMB ning lahustiks kasutati 2 ml metanooli. TMB lahus valmistati korra kahe nadala
jooksul. 1 M H>O, lahus valmistati 30% H2O- lahjendamisel. 0,01 M atsetaatpuhver valmistati
lahustades umbes 80 mL vees naatrium atsetaat (0,0336 g) ja lisati 30 uL &adikhapet. Seejarel
mdddeti lahuse pH-d pH-meetriga ning vajadusel lisati véike kogus &&dikhapet, et lahuse pH oleks
4. Seejarel viidi lahuse ruumala 100 mL-ni. Puhverlahust séilitati kiilmkapis. 4 M H3zPO4 valmistati
kontsentreeritud HsPOj4 lahuse (60%) lahjendamisel. Valmistati 2,8 M tolueensulfohappe (TsOH)
lahus, mille jaoks kaaluti 2,1279 mg TsOH ja lisati 4 mL vett.

3.2 Katsetes kasutatud eksperimentaalsed meetodid

Antud t66s tehti katsed kolmes etapis: (1) uuriti reaktsiooni toimimist ning voimalust
mddta GS-i lahuses, kasutades UV-Vis spektromeetrit; (2) uuriti reaktsiooni toimimist ning
vOBimalust mddta GS-i paberil; (3) uuriti vGimalust kasutada paberit kui uPAD seadet, et
kontrollida reaktsiooni aega ilma, et analtiisi labiviija peaks md6tma ise aega ning Gigeaegselt

hapet lisama reaktsiooni peatamiseks.
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3.2.1 Reaktsiooni toimimise uurimine lahuses UV-Vis spektromeetriga

Kasutati 5 erineva GS-i kontsentratsiooniga lahust (3,88-10M; 3,88-10* M; 3,88-10° M;
3,88-10° M; 3,88-107 M) ning uihte lahust, kus GS-i asemel lisati MQ-d. Viaali lisati 600 pL
puhverlahust, 200 uL. CuSOs lahust (I8ppkontsentratsiooniga 2,9-10° M), 100 pL H20; lahust
(I6ppkontsentratsiooniga 0,036 M), 200 uL GS-i lahust vdi MQ-d. Reagendid segati omavahel
ning viimasena lisati 50 uL. TMB lahust. Alates TMB lisamisest, hakkas lahus siniseks varvuma.
10 sekundit pérast TMB lisamist lisati 100 uL H3PO4 lahust, mis tekitas pusiva kollase varvuse.
Lahustele lisati 1,5 mL MQ vett, et lahuste ruumala oleks mddtmiste teostamiseks piisav. Lahuste

neelduvus mdddeti UV-Vis spektromeetriga. Neelduvuse vaartused moddeti 451 nm peal.

Toos kasutati UV-Vis spektromeetrit EVO 300-UV-Vis. Neeldumisspekter mdddeti
lainepikkuste vahemikus 250 nm kuni 600 nm ning pilulaiusega 2,0 nm. Kdigepealt mdddeti

baasijoon ning seejarel mdddeti valmistatud kuue lahuse spektrid.

3.2.2 Reaktsiooni toimimise uurimine paberil kasutades skannerit

Paberist 16igati vélja ruudud mddtmetega 1,5 x 1,5 cm. Paberile lisati 40 uL. TMB lahust
ja lasti kuivada. Valmistati lahus, kuhu lisati 600 puL puhverlahust, 200 uL. CuSOj4 lahust, 100 pL
H20, lahust, 200 puL GS-i lahust (kdik erinevad kontsentratsioonid). Uhe lahuse puhul lisati GS-i
lahuse asemel 200 uL. MQ-d. Paberile lisati 50 pL valmistatud lahust. Lisades lahust hakkab paberi
varvus muutuma siniseks. Reaktsiooni peatamiseks katsetati erinevaid happe (100 uL HzPOs
lahuse) lisamise aegu: 1 minut ja 20 sekundit. Parast happelahuse lisamist kuivatati paberid tile66

toatemperatuuril ja skanneeriti.

Pildi anallisimiseks kasutatakse ImageJ programmi. Programmis valitakse
analtiisimiseks kogu paberi piirkond ning mdddetakse keskmine pikslite sinise vérvuse vaartus,

mida kasutatakse analtdtilise signaalina (Joonis 8).
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Joonis 8. Naide proovi modtmisest kasutades ImageJ programmi — valitud on proov ja naidatud
on selle histogramm.

3.2.3 Katsed paber-seadmega

Paberist 18igati vélja ristkiliku kujulised tiikid m&dtmetega 1,2 X 6,8 cm. Paberi vasakusse
aarde lisati 20 uL koguste kaupa (kokku 80 uL) TsOH lahust lastes iga pipeteerimise jérel paberil
kuivada. Seejarel lisati paberi vasakust &érest 2,5 cm kaugusele 15 pL koguste kaupa TMB-d
(kokku 30 uL) lastes pipeteerimise jarel paber kuivada. Valmistati lahus, kuhu lisati 600 uL
puhverlahust, 200 uL CuSOy4 lahust, 100 pL H20> lahust, 200 uL GS-i lahust (kontsentratsiooniga
0,053 M). Valmistatud lahust vdeti 100 pL ja lisati indikaatori laigu peale (Joonis 9).
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Joonis 9. Reagentide asetus paber-seadmel ning seadme toimimise etapid.

Puhverlahust, glifosaati, CuSOs, ja H2O; sisaldav lahus pipeteeriti paberile sama koha
peale, kus oli lisatud TMB (etapp 1, Joonis 9). Redoksreaktsioon hakkab toimuma ning paberil
ilmub sinine vérvus (etapp 2, Joonis 9). Lisaks hakkab vedelik paberil lilkkuma md&lemas suunas
pipeteerimise asukohast eemale (nii paremale kui ka vasakule poole paberil). Lahus margab
vasakpoolse otsa, kus asub ka hape, taielikult enne, kui paremalt poolt jéuab lahus kogu paberit
mérguda. Seetdttu kantakse nlud lahustunud happega vedelik paberil tagasi paremale poole (etapp

3, Joonis 9). Seega jouab happeline lahus TMB laiguni ning reaktsioon peatub (etapp 4, Joonis 9).
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4 Tulemused ja anatius

4.1 UV-Vis tulemused lahuses

Esmastes katsetes jalgiti reaktsiooni toimumist ja varvi muutusi visuaalselt. Katsetes on
naha, et reaktsioon toimub — lahus votab parast TMB lisamist ajapikku sinise vérvuse (Joonis 10).
Seejdrel katsetati okstidatsiooni peatamiseks happena 4 M HsPOs. Pérast happe lisamist laks
eelnevalt sinise varvusega lahus sekundi jooksul kollaseks (Joonis 10). TsOH lahuse kasutamise
puhul reaktsiooni peatamiseks tekkis lahusesse sade. Seetdttu edasistes modtmistes lahustega ei
kasutatud TsOH-d.

Joonis 10. TMB, Cu?*, H,0; sisaldav lahus enne happe lisamist ligikaudu 30 sekundit peale

reaktsiooni algust (vasakul). Parast happe lisamist muutub lahuse varvus kollaseks (paremal).

Jargnevalt valmistati lahused, et jalgida GS kontsentratsiooni mdju reaktsioonile ning
teostati mdotmised UV-Vis spektromeetriga. Saadud spektrite p&hjal on naha sdltuvust GS-i
kontsentratsiooni ja neelduvuse vahel lahustes (Joonis 11). Mida kdrgem on GS-i kontsentratsioon

lahuses, seda madalam on neelduvus (Joonis 12 ja Joonis 13).
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Joonis 11. Lahuste UV-Vis spektrid. Kérgemate GS-i kontsentratsioonidega lahuste puhul on
neelduvus madalam.
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Joonis 12. GS-i kontsentratsiooni ja neelduvuse sdltuvus.
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Joonis 13. GS-i kontsentratsiooni logaritmi ja neelduvuse séltuvus.

Seega saab nendest andmetest jareldada, et GS-il on oluline mdju reaktsioonile ning seda
reaktsiooni saab kasutada GS kontsentratsiooni madramiseks. Lisaks on siit vBimalik naha, et
madalatel kontsentratsioonidel (3,88:10% M ja 3,88-107 M) on neelduvuse muutus suhteliselt
vaike (vastavalt 0,187 ja 0,178). Seet6ttu vOib jareldada, et hetkel kasutatud meetod nduab olulist
arendamist ja optimeerimist, et saavutada vajalikud madalad avastamispiirid (0,1 pg/L ehk ~6-10°
10 M). Kdrgema tundlikkuse saavutamine voib olla vdimalik kasutades madalamaid Cu?*
kontsentratsioone ning pikemaid reaktsiooni aegu. Sellisel juhul ka madalama GS
kontsentratsiooni juures seotakse katallisaatorit piisavalt, et reaktsiooni oluliselt inhibeerida (nagu
hetkel korgetel GS kontsentratsioonidel) ning samal ajal pikemat reaktsiooni aega kasutades on

vBimalik tugev varvimuutus ka madalate katallisaatori kontsentratsioonide juures saavutada.

4.2 Paberil glifosaadi maaramine

Antud katse puhul optimeeriti esiteks paberi suurust ja paberile pipeteeritavaid vedelike
koguseid. Optimeerimine viidi labi nii, leiti paberi suurusele vastav vedeliku kogus, mis margaks
kogu paberi, kuid ei ujutaks paberit liigselt tle (leitud optimaalsed suurused on Kirjas peatiikis 3

ning kasutatakse edasistes katsetes).

Samuti optimeeriti paberile lisatavate TMB ja CuSOs kontsentratsioone. Leiti, et TMB
lilga madal kontsentratsioon (8,2 mg/L) ei andnud piisavalt intensiivset vérvi. Kontsentratsioonil

2500 mg/L oli varvi muutus selgelt silmaga eristatav. Samuti oli madala CuSQOs lahuse
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kontsentratsiooni (2,5-10° M) korral tekkinud varvi intensiivsus ndrk. Leiti, et 0,04 M
kontsentratsiooni kasutades oli véarvi muutus selgelt silmaga eristatav. Lisaks hinnati ka TsOH
kasutamist reaktsiooni peatamiseks HsPOs asemel, kuid pérast TsOH lahuse lisamist tekkis
paberile ebahomogeene varvus ja seetbttu ei olnud vdimalik tulemust vérvuse intensiivsusi
skaneerimise pohjal analliisida. Seetdttu edasistes katsetes paberil kasutati reaktsiooni
peatamiseks HsPOj4 lahust.

Jargnevalt tehti katse, et kontrollida, kas GS-i kontsentratsiooni muutudes paberil tekkiva
varvuse intensiivsus muutub oluliselt. Tulemused on ndha Joonisel 14. Parast happe lahuse lisamist
reaktsiooni peatamiseks, on kdrgema GS-i kontsentratsiooni puhul paberi kollane varvus selgelt
ndrgem kui madalamatel kontsentratsioonidel. Seega voib jareldada, et GS omab paberil sarnast
mdju reaktsioonile nagu lahuses.

2,13-10° M
4.26'10° M
2.13-10*M

4.26-10* M

—t
3
-
Ll
&

mEEE g

2.13-10° M
4.26°10° M

2.13:10° M

426102 M

2.13-10' M

Joonis 14. Enne paberiruutude kuivamist tehtud pilt. Hapet on lisatud pérast 1 minutit. Kasutatud
GS kontsentratsioonid kasvavad Ulevalt allapoole liikudes. Pildilt on naha, et kdige kérgema

kontsentratsiooniga lahuse puhul ei ole paberil kollast varvust.
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Paberitel lasti seejarel kuivada, et oleks voimalus tulemused skaneerida. Lisaks teostati ka
sama katse, kus reaktsiooni peatamise aeg oli 1 minuti asemel 20 sekundit. Katsete tulemused on
naha Joonisel 15. Paberitlikkide skaneerimisel saadud tulemused on n&ha Joonisel 16 ja 17.

Joonis 15. Skaneeritud paberitiikid. VVasakpoolsel pildil on reaktsiooni peatamise lahus lisatud
parast 1 minutit ning parempoolsel pildil pérast 20 sekundit. GS-i kontsentratsioon tduseb

paberiruutudel Glevalt allapoole liikudes.
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Joonis 16. Reaktsioon peatatud 1 minuti juures — GS-i kontsentratsiooni logaritm ja pikslite

keskmine peegeldunud sinise vérvuse intensiivsus (RGB skaalas, kus maksimum on 255).
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Joonis 17. Reaktsioon peatatud 20-sekundi juures — GS-i kontsentratsiooni logaritm ja pikslite

keskmine peegeldunud sinise varvuse intensiivsus (RGB skaalas, kus maksimum on 255).

Joonistelt 16 ja 17 on ndha, et TMB oksudatsiooni reaktsioon on paberil toimunud. Samuti
on néha, et alles vdga korgetel GS-i kontsentratsioonidel on valguse peegeldumise intensiivsus
oluliselt tdusnud ja eristatav madalamatest kontsentratsioonidest. Selle pBhjus vdib seisneda
asjaolus, et happe lisamine ei peata téielikult reaktsiooni. Seega reaktsioon jatkub sel ajal kui paber
kuivab. Seda huipoteesi toetab tdhelepanek, et enne, kui paberid on kuivanud, on paberite varvused
oluliselt ndrgemad. Naiteks Jooniselt 14 on selgelt aru saada, et k&ige kdrgema GS
kontsentratsiooni puhul ei ole paberil kollast varvust. Reaktsiooni mittetéieliku peatumise p&hjus
vOib olla naiteks see, et kasutatud filterpaber sisaldab metallide ioone, mis samuti katalulsivad

TMB oksudatsiooni reaktsiooni, kuid mille kompleksi stabiilsus GS-ga on madal.

Arvestades eelnevalt kirjedatud aspekte, on madalatel kontsentratsioonidel GS-i
méaaramine antud meetodiga keeruline, sest meetod ei ndita Ules piisavat tundlikkust, mida GS-i
méaaramine vajaks. Vajalik oleks meetodi edasine arendus, selleks v@iks olla néiteks muude
paberite kasutamine v8i m@ne muu materjali kasutamine paberi asemel. Lisaks oleks vajalik

optimeerida katallisaatori kontsentratsioon ja reaktsiooni aeg, et saavutada kdrgemaid tundlikkusi.

4.3 Paber-seadmel gltfosaadi maaramine

Paber-seadmega tehtud katsete tulemustest on néha, et vastav paber-anallitiline seade

toimib: pérast proovi lisamist kohale, kus asub TMB, tekib paberil sinine véarvus ning seejarel
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paberil toimuva iseenesliku vooluga kantakse selle koha peale hape. Seadme toimimist on selgelt
néha aja jooksul tekkivate varvide tottu (Joonis 17).

Esmaste katsete kaigus kasutati reaktsiooni peatamiseks HsPOjs lahust. Leiti, et H3PO4
kasutamisel ei tekkinud Ghtlast kollakat varvust TMB alal, kollase vérvi intensiivsus oli nork,
ebahomogeene ning sinine varvus ei muutunud igal pool kollaseks (Joonis 16). Seet6ttu kasutati
edaspidi reaktsiooni peatamiseks TsOH-d, mis andis visuaalsel vaatlusel paremad tulemused
(Joonis 17).

Joonis 16. H3PO4 kasutamine TsOH asemel.

Wy

Joonis 17. Piltidel on néha vedeliku liikumine paberil. Pildid tehtud 30-sekundiliste vahedega.
Esimene (vasakpoolseim) pilt on tehtud enne glifosaadiga lahuse lisamist. Viimane
(parempoolseim) pilt on tehtud 21 minutit hiljem, kui enam varvi muutust ega vedeliku liitkumist

ei toimunud.

Siiski on Jooniselt 17 néha, et tekkiv kollane varv on ebahomogeene ning hape ei jéua kogu

okstideerunud TMB-ni (sinine vérv jadb monevarra alles).

Vdimalikud edasiarendused vdiksid olla nditeks mdne teise happe kasutamine TsOH asemel, mis
on olemas ka tahkel kujul, ning erinevate oluliste paber-seadme parameetreite optimeerimine
(paberi suuruse, lisatud reagentide ruumala, happe ja TMB kaugus Uksteisest, paberi médtmed).
Enne paber-seadme optimeerimist on vajalik arendada meetodit tundlikumaks lahuses ja seejérel

paberil.
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5 Kokkuvote

Glufosaat on véga levinud umbrohumirk nii Eestis kui mujal maailmas ning seetdttu on
oluline, et selle sisaldus keskkonnas oleks kontrollitav. Hetkel on gliifosaadi maaramine kallis ja

aegandudev ning oleks vaja séelumismeetodit, mis vimaldaks odavamat ja kiiremat maaramist.

Ké&esoleva bakalaureusetoo eesmargiks oli paber-analtitilisel seadmel néidata vdimalust
gliifosaadi maaramiseks. Selleks kasutati kineetilist-kataltititilist meetodit, kus Cu?* kataliitisib
3,3,5,5-tetrametuitilbensidiini okstidatsiooni H202 poolt. Glifosaadi olemasolu korral on tekkinud

varvusreaktsiooni intensiivsus ndrgem kui glifosaadita reaktsiooni puhul.

Reaktsiooni lahuses uurimine andis andmed, millest saab jareldada gliifosaadi olulist mdju
reaktsioonile ja see annab eelduse, et seda reaktsiooni saab gliifosaadi méaramiseks kasutada.
Glifosaadi maaramine paberil néitas korgetel glifosaadi kontsentratsioonidel kull vérvuse
intensiivsuse erinevust, kuid antud meetodiga on keeruline madrata glifosaadi madalaid
kontsentratsioone (vahemikus 2,3-10 M kuni 2,3-10° M). Paber-analiiiitilise seadmega oli niha
selle seadme toimimist, sest erinevatel ajahetkedel tekkisid varvimuutused, kuid vajalik on esmalt

lahendada probleemid paberil, mis vGimaldaks madalaid gliifosaadi kontsentratsioone méaarata.

Kokkuvotteks on selle t66 eesmérgid saavutatud, sest tulemuste pdhjal on néha, et antud
meetod toimib glifosaadi madaramiseks. To0 tulemusena on ka ndha, millised on probleemid hetkel
kasutatud meetodil ning kuidas meetodit edasi arendada. Edasine arendust6d ning optimeerimine
peab esiteks keskenduma lahuses tehtavate mddtmiste tundlikkuse tdstmisele. Seda vdib olla
vOimalik saavutada komponentide kontsentratsioonide ja reaktsiooni aja optimeerimise abil.
Seejarel tuleb lahustes tehtud m6dtmiste arendustoé dle viia paberile ning leida lahendused seal
tekkinud tundlikkuse probleemidele. Naiteks vdib lahenduseks olla muu paberi kasutamine, mis
oleks vdimalikult puhas ja lisandite vaba. Viimase etapina on v8imalik viia tundlik meetod Ule

paber-seadmele ning optimeerida seadme vajalikud parameetrid
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6 Summary

Glyphosate is a widely used pesticide in Estonia and around the world and because of that
reason it is important that its content in the enviroment is controlled. Right now, the detection of
glyphosate is expensive and time-consuming and it needs a screening system that can provide

cheaper and faster detection.

In this work, the purpose was to show a possibility of glyphosate detection on a paper-
analytical device. For this, kinetic-catalytic method was used, where Cu?* catalyses the oxidation
of 3,3,5,5-tetramethylbenzidine by H>O>. In presence of glyphosate in this reaction the color
intensivity is weaker than without glyphosate.

Research of the reaction to determine glyphosate in solution gave results about glyphosate
impact on this reaction and it shows that this reaction can be used to detect glyphosate. Detecting
glyphosate on a paper showed a difference between colour intensity on higher glyphosate
concentration. However, with this method, it is difficult to detect low glyphosate concentrations
(from 2,3-10° M to 2,3-10° M). Testing paper-analytical system showed promise because the
device is shown to function as assumed. Nevertheless, it is necessary to primarily solve problems

on a paper that will enable detecting low glyphosate concentrations.

In conclusion, the purpose of this thesis has been achieved because based on the results, it
can be seen that this method works for glyphosate detection. Current problems with this method
and possibilities to develop it can also be seen. Further research and optimization has to focus on
raising the sensitivity of the measurements in solution. That can be possible to achieve with
optimizing the concentration of the components and reaction time. After that the research of
measurements in solution should be taken onto paper and find the solution there to the sensitivity
problems. For example, solution can be found in the usage of another paper that is pure and without
additives. The last step would be to use found sensitive method on a paper device and optimize

needed parameters.
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7 Tanuavaldused

Ké&esoleva to0 autor soovib avaldada suurt tdnu oma juhendajale Hanno Evardile, kes oli
suureks abiks antud t66 valmimisel ning kes jagas véartuslikke nduandeid, oma aega ning

kannatlikkust suhtumist.
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