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Abstrakt

Tato bakaléiska prace se zabyva optimalizaci metody mikroextrakce tuhou fazi
pro stanoveni perzistentnich polutantli. Prdce navazuje na vyzkum mapovani
kontaminace lokality ze vzorkil ziskanych z biomasy naletovych a rychle rostoucich
drevin, slouzicich jako indikator potencionalnich ohnisek s ulozenym odpadem.

Teoreticka cast obsahuje vSeobecny piehled stézejnich poznatkii a informaci
z oboru analytické chemie z oblasti zajmu této zavérecné prace. Literdrni reSerSe se
zamé&fuje na popis techniky a ptistrojii pouzivanych k vyhodnocenti testii v experimentalni
¢asti. Obsahem je také popis zkoumanych analytli a extrakénich metod.

Experimentalni ¢ast obsahuje fadu testl, jejichz cilem bylo prozkoumat rizné
podminky extrakce analytii. Byly prozkoumdany vlivy rozdilnych matric, mnozstvi matric,
extrakéniho Casu, piidavku vody a NaCl. Extrakce probihaly na vodé, referen¢ni a realné
kontaminované¢ biomase. Vzorky redlné¢ biomasy pochéazely zoblasti lomu Hajek.
Extrakce probihaly tfemi odliSnymi metodami: kapalnou extrakci, extrakci komerénim
SPME vlédknem a nekomer¢énim nosi¢em s pfipravenymi polysulfonovymi nanovlakny.
K analyzadm byla pouzita plynova a vysokoucinna kapalna chromatografie. Nekomer¢ni
SPME vldkna byla potazena vlakny polysulfonu, pfipravenymi -elektrostatickym
zvldkiovanim. Vldkna byla sestavena z dili vytvofenych ve spolupraci se strojni
fakultou. Polymerni vldkna byla charakterizovana analyzami DSC, TGA, BET a SEM.

Vysledky vytvofené zpracovanim této prace budou vyuzity k analytické
optimalizaci laboratorni metody pro stanoveni HCH v biomase dievin, tj. zlepsi jeji

citlivost a reprodukovatelnost.

Kli¢ova slova: hexachlorcyklohexan (HCH), plynova chromatografie (GC),
mikroextrakce tuhou fazi (SPME), polysulfon (PSU), elektrostatické zvldknovani



Abstract

This bachelor thesis deals with optimalization proces of solid phase
microextraction method for determination of persistent pollutants. The work is motivated
by the need to determine tree biomass content of HCH in order to indicate groundwater
HCH contamination or places with deposited HCH waste.

The theoretical part contains a general overview of fundamental knowledge and
information from the sphere of analytical chemistry from the area of interest of this final
work. Literature search focuses on the description of the techniques and devices used to
evaluate the tests in the experimental part. It provides also a basic description of the
targeted pollutants (analytes) and extraction methods.

The experimental part contains a series of tests which explore the different
conditions of extraction of analytes. The effects of different matrices, amount of matrices,
extraction time, addition of water and NaCl were investigated. Extractions were carried
out on water, reference (clean) biomass and real contaminated biomass. Samples of real
biomass came from Héjek quarry. The extractions were carried out by three different
methods: liquid extraction, extraction with commercial SPME fiber and non-commercial
carrier with polysulfone nanofibers. Gas and high performance liquid chromatography
were used for the analyzes. Non-commercial SPME fibers were coated with polysulfone
fibers prepared by electrospinning. The fiber was made up of parts made in cooperation
with the Faculty of Mechanical Engineering. Polymer fibers were characterized by DSC,
TGA, BET and SEM analyzes.

Results of this work will be used for the optimalization of real laboratory protocol
of HCH determination in tree biomass, namely for better method sensitivity and

reproducibility.

Keywords: hexachlorcyclohexane (HCH), gas chromatography (GC), solid phase
microextraction (SPME), polysulfone (PSU), electrospinning
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Seznam zkratek

HCH
SPME
GC
SPE
MS/MS
QqQ
CID
El

DI
HS
NIP
POP
SRM
PEG
PSU
DMF
THF
CS2
ISTD
HPLC
ELSD
DSC
TGA
BET
PTFE

Hexachlorocyklohexan

Solid phase microextraction, mikroextrakce tuhou fazi
Gas chromatography, plynova chromatografie
Solid phase extraction, extrakce tuhou fazi
Tandemova hmotnostni spektrometrie
Trojity kvadrupdl

Kolizn¢ indukovana disociace

Electron ionization, elektronova ionizace
Direct immersing SPME, pfima extrakce
Headspace SPME

Nérodni implementacni plan

Perzistentni organicky polutant

Selected reaction monitoring
Polyethylenglykol

Polysulfon

Dimethylformamid

Tetrahydrofuran

Sirouhlik

Interni standard

Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Evaporative light scattering detector
Diferencialni skenovaci kalorimetrie
Termogravimetricka analyza

Metoda stanoveni mérného povrchu
Polytetrafluorethylén
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1 Uvod

Hexachlorcyklohexany (HCH) jsou uméle vyrobené chlorované uhlovodiky,
pouzivané jako insekticidy, existujici v péti stabilnich izomernich strukturach
s vyraznymi toxickymi u€inky. Nejvyraznéjsi a v minulosti nejvice pouzivanou formou
z této skupiny je modifikace s gama strukturou, ktera je ozna¢ovéna jako y-HCH Lindan.
Diky svym vlastnostem se fadi mezi perzistentni organické polutanty (Breivik et al. 1999,
s. 152-154).

V Ceské republice vyrabéla Lindany spoleénost Spolana Neratovice, ktera
v letech 1966 az 1968 kontaminovala lokalitu vysypky lomu u obce Hajek u Karlovych
Varli n¢kolika tunami balastnich izomert a chlorovanych benzend z vlastni vyroby
Lindanu (Diamo 2017).

Cilem této prace je optimalizace metody mikroextrakce tuhou fazi téchto
perzistentnich polutantli na referen¢nich vzorcich i na vzorcich ziskanych z lokality u
lomu H3jek. DalSim cilem je piiprava vlastniho (lab-made) SPME vlakna, které bude
vyuzitelné pfi extrakcich izomerd HCH.

Vprvni tfadé¢ byla provedena reSerSe védeckych c¢lankli zabyvajicich se
zvldkinovanim polymert, vhodnych pro tcely analyz této bakalaiské prace. Nanovlakna
polymeru byla elektrostaticky zvlaknéna a charakterizovana. Nasledovala homogenizace
matric ziskanych z kment referencnich i kontaminovanych stromt dvéma metodami —
pfimocarou pilou a klasickym vrtdkem, pro pruzkum vlivu zrnitosti matrice. Tyto dvé
metody byly porovnany a byla vybrana nejefektivnéjsi metoda. V dalsi fazi byly vzorky
biologické matrice podrobeny 3 extrakénim metodam — kapalné extrakci, extrakci
komerénim SPME vldknem a poté extrakci lab-made nosi¢em s polysulfonovymi
nanovlakny. Dale byl experimentdlné prozkouman vliv salinity na maximalni odezvu
detektoru, pfidavek vody, casova degradace analytl, vliv extrakéniho Casu a vliv

mnozstvi matrice.
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2 Teoreticka cast

2.1 Separacéni metody

V analytické chemii se vyuzivaji separacni techniky pro kvalitativni 1
kvantitativni analyzy, jenz déli smési na jednotlivé slozky. Hlediska, kterd separacni
metody charakterizuji, jsou 3. V prvni fadé je to selektivita metody, jez vyjadiuje
schopnost separovat latky na zaklad¢ jejich specifickych vlastnosti, naptiklad na zakladé
odlisnych velikosti nebo polarit molekul. Déle separacni metody charakterizuje rozsah
pouzitelnosti, ktery urcuje, jaké typy vzorkd mohou byt separovany urcitou metodou.
V posledni fadé¢ také zalezi na frakcionacni kapacité, jez udava maximalni pocet slozek
separovanych v jednom kroku. U plynové chromatografie nabyva frakciona¢ni kapacita
hodnoty az né¢kolik set, oproti jinym metodam, kdy se vzorek déli naptiklad jen na dvé
Casti (sublimace, krystalizace). Separacni metody se dale déli na 3 skupiny. Pro tuto praci
je dulezité zminit jen jednu vétev déleni, a to metody zalozené na rovnovazné distribuci
slozek mezi dvé faze. Tato metoda je zaloZena na tendenci pronikani slozek do faze, ve
které dojde ke snizeni jejiho chemického potencidlu. Existuji 4 fdzové prechody: plyn—
kapalina, plyn — pevna latka, kapalina — kapalina a kapalina — pevna latka (Klouda 2003,
s. 9).

2.1.1 Chromatografie

Chromatografie se fadi mezi separacni metody, jejichZ principem je rozdéleni
molekul analytu na zéklad¢ odliSné afinity ke staciondrni fazi. Obecné se postupuje tak,
ze se na zacatek stacionarni faze vlozi vzorek, ktery je poté unaSen mobilni fazi. Intenzita
interakci molekul se staciondrni fazi, je pro rizné dvé molekuly odli$né a tim se od sebe
separuji. Chromatografie se déli do ur€itych skupin: podle skupenstvi mobilni faze (napf.
plynova chromatografie), podle uspofadani stacionarni fdze a dle povahy dé&je, ktery

prevlada pii separaci (Klouda 2003, s. 10).
2.2 Plynova chromatografie (GC)

Plynova chromatografie je separacni metoda vyuzivana k urcovani slozek a jejich
pomérti ve smésich. Metoda vyuziva dvou jiz zminénych fazi. Jako mobilni faze se
pouziva nosny plyn, zejména vodik, dusik, helium ¢i argon, slouzici k transportu analytii
z méfeného vzorku. Stacionarni faze je ve formé polymerniho filmu umisténého v koloné¢,

kde dochazi k interakci a k déleni jednotlivych slozek vzorku podle jejich struktury.
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Jednotlivé slozky opoustéji kolonu v rtiznych casovych intervalech v zavislosti na
intenzité interakce analytu s polymernim filmem. Na konci tohoto procesu detektor
umistény za kolonou vyhodnoti signdl, na zdkladé¢ kterého je vykreslena
chromatograficka kfivka — chromatogram (Stashenko a Ren 2014, s. 1-2).

Metodu GC lze vyuzit k analyze vzorkl plynii, kapalnych roztokll a t€kavych
latek. V ptipadé, Ze vzorek neni t€kavy, je mozné vyuzit techniku derivatizace (Grob a
Barry 2004, s. 37).

Pro ucely této prace byl pouzit plynovy chromatograf Thermo Trace 1310

s hmotnostnich spektrometrem.

Vzorek Chromatogram
Requlator \_J | Injektor
pratoku
o
/\ Kolona
Detektor
Nosny plyn

Obrazek 1: Schéma plynové chromatografie

2.2.1 Kolony plynovych chromatograft

Kolona je soucast chromatografu, ve které se nachazi stacionarni faze a dochazi
zde k separaci slozek méfenych vzorki. Kolony se déli na napliové a kapildrni. Napliiové
kolony jsou vyrobeny z oceli nebo skla, ve tvaru 2—3 mm Sirokych trubic s délkou 1 az 3
metry. Uvnitf trubic se nachdzi sorbenty nebo nosice s kapalnou fazi. Pro rtzné
chromatografické metody se pouzivaji rizné sorbenty. Pro zvySeni G¢innosti separace
Castic, pii stejné délce kolony, se vyuzivaji mikronaplné (primér ¢astic okolo 10 pum).
Kapilarni kolony se obvykle vyrabégji z tavené¢ho kiemene a jejich prumér se pohybuje
mezi 0,1 az 0,6 mm s délkou okolo 30 metrii. Stacionarni faze se zde nachazi pfimo na
sténach kapilar v tloustce nékolika mikrometri. U¢innost separace u tohoto typu kolon

klesd s rostoucim vnitinim priimérem trubic a vétsi tloustkou stacionarni faze. Ke
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zlepSeni mechanickych vlastnosti kapilar se pouziva polyimid, kterym jsou obaleny po
celém povrchu. Chrani je také pted vysokymi teplotami (az do 350 °C). V zavislosti na
odlis$né polarité vzorkd je tfeba vybirat i spravné kolony s vhodnymi stacionarnimi fdzemi
pro analyzy métenych latek. Existuji 4 druhy stacionarnich fazi: nepolarni, slabé polarni,
sttedn¢ polarni a polarni. Pfikladem kapalnych stacionarni faze mulze byt
poly(dimethylsiloxan) nebo polyethylenglykol (Klouda 2003, s. 12-13).

Plynovy chromatograf pouzivany pro ucely této prace byl vybaven
chromatografickou kolonou DB-5MS s délkou 30 m, Sitkou 0,25 mm a tloustkou filmu

0,25 um.
2.2.2 Detektory plynovych chromatografi

Detektor vyhodnocuje signal ziskany pfitomnosti jednotlivych slozek analytt
v zavislosti na Case. V praxi jsou nejvice vyuzivanymi tepelné-vodivostni detektor,
plamenovy ionizac¢ni detektor a detektor elektronového zachytu. Tepelné vodivostni
detektor se nejvice vyuziva pifi analyzach anorganickych plynti a nizkomolekularnich
latek. Detektor obsahuje dvé zhavena vldkna. Ptes jedno vlakno proudi €isty nosny plyn
a pfes druhé plyn s analyty. Porovnava se zména teploty a elektricky odpor obou vldken.
vodivost, oproti zkoumanym analytiim (vodik, helium). Plamenovy ioniza¢ni detektor
funguje na zakladé elektrické vodivosti plynt, jejichz molekuly se ionizuji v plameni
hotaku a vedou proud mezi dvéma elektrodami. Vyskyt analytu zvySuje ionizaci a tim i
elektricky proud. Tento druh detekce je velice citlivy, zejména na uhlovodiky. Detektor
elektronového zachytu se vyuzivad k analyze halogenovych sloucenin. Principem je
uvoliiované zafeni radioaktivniho izotopu Niklu (**Ni), které ionizuje nosny plyn a tim
dochazi ke vzniku ioniza¢niho proudu. V disledku uvoliovani volnych pomalych
elektrond, které zachycuji neutrdlni atomy slozek analytd (halogenové skupiny), se
vyznamné méni ionizacni proud. Pfi porovnani signalu se signdlem nosného plynu bez
pfitomnosti analytd, je mozné urcit mnoZzstvi elektronegativnich slozek méteného vzorku
(Klouda 2003, s. 13-14).

Pro ur€eni slozek neznamych smési se jako detektor vyuzivd hmotnostni
spektrometr (MS), kde k analyze ionti dochazi v kvadrupdlovém analyzéatoru, nebo
v iontové pasti. Pro jednotlivé slozky je timto zplisobem ziskano hmotnostni spektrum za
pfedpokladu, ze byly v chromatografické casti pfistrojové sestavy rozseparovany —

nekoeluuji. Ziskané spektrum lze poté porovnat s existujici knihovnou spekter sloucenin,
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na zaklad¢ které je mozno neznamou latku identifikovat (Klouda 2003, s. 14). Pro ucely
této prace byl pouzit hmotnostni detektor TSQ 8000 s trojitym kvadrupolem. MS je

podrobnéji rozebran v kapitole 2.3.

vystup cistého vystup nosného

nosného plynu plynu s analyty
vstup cistého vstup nosného
nosného plynu plynu s analyty

Zhavena vladkna

Obrazek 2: Tepelne-vodivostni detektor

vystup spalin

pfivod ioniza¢niho
napéti

vstup vzduchu hotéak a vstup nosného
plynu z kolony

Obrazek 3: Plamenovy ionizacni detektor

2.2.3 Pracovni rezimy plynovych chromatografi

Elu¢ni metoda je nejbéznéjSim rezimem pouzivanym v praxi. Nosny plyn se
v tomto piipadé nazyva eluent a po prichodu kolonou je oznacovan jako eluat. Tato
metoda vyuziva jednorazového davkovani méfené¢ho vzorku do nosného plynu, ktery poté
prochazi skrz kolonu. Cas priichodu kolonou je pro kazdou slozku zkoumaného vzorku
charakteristicky a vyuziva se k jeji identifikaci. Vystupem je soubor pikd, jez vykresluji

grafickou zavislost signalu vyhodnoceného detektorem na Case. Plocha piku déle urcuje
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kvantitativni informaci o analytu. Méné¢ vyuzivanymi rezimy jsou metody frontalni
a vytésnovaci, jejichz chromatogramy se od elu¢ni metody vyznamné 1isi (Klouda 2003,

5. 14-15).

nastfik vzorku 5
se slozkami
A+B lnosn)'/ P'Y"l l l
przza o
~ i kolona
YIS
NN A
4B
I ' ' : l
_ g detektor

A Z
chromatogram 4/\ /\

pik latky A pik latky B

Obrazek 4: Elucni metoda (Klouda 2003, s. 14)
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Obrazek 5: Popis idealniho chromatogramu pri elucni metodé. h = vyska piku,
Y = Sivka piku v zakladné, Y, = Sirka piku v poloviné vysky, A = plocha piku (Klouda
2003, s. 15)

2.2.4 Kvalitativni a kvantitativni analyza

Kvalitativni analyzou je mysleno urceni slozeni méteného vzorku. Vyhodnocenim
reten¢nich dat se vykresli piky a na zaklad¢ jejich maxim Ize identifikovat jednotlivé
analyty. Reten¢ni data se déli na absolutni (reten¢ni Cas — tg, retencni objem — Vg, Cisty
retencni objem — Vy, specificky retencni objem — Vg) a relativni (retenni pomer — 112,
reten¢ni indexy — I). Ze vSech reten¢nich charakteristik je retencni ¢as nejvice pouzivany.
Naopak v praxi je nejméné vyuzivany specificky retencni objem, jelikoz je tfeba znat
exaktni udaje o parametrech a procesech (napf. mnoZzstvi stacionarni faze, objemovy
pratok), které nejsou vzdy vSechny k dispozici. Retenéni pomeér urcuje pomér

redukovanych reten¢nich Castl slozky a standardu (Klouda 2003, s. 21-22).
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Obrazek 6: Priklad chromatogramu kvalitativni analyzy prumyslovych
rozpoustedel, 1 - hexan, 2 - aceton, 3 - ethylacetat, 4 - ethanol, 5 - chloroform, 6 - p-
xylen, 7 - m-xylen, 8 - o-xylen, 9 - cyklohexanon (Klouda 2003, s. 21)

Kvantitativni analyzou je mySleno uréeni mnozstvi nebo koncentrace slozek
v méfeném vzorku, které charakterizuje plocha piku. V dnesni dobé€ je plocha piku
pocitana digitdlnimi integratory. Kvantitativni analyza miize prob&éhnout nékolika
pracovnimi technikami: metodou vnitini normalizace, metodou absolutni kalibrace,
metodou vnitini standardizace a metodou standardniho pifidavku. Metoda vnitini
normalizace je zalozena na souctu vSech ploch pikd. Soucet ploch pak tvoii 100 %

a jednotlivé piky pak Ize vyjadfit jako procentudlni ¢asti z celku podle rovnice:
A;

= n
j=14j

Xi

(M

Metoda absolutni kalibrace vyuziva znalosti davkovaného objemu vzorku a standardu za
totoznych podminek. DéEli se ddle na metodu pfimého srovnani a na metodu kalibra¢ni
kfivky. Technikou pfimého srovnani se nastfikuje znamy objem vzorku V; latky i,
standardu s a vyhodnoti se jejich plochy pikd. Pomér ploch pikli 1ze nasledné dat do
rovnosti s pomérem latkovych mnoZzstvi métené latky a standardu. Ze znalosti definice
latkového mnozstvi se pak uréi vztah pro vypocet koncentrace slozky ve vzorku podle

nasledujicich rovnic:

A _m )
AS nS
n; A VA
o — o 3
‘= TSy, T VA, ®)

Pokud je podle rovnice 3 davkovan stejny objem, pak se vztah zjednodusi:
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Metoda kalibracni kiivky spocivd v sestrojeni linearni zavislosti plochy piku na
koncentraci analytu na zédklad¢€ nésttiku série standardnich roztok, jez obsahuji postupné
zvySujici se obsah stanovované slozky. Po srovnani zkoumaného vzorku a kalibra¢ni
kiivky je mozné stanovit koncentraci analytu v méfeném roztoku. Smérnice kiivky navic
uréuje citlivost metody. Cim vice se tvar kfivky odliduje od piimky, tim vétsi chybou je

méteni zatizeno (Klouda 2003, s. 22-23).

1
]
i
)
i
!
1
C1 02 C3 C4 CS C6

koncentrace slozky

Obrazek 7: Kalibracni kiivka (Klouda 2003, s. 7)

2.3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analytickd metoda, vyuZivajici separaci ¢astic na
zakladé poméru jejich hmotnosti a naboje (m/z) k ur€eni hmotnosti ¢éstic, ¢i k objasnéni
chemické struktury molekul. Naboj v plynové chromatografii, vyuzivajici hmotnostni

spektrometr (GC/MS), je vétSinou roven jedné (Kitson et al. 1996, s. 9).
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Obrazek 8: Schéma hmotnostniho spektrometru

2.3.1 Elektronova ionizace

Pro hmotnostni spektrometrii je vyuzivano mnoho ionizacnich technik, pfi¢emz
nekteré¢ produkuji velké mnozstvi energie a zpusobuji rozsdhlou fragmentaci, ktera je
mnohdy uzite¢n4, jelikoz nese informaci o struktute. Elektronova ionizace (EI) je jednou
znich a je vorganické hmotnostni spektrometrii velmi pouzivand. Zdroj se sklada
z vyhiivaného wolframového vldkna, které¢ emituje elektrony. Elektrony jsou zrychleny
smérem k anodé, kde dochéazi ke srazkdm s plynnymi molekulami analytu, ktery je
vstiikovan do zdroje. Aby nedoslo ke srazkam s molekulami vzduchu, vSe probihd za

hlubokého vakua (az 10” Pa) (Hoffmann a Stroobant 2007, s. 15-16).

katoda

z plynového chromatografu O © @

O
C () O @e@ ©

Obrazek 9: Schema elektronové ionizace
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2.3.2 Tandemova hmotnostni spektrometrie (trojity
kvadrupol, QqQ)

Tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS) vyuziva k potlac¢eni Sumu (napf.
z komplikovanych biologickych matric) dvoustupiiové hmotnostni analyzatory. Prvni
kvadrupol (Q1) slouZzi k izolaci prekurzorového iontu po prvni fragmentacni ionizaci,
draha ostatnich iont je modulaci elektromagnetického pole ukonfena na jeho
elektrodach. Prekurzorovy ion vstupuje do kolizni cely (Q2) kde se dale déli za vzniku
nabit¢ho a neutrdlniho fragmentu. Treti kvadrupol (Q3) je nastaven na prulet
produktovych iontd. Q1 a Q2 funguji v tomto rezimu jako iontové filtry, kde vyrazné
redukuji matricovy Sum. Do Q2 je pfiveden Cisty kolizni plyn o nizkém tlaku (napt. Ar).
Na konci analyzatoru je vlastni detektor s nasobi¢em, ktery intenzitu dopadajicich iontl
pfevadi na elektricky signal. Trojity kvadrupol mlize pracovat ve dvou rezimech: Full

scan a SRM (Hoffmann a Stroobant 2007, s. 189) a (Friedecky a Lemr 2012).

kolizni cela

1. hmotnostni filtr \ 2. hmotnostni filtr
Vzorek QO \) Q) \! :) QO \) do detektoru
%) ) \QaT ] Q@ >
Obrazek 10: Schéma trojitého kvadrupolu
2.3.3 Full scan

V tomto rezimu jsou Q2 a Q3 vyfazeny z provozu, systém skenuje nastaveny
rozsah m/z v Q1. Umoznuje ziskat plna fragmentacni spektra latek a je tak zékladem pro
ziskani reten¢niho Casu analytli a kvalitativni analyzu. Vyhodou je vétsi mnoZzstvi
pfimych dat a také mozZnost retrospektivniho vyhledéavani dat o analytech, jenz nebyly
primarné pro méfeni zamysleny (Mol et al. 2016, s. 162). Nevyhodou je nizs$i citlivost,

protoze systém detekuje i necilové organické latky (slozky matrice).
2.3.4 Selected reaction monitoring (SRM)

SRM je rezimem, ktery vyuziva plnou funkci QqQ pro kvantitativni analyzu.
Prvni a tfeti kvadrupol zde funguji jako hmotnostni filtry, které vybiraji pfedem stanovené
poméry m/z jednotlivych c¢astic. Druhy kvadrupdl je kolizni celou. Monitoruji se
pfechody (prekurzor/produkt) v case, na zakladé¢ kterych lze ziskat sadu
chromatografickych stop, které nesou informaci o retenénim Case a intenzité signalu

ptechodu. Piechodem se oznacuje specificka dvojice hodnot m/z vybranych prekurzorii
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a produkti. SRM je az 100krat citlivéjsi metodou nez full scan (Lange et al. 2008, s. 2-
5).

24 SPME

Mikroextrakce na tuhou fazi je izolacni metoda vyuZivajici proces adsorpce
a desorpce na kiemenné, ¢i ocelové vlakno, potazené polymerem, které plni funkci
stacionarni faze. Stacionarni faze se déli na dva typy — absorbenty a adsorbenty, kde
sorpce probiha dvéma odliSnymi mechanismy. Mezi prvni typ se fadi homogenni
polymery, jez vyuzivaji migraci analytii ptimo do polymerni faze na zdkladé¢ dosazeni
rovnovazného stavu, zavislého na koncentraci analytu ve vzorku a tloustce vrstvy
polymeru. Obecné plati, ze ¢im je vétsi tloustka vrstvy, tim vice analytu se na fazi
nasorbuje. Na druhou stranu se s rostoucim prumérem zvySuje doba desorpce. Druhy typ
vyuziva porézni materidly, kde se méfené latky sorbuji na povrch diky fyzikalnim
interakcim. Vytézek extrakce lze podpoftit zahfivanim a michanim vzorku (Prochazkova
2002, s. 829-831).

Metoda SPME je vhodna pro ziskavani kvantitativni i kvalitativni informace o
vzorku. Absence organickych rozpoustédel a komplikovanych zafizeni pro detekci
koncentraci t€kavych i netékavych latek je velkou vyhodou této metody. Dalsi vyhodou
je mensi Casova narocnost oproti extrakci kapalina—kapalina nebo SPE (Prochazkova
2002, s. 829-831).

Vzorkovani miize probihat tfemi metodami — pifimou extrakci (DI), headspace
(HS) a membranovou SPME. V prvnim ptipad¢ se extrahuji neté¢kavé analyty pifimo na
vldkno ponofenim do vzorku. Headspace metoda je vhodnd pro vysokomolekularni
tékavé analyty, jelikoz je vldkno umisténo v plynné fazi nad méfenou matrici. V ptipade,
ze méfeny vzorek obsahuje oba typy sloucenin, je vhodné pouzit membranovou SPME
extrakci (Pawliszyn 2012, s. 14-15). Oproti kapalnym nasttikim je SPME metoda Setrna
k iontovym zdrojim QqQ systémi (je mozné tadové vetsiho mnozstvi nastiikll, nez

klesne odezva pfistroje).
2.4.1 Absorpce a adsorpce

V tvodu této kapitoly je diilezité zdiraznit rozdil mezi absorpci a adsorpci pfi
extrakci na vlakno potazené extrakéni fazi. Absorpce probiha u kapalnych vrstev, kde
analyty migruji pfimo do objemu extrakéni faze. Zatimco u pevnych sorbentl se analyty

adsorbuji pouze na povrch, kvuli krystalické struktuie, jez velmi vyrazné¢ snizuje difuzni
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koeficient. Analyza pevnou fazi je limitovana jeji omezenou plochou. Je tifeba brat
v uvahu, ze v ptipadé pouziti pevnych sorbentli pro dlouhé extrakéni Casy, jsou latky se
slabou afinitou k extrakéni fazi nahrazovany analyty se siln€j$imi vazbami, nebo latkami,

které se ve vzorku nachézeji ve vysokych koncentracich (Pawliszyn 2012, s. 46-47).
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Obrazek 11: Mechanismus sorpce kapalnych (a) a pevnych (b) sorbentii
(Pawliszyn 2012, s. 46)

Jak jiz bylo uvedeno dtive, extrakéni proces SPME je zaloZzen na rozdéleni analytu
mezi matrici vzorku a vladkna. Exhaustni extrakce je mozna jen za urcitych podminek a
jen v ptipadé malého objemu vzorku s analyty, které¢ maji velkou afinitu k extrakéni fazi.
Ve vétsSing piipadi dochazi jen k extrakci zlomkového obsahu stanovovanych latek.
Mnozstvi analytu n extrahovaného pomoci absorpce mezi dvoufazovym systémem za

rovnovaznych podminek, popisuje rovnice ¢islo 5.
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_ Kps ViV Gy

Vs + KesVs

Kde Kj je rozd€lovaci koeficient systému vlakno/vzorek, V' je objem povlaku na povrchu

vldkna, V; je objem vzorku a Cj je pocatecni koncentrace analytu ve vzorku. Z této

rovnice vyplyva linedrni zavislost pocatecni koncentrace analytii a nasledného

vyextrahovaného mnozstvi stanovovanych latek ze vzorku. Mezi dalsi faktory, které

ovliviluji efektivitu procesu, se fadi naptiklad obsah soli ve vzorku, vliv teploty a pH
(Meyers 2000, s. 2).

Pokud je pro proces pouzito vldkno s pevnymi sorbenty, fidi se extrakce pravidly

Langmuirovy teorie dané rovnici ¢islo 6, kde n oznacuje mnozstvi adsorbovaného analytu

na povrch polymerniho povlaku.

KACOAVsz (Cfmax - CfOZ)
Vs + KAVf (Cfmax - Cfojl)

Kde Cf; je koncentrace analytu A v rovnovazném stavu,Vy je objem povlaku vldkna,

K, je adsorp¢ni konstanta analytu A, Cy4 je pocatecni koncentrace analytu A ve vzorku,
Vs je objem vzorku, Crp,q, je maximalni koncentrace analytu na povrchu extrakéni vrstvy

(Meyers 2000, s. 2-3).
2.4.2 Headspace extrakce

Diky vysokym difuznim koeficientim v plynné c¢asti nad vzorkem dochézi
k usnadnéni pfenosu analyti do extrakéni faze. Extrakce se dale muze urychlit
zvySovanim teploty a michanim. K headspace analyze se pouzivaji 20 ml vialky

(Pawliszyn 2012, s. 43-44).
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Extrakce pomoci headspace metody probiha nasledovné. Autosampler v prvnim
kroku vybere vzorek dany nastavenou sekvenci na pocitaci. Nasleduje proniknuti SPME
vlakna septem do vialky a vysunuti samotného pistu (do plynné oblasti nad vzorkem),
jenz je potazen polymerni vrstvou. Po zvolenou dobu probiha proces expozice a analyty
se adsorbuji na extrakéni vrstvu. Expozice trva obvykle 2 az 30 minut, dokud nenastane
adsorp¢ni rovnovaha a poté se vlakno zatdhne zpét do jehly. Nasleduje desorpce vlakna

v injektoru (Sigma-Aldrich Co. 1998, s. 1-2).

SPME vlékno

Vzorek

1 2 3
inkubace HS extrakce  vysunuti vldkna ze
analytt vzorku

Obrazek 12: Schéma headspace
extrakce

2.4.3 SPME viakna

Pro riizné typy analytil se pouzivaji rizné typy SPME vldken, ktera se vybiraji na
zaklad¢ molekulové hmotnosti a polarity stanovovanych latek. Podle typu analytu jsou
doporucena vldkna s odlisSnymi extrakénimi fadzemi podle nasledujici tabulky (Sigma-

Aldrich Co. 2018).
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Tabulka 1: Selekce typii SPME vidken pro urcité skupiny analytii (Sigma-
Aldrich 2018)

Analyt

Doporucené vlakno

Plyny a slouceniny s nizkou molekulovou

hmotnosti

75/85 pum Carboxen/polydimethylsiloxan

Tekavé latky
(MW 60-275)

100 pum polydimethylsiloxan

Tekavé latky, aminy a nitrované
aromatické slouceniny

(MW 50-300)

65 um
polydimethylsiloxan/divinylbenzen

Polarni semi-tékavé latky

(80-300)

85 um polyakrylat

Nepolarni slouceniny s vysokymi
molekulovymi hmotnostmi

(MW 125-600)

7 um polydimethylsiloxan

Nepolarni semi-tékavé latky

(MW 80-500)

30 um polydimetyhlsiloxan

Alkoholy a polarni latky
(MW 40-275)

60 um Carbowax (PEG)

Aromatické slouceniny:
tékavé a semi-t€kavé latky

(MW 40-275)

50/30 um divinylbenzen/Carboxen na
polydimethylsiloxanu

Analyza stopovych latek

50/30 um divinylbenzen/Carboxen na
polydimethylsiloxanu

w!

polymerni povlak (1 cm)
\

-——"‘—-—-’

vlakno z taveného oxidu kiemiku

Obrazek 13: SPME viakno

27




2.5 Kalibrace SPME pro kvantitativni analyzy

Metoda SPME neni oproti tradi¢nim (LLE, SPE) zpisoblim extrakce exhaustni
a ziskava se pouze malé ¢ast analytl z méfené matrice. Oproti vycerpavajicim metodam
1ze 1épe sledovat chemické zmény a ziskéavat piesnéjsi informace o zkoumaném vzorku,
avSak za potieby citlivé kalibrace pro kvantitativni analyzu. Existuje mnoho druht
kalibraci pro SPME, avsak pro cile této bakalatské prace staci podrobnéji definovat jen
tradi¢ni kalibra¢ni metody pro kvantifikaci, jez jsou vhodné pro laboratorni analyzy. Do
téchto metod patfi externi kalibrace, metoda standardniho ptidavku a interni

standardizace (Pawliszyn 2012, s. 144-145).
2.5.1 Metoda externi kalibrace

Metoda externi kalibrace je hojné vyuzivana pro environmentalni kvantitativni
analyzu. Pro objasnéni vztahli mezi naméfenymi signaly a cilovymi koncentracemi
métenych analytd se vyuziva n€kolika kalibracnich roztokll se zndamymi, ale odliSnymi
koncentracemi, které jsou méteny za stejnych podminek. Vysledkem je kalibra¢ni kiivka.
Na zéklad¢ jeji smérnice lze stanovit koncentraci méfené¢ho nezndmého vzorku

(Pawliszyn 2012, s. 145-146).
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Obrazek 14: Metoda externi kalibrace pro kapalné roztoky toluenu (Pawliszyn
2012, 5. 145)

2.5.2 Metoda standardniho pridavku

Metoda standardniho pfidavku spociva v davkovani zndmych mnozstvi cilového

analytu ke stanovované matrici vzorku snezndmym obsahem zkoumané latky.
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Porovnanim zméfenych vysledkil plivodni matrice a vzorku se zndamym piidavkem lze
zjistit koncentraci analytu v neznamém vzorku. Ke zvysSeni pfesnosti metody je
doporuceno méfit nejméné 3 vzorky s ptidanymi standardy o riznych koncentracich ve
tiech sadach. V praxi to ma za nésledek velké mnozstvi vzorki a metoda se stava casove

naro¢nou (Pawliszyn 2012, s. 146-147).
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Obrazek 15: Metoda standardniho pridavku pro kapalné roztoky toluenu
(Pawliszyn 2012, s. 147)

2.5.3 Metoda interniho standardu

Metoda interniho standardu vyuziva latky s podobnymi vlastnosti, jako maji
analyty, které ale musi byt dostatecné odlisné, aby doslo ke spravnému vyhodnoceni pfi
chromatografické separaci. Tyto latky jsou pfidavany k analyzovanym vzorkim a
kalibra¢nim roztoklim. Vysledkem je kalibra¢ni kiivka, ktera vyjadiuje pomér plochy
piku méfenych latek a vzorkl s odlisnymi koncentracemi analytu se stejnym mnozstvim

interniho standardu (Pawliszyn 2012, s. 147-148).
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Obrazek 16: Kalibrace metodou interniho standardu (Pawliszyn 2012, s. 148)
2.6 Hexachlorcyklohexany (HCH)

Hexachlorcyklohexany jsou uméle vyrobené chlorované uhlovodiky, které se
nachdzeji v nékolika izomernich strukturdch. Stabilni formy téchto polutantti jsou jen
konformace alfa-a, beta-f, gamma-y (Lindan), delta-d a epsilon-g, které¢ maji toxické
ucinky na zivé organismy (Ilyina 2007, s. 31).

Jednotlivé izomery se li$i pozici atomt vodikii a chlort ve struktufe cyklohexanu.
Izomer a-HCH se nachazi ve 2 enantiomernich konformacich, které se znaci + a - (Lal et

al. 2010, s. 58-59).
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Obrazek 17: Struktury jednotlivych izomerit a dvou enantiomerii a-HCH (Lal et al. 2010,
s. 59)

Technické HCH bylo vyrabéno fotochemickou chloraci benzenu za ptisobeni UV
zateni. Touto reakci vznikla smés prvnich péti stabilnich izomernich struktur, kde byla
nejvice zastoupena modifikace alfa (60 az 70 %). Lindan, ktery ma z této pétice nejvetsi
insekticidni vlastnosti, zde byl obsaZen v relativn¢ malém mnozstvi (pfiblizné 10 az
12 %) a lze jej ze smési izolovat. V rozvojovych zemich se technické HCH pouZzivalo
jako levna a u¢inna latka k hubeni Skadcii (Lal et al. 2010, 58-59).

Technické HCH bylo zakazéano piiblizné v poloviné 20. stoleti a bylo povoleno
jen pouziti Lindanu v lesnictvi. Byla mu také udélena zv1astni vyjimka pro farmaceutické

ucely na ochranu lidského zdravi k hubeni vsi a svrabu (Bléha et al. 2017).
2.6.1 Lindan (Gamma-Hexachlorcyklohexan)

Lindan je bild tékava krystalicka latka, vyznacujici se specifickym zapachem,
ktery ptipomina pliseni (EPA 2000).

Lindan se ziskaval v Cistoté¢ az 99 % frakéni krystalizaci technického HCH.
Rychlost Sifeni v prostiedi je oproti jinym POPs vyrazné¢ vys$i z divodu dobré
rozpustnosti ve vod¢ a vetsi tenzi par. Z hlediska pouziti mél oproti ostatnim stabilnim
izomerim nejsilnéjsi insekticidni vlastnosti, tudiz byl hojné vyuzivan v zeméd¢lstvi,
lesnictvi a jako prostfedek pro hubeni zvitecich i lidskych parazitii (Adamec et al. 2006,

P1-2).
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Perzistentni organické polutanty jsou oSetfeny hned n€kolika riznymi smlouvami.
Posledni takovou je Stockholmska tumluva z roku 2001, ktera uréuje rdmec zachazeni

s polutanty pro signatafské staty.

2.6.2 Stockholmska umluva o perzistentnich organickych

polutantech v CR

Stockholmsk4 tmluva o perzistentnich organickych polutantech byla ujednana
v kvétnu 2001 pod patronaci Programu OSN pro Zivotni prostfedi a vesla v platnost
v roce 2004. Od této chvile se Ceska republika zavazala k plnéni zavazkd, které tento
dokument stanovuje. Umluva si klade za cil odstranit vyrobu, pouziti, import a export
v dokumentu uvedenych perzistentnich organickych polutantii (POPs). To by mélo vést
k celkové predbézné opatrnosti, bezpecnému nakladani, naslednému zneSkodnéni i
nezdmérné vyrobenych POPs. Jako organické polutanty jsou oznacovany latky, majici
nepiiznivé G¢inky na faunu a floru, které se navic vyskytuji v prostiedi velmi dlouhou
dobu, jelikoz se hromadi v Zivych organismech a na zaklad¢ potravnich fetézct se mohou
Sifit na 1 velké vzdalenosti. Nej€astéji jsou to uméle vytvorené latky vyuzivané jako
pesticidy a primyslové chemikalie. Dale mohou vznikat jako vedlejsi latky chemickych
vyrob a spalovacich procesti. Ceska republika se zavézala k plnéni zavazkd, které
realizuje prostfednictvim narodniho implementa¢niho planu (NIP) za pomoci Narodniho
centra pro toxické latky, jehoz meziresortni rada vyhodnocuje a navrhuje aktualizace a

dalsi kroky (MZP 2018).

2.6.3 Narodni implementacni plan Stockholmské umluvy o
perzistentnich organickych polutantech v Ceské republice
(NIP)

NIP je strategicky dokument, ktery je pravidelné¢ aktualizovan a slouzi ke
zhodnoceni situace na narodni urovni pro vybrané chemické latky v daném casovém
obdobi. Vyhodnocuje stavajici akéni plany Ceské republiky, slouZi k upravé a zavadéni
novych postupti pii ziskdvani informaci pro feSeni situaci spojenych s vyskytem,
pouzitim a odstrailovanim POPs, které¢ se nachdzeji ve Stockholmské umluvé nebo v jeji
aktualizaci. Prioritou je co nejefektivnéjSi a nejrychlej$i odstranéni negativnich vlivl

POPs na prostiedi a lidské zdravi (Blaha et al. 2017, s. 7).
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2.7 Lokalita u lomu Hajek

Lom u obce Hajek se nachazi n¢kolik kilometri severné od Karlovych Vart a byl
vyuzivan od roku 1965 az do roku 1971. T¢zil se zde postupné uran, ¢edi¢ a kaolin.
V letech 1966 az 1968 byla vysypka lomu kontaminovéana né€kolika tunami balastnich
izomert a chlorovanych benzenti spolecnosti Spolana Neratovice. Odpad byl do vysypky
navazen nesystematicky. Az polovina kontaminantli byla do prostfedi ukladdna bez
nadob, které by zamezily uniku do okoli. Zbylad ¢ast byla ulozena v plechovych a
kartonovych sudech. Sesuv plidy vroce 1977 zpusobil odkryti a poSkozeni nadob
s odpady. Disledkem toho doslo ke kontaminaci podzemnich vod, kterd polutanty
transportovala do okoli (Bartoni 2015). Studie (Anto$ V., Hrabdk P., Machackova J.,
Supikova I, Polach L., Cernik M., Kvapil P., Akulumace hexachlorocyklohexani
v biomase A/nus glutinosa) prokdzala migraci HCH z podzemni vody do biomasy dfevin

na lokalité.

2.8 Elektrostatické zvlaknovani polymeru

Elektrostatickym zvldkinovanim polymernich roztokd vznikaji submikronova
vldkna. Pokud je primér vldken do 1000 nanometrl, jsou obecné nazyvana jako
nanovlakna. Vyznacuji se fadou vyjimecnych vlastnosti, diky kterym je jejich pouziti
soucasti mnoha obort. Electrospinning vyuziva vysokého napéti, které je ptivadéno na
trysku stiikacky, ze které definovanou rychlosti vytékd polymer. Naproti trysce je
umistén uzemnény kolektor, ktery po vypafeni rozpoustédla zachytdva vytvofena
submikronova vldkna. Samotna vldkna se tvoii diky tzv. Taylorovu kuzelu, ktery je
vytvofen na Spicce kapildry ndsledkem ptekonani povrchového napéti kapaliny silou
elektrického pole. Proud nabité kapaliny vychazejici se Spicky Taylorova kuzele je
odpafeni rozpoustédla je vytvofeno nabité vldkno polymeru, které je zachyceno

kolektorem (Ruzickova et al. 2000, s. 4-6).
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Obrazek 18: Schema elektrostatického zvilakiovani

2.9 Polysulfon (PSU)

Polysulfon se fadi mezi amorfni transparentni termoplasty, které se dobie

rozpousti v nizko polarnich rozpoustédlech. Vyznacuje se pevnosti a chemickou

stabilitou 1 za vysokych teplot. Skelny pfechod polysulfonu se pohybuje mezi 180 a

250 °C. Pouziva se predevsim k vyrobé spotiebict, elektroniky a automobilovych dili

(Troughton 2008).

OO0

C

C

3

Obrazek 19: Opakujici se jednotka PSU (loan 2015, s. 5)
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3 Prakticka cast

Tato prace se zabyva optimalizaci metody mikroextrakce tuhou fazi pro stanoveni
perzistentnich polutant z pevnych matric. Bakalafska prace navazuje na vyzkum
mapovani kontaminace lokality ze vzorkli ziskanych z biomasy naletovych a rychle
rostoucich dfevin, slouZzicich jako indikator potencionalnich ohnisek s ulozenym
odpadem. Obsahem praktické ¢asti jsou série testl, jez dokumentuji rdzné podminky,
které mohou analyzy polutanti (extrahovanych metodou SPME) ovliviiovat.
made SPME) na stejnych matricich.

3.1 Metodika

Testy probihaly na dvou typech dievin. Prvnim typem byla referen¢ni olSe, ktera
neobsahovala zddné mnozstvi zkoumanych analyt. Druhym typem byla kontaminovana
olSe z lokality lomu Héjek. Do vSech vzorkl byl pfed méfenim ptidan interni standard
v-HCH Dg. K referen¢nim vzorklim byl navic davkovan kalibraéni standard HCH, ktery
obsahoval jednotlivé izomery, jejichz chovani bylo sledovano v nasledujicich testech.

Sbér vzorkl byl realizovan dvéma rozdilnymi zpisoby. Prvnim zplisobem byly
vzorky vrtany elektrickou vrtackou. Vznikala tak jemnéjsi matrice ve formée pilin. Druhou
variantou se vzorky pfipravovaly pfimocarou pilou. Vznikala hrubé&jsi matrice ve formé
tiisek a hoblin (dale jiz jen hobliny). Matrice byla odebirdna rovnomérné a byla vzdy
diikladné promichana, aby testy probihaly na co nejhomogennéjs$i hmoté€. Samotné vlivy
jednotlivych typii matric byly srovnany v nasledujicich testech.

K analyzam byly vyuZzivany 20 ml vialky opatfené magnetickym vickem s PTFE
septem. Standardy byly davkovany stiikackami Hamilton. K analyzam HCH byl pouzit
plynovy chromatograf Thermo Trace 1310 s hmotnostnim detektorem Thermo TSQ 8000
s trojitym kvadrupolem. Pfipravené vzorky byly automaticky pfenaSeny autosamplerem
PAL RTC k samotné analyze. Plynovy chromatograf obsahoval chromatografickou
kolonou DB-5MS s délkou 30 m, Siikou 0,25 mm a tloustkou filmu 0,25 pm. Nosnym
plynem bylo helium 5.0 s nastavenym priitokem kolonou 1ml/min. Jako kolizni plyn byl
pouzit argon 4.8. Teplota transfer line byla nastavena na 250 °C a teplota iontového zdroje
na 200 °C.

Pro extrakci byly zvoleny 3 odlisné metody (LLE, komeréni SPME, lab-made

SPME). Vzorky pro kapalnou extrakci byly extrahovany smési acetonu a hexanu
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v poméru 1:1. Pro komer¢ni extrakci bylo vybrdno 100 um PDMS vldkno od firmy
Supelco. Pro lab-made SPME extrakci byla vyrobena vlastni SPME vldkna potazena
polysulfonovymi nanovlakny. U biomasy byla pro potfeby méfeni stanovena suSina pii
105 °C (po dobu 3 hodin). U hoblin byla susina stanovena na 74 % ptvodni hmotnosti a
u pilin 50 %.

3.2 Chemikalie

K provedenym testim byly vyuzity nasledujici chemikalie. Pro rozpusténi
polysulfonu bylo pouzito DMF. Pro stanoveni hmotnosti vlaken na nosi¢ich byla pouzita
smés chemickych latek v nasledujicim poméru: DMF 80 %, THF 15 % a CS; 5 %
(zakoupené od firmy Penta). Pro LLE byla pouzita smés aceton-hexan v poméru 1:1
(zakoupené od firmy Penta). Nasledné bylo také vyuzito kalibra¢niho standardu HCH —
Mix 5 (100 pg-ml™ v acetonu, Neochema) a interniho standardu y-HCH Dg (100 pg-ml™
v cyklohexanu, Dr. Ehrenstorfer) pro kapalnou a SPME extrakci. Vychozi polymer
polysulfon pro zvlaknovani byl zakoupen u Sigmy-Aldrich (CAS: 25135-51-7). Jako
nosny plyn bylo pouzito helium 5.0 a argon 4.8 (Linde Gas).

3.3 Kompletace lab-made SPME viaken

V uvodu praktické ¢asti byla provedena kompletace lab-made SPME vldken.
Jednotlivé soucasti vldken byly vyrobeny ve spolupraci se strojni fakultou. Vldkno se
sklad4 z duté nerezové ocelové trubicky, nerezového ocelového pistu, tésnéni a dvou
soucastek vyrobenych 3D tiskem (RDG810 3D-printer). Pro tucely sestaveni
z jednotlivych komponent byl vyuzit ptipravek, ktery kompletaci vyrazné zjednodusil.
Casti SPME vlakna byly slepeny lepidlem, uréenym pro modelaiské &innosti. Pist
vysledného vyrobku byl posléze potazen vlakny polymeru, ziskanymi elektrostatickym

zvldkiovanim na jehle za piisobeni vysokého napéti.
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Obrazek 21: Zleva: jednotlivé soucdasti lab-made SPME vldkna, sestavené lab-
made SPME vidkno, komercni SPME vlakno
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3.4 Elektrostatické zvlaknovani a vybér polymeru

V prvni fadé¢ byla provedena reSerSe védeckych c¢lankl, zabyvajicich se

pro ucely této prace vybran polysulfon (PSU).

zvlaknovanim polymer vhodnych pro tcely analytickych méteni. Z divodu vysokych
teplot v pribéhu analyzy (béhem nasttiku do GC), se vybér polymeru zuzil primarné na

termoplasty. Diky dobrym mechanickym vlastnostem a tepelné i chemické stabilite, byl

PSU byl zakoupen u spole¢nosti Sigma-Aldrich ve dvou variantach, liSicich se

nasledujici tabulky.

svymi molekulovymi hmotnostmi (16 a 22). Nasledn¢ byla provedena série testd, pfi

kterych byl rozpustén v dimethylformamidu (DMF) v n¢kolika koncentracich podle

Tabulka 2: Priprava polymerii pro elektrostatické zvlaknovani

hmotnost | DMF o, hmotnost| DMF %

[g] [ml] [g] | [ml]
PSU-22A 1 3,5 23 | PSU-16A 1 3,5 | 23
PSU-22B 1 4,2 20 | PSU-16B 1 42 | 20
PSU-22C 1 4,9 18 | PSU-16C 1 49 | 18
PSU-22D 1 6,0 15 | PSU-16D 1 6,0 | 15
PSU-22E 1 9,0 10 | PSU-16E 1 9,0 | 10

Pro elektrostatické zvlaknovani byl vybran roztok PSU-22 o koncentraci 18 %.

Roztoky byly zvlaknény za nésledujicich podminek.

Tabulka 3: Podminky elektrostatického zvidaknovani

Priitok Vzdalenost Napéti | primér jehly Vlhkost teplota
[mlh'] kolektoru [cm] [kV] [mm] vzduchu [%)] [°C]
20 24 3 26,7 23

Obrazek 22: Lab-made vlakno potazené polysulfonovymi nanoviakny
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3.5 Charakterizace polysulfonu a polysulfonovych nanoviaken

K urceni vlastnosti polymeru a pfipravenych nanovldkennych struktur byly

provedeny nasledujici analyzy.
3.5.1 DSC, TGA, BET

Kur¢eni tepelnych vlastnosti byla polymerni vldkna charakterizovana
diferencialni skenovaci kalorimetrii. Teplota skelného pfechodu byla stanovena na
169,67 °C. Nasledné byla provedena termogravimetrickd analyza ke zjiSténi teplotni
odolnosti materidlu. U vladken byl zaznamenan ubytek vahy pfiblizné¢ 10 % pfi ohfevu
v rozmezi 50 az 100 °C nejspise v dusledkli zbytku rozpoustédla po zvlaknéni. Vlakna
dale teplotné degradovala az pii teploté nad 450 °C. Samotny polymer byl stabilni az do

427,64 °C. Mérny povrch polysulfonovych vldken je 5 m*g.

Aendo
Integral 97,60 m)
normalized 21,88 Jg”-1
Prvni ohfev (pred odstranénim tepelné historie vzorku) T Peak 120,78 °C
‘ T I ’ Heating Rate 10,00 °Cmin~-1
| spPsv-2 T -
PSV-22, 4,4600 mg = /j—/
R
P -
/ Druhy ohrev po odstranéni tepeiné historie vzorku gl:;TransmonmS 57°C

Midpoint ISO 169,67 °C
Delta cp 0,197 JgA-1KA-1
Heating Rate 10,00 °Cmin~-1

30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 °C
Lab: BEHALEK STAR® SW 15.00

Obrazek 23: DSC zaznam (fdaze ohievu)
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3.5.2 Elektronova mikroskopie

Obrazek 25: Termogravimetricka analyza polysulfonu

Pro stanoveni priméru a k prozkoumani povrchu nanovldken byl vyuzit

elektronovy mikroskop (UHR FE-SEM Carl Zeiss ULTRA Plus).
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Obrazek 27: Snimek polysulfonovych nanoviakennych struktur (SEM)
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Obrazek 28: Snimek povrchu polysulfonovych nanovlakennych struktur (SEM)

Z dtvodu velké pevnosti a vysoké chemické odolnosti nedosahuji polysulfonova
vldkna idedlnich rozmérd. Primér polysulfonovych nanovlédken, pfipravenych

elektrostatickym zvladknovanim, se pohybuje okolo 1000 nm.
3.6 Kalibrace polysulfonu pro HPLC

Stanoveni hmotnosti polymernich nanovlaken na jednom SPME vldknu pomoci
vazeni je problematické, jelikoz jde o mnozstvi pod 0,1 mg, cozZ je na hranici citlivosti
pouzivanych vah (Sartorius CPA225D-0CE — Sartorius Stedim). Pro stanoveni navazky
vladken na lab-made nosici byla vytvofena novd metoda. Metoda je destruktivni a spo¢iva
v rozpusténi PSU z SPME vldkna do smési rozpoustédel a stanoveni koncentrace PSU na
HPLC s ELSD detekci. Bylo pfipraveno 5 kalibracnich bodl, na zaklad¢ kterych byla
sestavena kalibracni kiivka. Kalibraéni body byly pfipraveny na zdklad¢é rozpusténi
pfesného mnozstvi polymeru ve smési rozpoustédel (DMF, THF, CS,). Jednotlivé

kalibra¢ni urovné byly ptipraveny podle nasledujici tabulky.
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Tabulka 4: Koncentrace jednotlivych kalibracnich vurovni pro HPLC kalibraci

PSU
koncentrace [mg-ml™]
K1 0,045
K2 0,135
K3 0,225
K4 0,361
K5 0,451

kalibra¢ni krivka - PSU

R?=0,98416

Plocha

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45 0,5

koncentrace [mg/ml]

Graf 1: Kalibracni krivka polysulfonu (PSU)

Bylo pfipraveno 10 lab-made SPME vldken potazenych polysulfonovymi
nanovlakny. Konce vldken byly ponofeny do 1 ml smési rozpoustédel (DMF, THF, CS,).
Vysledny roztok byl filtrovan pomoci stiikacky s teflonovym filtrem. Déle byly vzorky
métfeny vysokoucinnou kapalinovou chromatografii a byla stanovena koncentrace
polymeru, ze které byla poté vypocitana hmotnost. Primérna hmotnost navazky je

52,5 pg.
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4 Série testa (A az K)

Nasledné byla vypracovéana série testli, které si kladly za cil prozkoumat vlivy

odlisnych podminek na vysledky méfeni. Pro pfehlednost byl vytvotfen nasledujici

ptehled testa. Tabulka 5: Prehled testii A-K
Test A/IBICID|IE|F|GIH|I|J|K
Zotisob GC: Kapalny
pl}sow Komeréni SPME
nastfiku
Lab-made SPME
Voda
Matrice Referenc¢ni biomasa
Kontaminovana 2 v
biomasa . L)
L Hobliny
Zrnitost biomasy —
Piliny
Pidavek 0,225 g NaCl
v
4 ml odstaté vody

4.1

(piliny) na referen€nich vzorcich

Test A — opakovatelnost metody pro prvni typ matrice

Aby byly vysledky vSech méfeni relevantni, bylo potieba stanovit opakovatelnost

metody, diky které lze zjistit chybu pfipravy vzorkli a chybu méfici techniky. Pro tento

test byly pfipraveny dvé sady s 15 identickymi vzorky s 1 g pilin do kterych bylo
davkovano 10 ul ISTD pro SPME a 1 pl kalibracniho standardu HCH. Nésledné byly

pridany 4 ml odstaté vody. Sada A byla métena ihned po ptipravé a sada B 3 dny poté.
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Opakovatelnost metody A
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Graf 2: Opakovatelnost metody sady A (s vyznacenou standardni chybou — dale
Jiz nebude uvadeno)

Tabulka 6: Statistika opakovatelnosti metody pro sadu A

o-HCH -HCH vy-HCH o-HCH ¢-HCH
Aritmeticky 6,00 0.69 2,70 1,18 1,74
pramér
Smérodatna
odchylka 0,42 0,57 0,22 0,72 1,08
Varia¢ni koeficient
%] 7 83 8 61 62

Ze ziskanych hodnot byla vypocitana smérodatna odchylka a varia¢ni koeficient.
Nejvyssi chybu méteni a zaroven nejvetsi variabilitu vykazuji izomery B-HCH, 6-HCH,

e-HCH. Naopak stabilni vysledky byly ziskany u izomerit a-HCH a y-HCH.
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@-HCH | B-HCH | v-HCH 8-HCH | e-HCH
Aritmeticky primér 5,63 0,61 2,58 1,02 1,52
Smérodatnd odchylka 0,26 0,34 0,15 0,53 0,79
Varia¢ni koeficient [%] 5 55 6 52 52

V jednom z nasledujicich testd byl prokazan ubytek analyt u vzorkli métenych

po 3 dnech (Tabulka 15: Procentudlni tibytek jednotlivych izomert), ktery ma vliv i na

statistiku opakovatelnosti. Z téchto dat je patrné, ze vlivem ubytku analytd ve vzorcich se

zmendSila i smérodatna odchylka a variacni koeficient. Nejvyssi chybu méfeni i variabilitu

stale vykazuji izomery -HCH, 8-HCH, e-HCH.

4.2 Test B — opakovatelnost metody pro druhy typ matrice

(hobliny) na referenénich vzorcich

Byly vytvoteny 2 sady vzorki o 15 vialkdch. Do vSech byl navdzen 1 g

nekontaminovanych hoblin. Nésledné¢ byly pfiddny 4 ml vody, 1 pl kalibra¢niho

standardu HCH a 10 pl ISTD pro SPME. Polovina vzorkd byla zméfena v den ptipravy

a zbytek po 3 dnech na tfepacce.
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Tabulka 8: Opakovatelnost metody pro referencni hobliny

ISTD HCH
Sada A 10 1
Sada B 10 1

Opakovatelnost - referencni hobliny - sada A
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Graf 4. Opakovatelnost metody referencnich hoblin — sada A

Tabulka 9: Statistika opakovatelnosti metody referencnich hoblin u sady A

o-HCH B-HCH | y-HCH 0-HCH ¢-HCH
Aritmeticky 12,0 0.7 8.6 2.6 5.0
prameér
Smérodatna
odchylka 2,36 0,24 2,10 0,57 1,52
Varlaan;E)eﬁment 20 33 75 73 30

Byla stanovena opakovatelnost metody pro referencni hobliny. Ze ziskanych
hodnot byla vypocitana smérodatna odchylka a variacni koeficient. Nejvyssi chybu
meéteni vykazuji izomery o-HCH a y-HCH zdivodu jejich vysSich koncentraci

namétenych ve vzorcich. Nejniz§i mnoZzstvi bylo naméfeno u izomeru -HCH a 3-HCH,
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které vykazuji také nejmensSi smérodatnou odchylku. Variabilita hodnot se v tomto

ptipadé€ pohybuje mezi 20 a 33 procenty u vSech izomert.

Opakovatelnost - referencni hobliny - sada B
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Graf 5: Opakovatelnost metody referencnich hoblin — sada B

Tabulka 10: Statistika opakovatelnosti referencnich hoblin — sada B

o-HCH | B-HCH | y-HCH | §-HCH | eHCH
Aritmeticky pramér 12,5 0,9 6,5 2,1 4,3
ngcrfl’;f‘l::é 1,660 | 0420 | 0,750 | 0,903 | 1,663
Varlaéng(;zc])eﬁcwnt 13 49 12 42 39

Nasledné byla vypocitdna statistika identickych vzorki, které se métily po 3
dnech. Oproti opakovatelnosti metody u pilin nebyl zaznamenan ubytek analytii. Lze tak
predpokladat, Ze rozdilna zrnitost a metoda piipravy dievni hmoty ma vliv na stabilitu
izomerd. Nejvétsi chybu méfeni vykazuji izomery a-HCH a e-HCH. Nejvyssi variabilitu

hodnot vykazuje B-HCH.
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4.3 Test C — opakovatelnost pro druhy typ matrice (hobliny) na

realnych vzorcich

Nasledné byl proveden test, pro stanoveni opakovatelnosti metody pro druhy typ
matrice (hobliny) na redlnych vzorcich ziskanych z lokality lomu Hajek. Do 20 vialek byl
navazen 1 g kontaminované realné matrice. Polovina vialek byla extrahovana metodou
LLE. Ke zbylym 10 vialkam byly ptfidany 4 ml vody a 10 pl ISTD pro SPME. Jelikoz
byly sady méfené jinou metodou, nelze porovnavat vysledné hodnoty, ale 1ze porovnat

statistiky, jez byly pro kazdou sadu vypocitany.

Tabulka 11: Statistika pro sadu extrahovanou smési rozpoustédel

o-HCH B-HCH | y-HCH | 8-HCH | e-HCH
Aritmeticky pramér 0,27 2,45 0,11 0,48 4,20
Smérodatna
odchylka 0,03 0,24 0,02 0,06 0,28
Varlaan()Z(])eﬁment 10,5 9.8 153 12,0 6.7

Tabulka 12: Statistika pro sadu extrahovanou SPME vidknem

a-HCH | B-HCH | y-HCH | 8-HCH | &-HCH
Aritmeticky pramér 1,35 0,23 0,31 0,40 3,60
Smérodatna
odehylka 0,28 0,06 0,07 0,08 0,91
Va“acni(ykoj’eﬁ‘“ent 20,9 24.4 23,7 20,4 25,4

Z vypracované statistiky je patrné, Ze metoda LLE je zatizena mensi chybou.
Variabilita je oproti SPME metod¢ niz§i. Chyba méfeni a variabilita hodnot u SPME je i
tak stale relativné nizka. Diky pohodInéjsi a rychlejsi laboratorni pfipravée, ktera
nezahrnuje praci srozpoustédly, je SPME pro analyzy velkého mnoZzstvi vzorkl

vhodngjsi.

4.4 Test D - vliv rizného mnozstvi matrice a pridavku odstaté

vody

V nasledujicim testu byl prozkouman vliv odlisného mnozstvi matrice a piidavku
odstat¢ vody na vysledky analyzy. Byly pfipraveny 3 sady vzorkli po 3 vialkdch

s identickym mnozstvim dfevin. Jednotlivé sady obsahovaly 0,5; 1; a 1,5 g matrice. Do
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vSech vzorkt byl ptidan 1 pl kalibracniho standardu HCH a 10 pl ISTD pro SPME. Dale
byl proveden identicky test s tim rozdilem, ze vSechny vzorky obsahovaly navic 4 ml

vody.

Vliv mnoZstvi matrice
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15

0,1
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05A 05B 05C 1A 15A 15B 15¢C

Pomér plochy analytu ku plose ISTD

Mérené vzorky

®o-HCH "™B-HCH ™y-HCH ™6-HCH ®e-HCH
Graf 6. Overeni vliivu mnozstvi matrice na vysledky analyzy

Vliv mnozZstvi matrice s pridanou vodou
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Graf 7: Oveéreni vlivu mnozstvi matrice s pridavkem vody

Z vysledku tohoto testu bylo zjisténo, Ze piridavek vody vyrazné stabilizuje

vysledné hodnoty. Vzorky bez ptidavku vody velice kolisaji kviili nehomogennimu
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obsahu vody v matrici. Pfidavkem 4 ml vody se vSak tento rozdil vyrovna. Ze

statistiky grafu ziskaného ze vzorkil s pfidanou vodou lze dale urcit, jak velky je vliv

odliSného mnozstvi matrice na vysledky analyzy.

Tabulka 13: Statistika vlivu matrice s pridanou vodou

a-HCH | B-HCH | y-HCH | 6-HCH | e-HCH

Aritmeticky praimér 0,43 0,00 0,23 0,02 0,04

0,5 Smérodatna odchylka 0,04 0,00 0,02 0,00 0,01
Variacni koeficient

[%] 10 40 10 12 16

Aritmeticky praimér 0,35 0,00 0,18 0,02 0,04

1 Smérodatna odchylka | 0,04 0,00 0,01 0,00 0,01

Variacni koeficient 0,12 0,33 0,06 0,11 0,21

Aritmeticky praimér 0,39 0,00 0,21 0,03 0,04

15 Smérodatna odchylka | 0,06 0,00 0,04 0,01 0,01

Varlaan;)(])eﬁment 15 33 1 33 33

Porovnanim aritmetickych priméri lze urcit, Ze mnozstvi navazky neovlivituje

vysledky méteni.
4.5 TestE - studium ¢asové degradace analyt

Cilem tohoto testu bylo porovnani vysledkti dvou identickych sad vzorkt. Jedna
sada byla zmétena ihned po pfipravé a druha byla ponechana v lednici a zméfena az po 3
dnech. Kazda sada obsahovala 15 vialek s 1 g referen¢nich pilin a 4 ml vody. Nésledné
byl do vSech vzorkt ptidan 1 ul kalibra¢niho standardu HCH a 10 pl ISTD pro SPME.

Plochy jednotlivych izomert HCH byly porovnany s plochou interniho standardu.
Byly vytvoteny nasledujici tabulky pro vysledky obou sad.
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Tabulka 14: Statistika obou sad vzorku

Sada A a-HCH -HCH v-HCH 0-HCH e-HCH
(area ratio) | (area ratio) | (area ratio) | (area ratio) | (area ratio)
Aritmeticky 6,00 0,69 2,70 1,18 1,74
pramér
ng;ﬁjfﬁ:a 0,42 0,57 0,22 0,72 1,08
Varlaan ;(j)eﬁment 7 %3 2 61 62
0
Sada B a-HCH -HCH v-HCH 0-HCH e-HCH
(area ratio) | (area ratio) | (area ratio) | (area ratio) | (area ratio)
Aritmeticky 5,63 0,61 2,58 1,02 1,52
pramér
ngggjf‘ga 0,26 0,34 0,15 0,53 0,79
Varlaan ;(j)eﬁment 5 55 6 57 57
0

Rozdilem statistik pro jednotlivé sady byl zjistén ubytek analytl u sady B.

Procentudlni tibytek je u jednotlivych izomera nésledujici:

Tabulka 15: Procentualni ubytek jednotlivych izomeri

a-HCH B-HCH v-HCH | 8-HCH | e-HCH

Ubytek

96] 6,3

11,5 4,3 13,8 12,7

Bylo prok4zéno, Ze jednotlivé analyty podlé¢haji bud casové degradaci nebo
pfeméné na ostatni izomery. Dal$im vysvétlenim by mohla byt vétsi sorpce na dfevni
hmotu. Pro optimalni vysledky analyz je vhodné vyhodnotit pfipravené vzorky bez vétsi
¢asové prodlevy. Ubytku vice podléhaji izomery B-HCH, 8-HCH a e-HCH. U izomert o-
HCH a y-HCH byl zaznamenan niz$i pokles.

4.6 TestF - kalibrace na vodé

Byly pfipraveny 4 sady vialek o objemu 20 ml. Kazda sada obsahovala 5 vialek s
oznacenim K1 az K5. Do vialek bylo nadavkovano 10 ml odstaté vody. Nasledné bylo
davkovano 10 pl interniho standardu pro SPME (ISTD) do vSech vzorkt.. Dale bylo
pfidano 5 odlisnych mnozstvi kalibracniho roztoku, ktery obsahoval kalibra¢ni standard

HCH podle nésledujici tabulky.
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Tabulka 16: Test A — kalibrace vody

V H,O |V zasobniho roztoku| Koncentrace HCH | . . ,
1 Redéni
[ul] [ul] [ng1]
K1 9995 5 50 2000
K2 | 9990 10 100 1000
K3 9950 50 500 200
K4 | 9750 250 2500 40
K5 9500 500 5000 20

Pro kazdou sadu vzorki (K1-K5) byl zvolen odlisny extrakéni ¢as — 5, 10,20 a 30

minut.

Vliv extrakéniho ¢asu na vysledné hodnoty pro nejvyssi
uroven koncentrace
3000000
2500000
2000000
1500000

1000000

500000 I
0 [ | .

a-HCH B-HCH y-HCH 8-HCH g-HCH

Odezva MS detektoru

Jednotlivé izomery

BK5 5 WK5_10 MK5 20 ®K5 30

Graf 8: Vliv extrakcniho casu na vysledky analyzy pro nejvyssi uroven
koncentrace

ZvySenim extrakéniho Casu Ize dosahnout vétsi efektivity extrakce. Cilem tohoto
testu bylo urceni idedlni doby extrakce. Z vysledkl bylo zjisténo, Ze uz po 20 minutach
se mnozstvi extrahované latky nijak rapidn€ nezvysuje, a to z diivodu nasyceni povrchu
sorbentu. Optimalni Cas extrakce byl timto testem stanoven na 30 minut. Del$i extrakéni
Cas by byl neefektivni, kvlli nizkému pfiristku analyzované latky na tkor vyssi ¢asové

naroc¢nosti jednoho vzorku.
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4.7 Test G — kalibrace na vodé s pridavkem NaCl

Obdobny test byl proveden pro dalsi sadu vzorki, které navic obsahovaly ptidavek
NacCl (0,225 g), jenz by mél podpotfit tzv. vysolovaci efekt béhem extrakce analytl. Test

byl opét pro 5 kalibra¢nich trovni, ale jen pfi jednom extrakénim ¢asu (30 minut).

Porovnani vysledkd po pridavku NaCl pfi stejném
extrakénim ¢ase (30 min)

2000000
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1200000
1000000
800000
600000
400000 I
200003 R - — -
3 4 5

1 2

Odezva MS detektoru

Urovneri koncentrace (K1-K5)

M Bez NaCl M S pridavkem NaCl

Graf' 9: Porovnani vysledkii pri stejném extrakcnim case po pridavku NaCl
Ukolem tohoto testu bylo prozkoumat vliv piidavku NaCl pii stejnych
parametrech méteni. Pfidavkem 0,225 g NaCl do vzorki byla zvySena ucinnost extrakce,
a to u vSech kalibra¢nich trovni (K1-K5). Procentudlni pfirtistek po piidavku NaCl

ukazuje nasledujici tabulka.

Tabulka 17: Procentualni priristek po pridavku NaCl

Prirtstek [%]
K1 32,6
K2 24,8
K3 31,8
K4 25,7
K5 43,2
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4.8 Test H — kalibrace analytl pro odliSné matrice

V dalsi ¢asti se prace zaméfuje na prizkum vlivu matric na vysledky méteni. Byly
srovnany 3 typy matric. Prvni z nich byla odstata voda, druhou byly piliny ziskané
vrtanim a posledni byly hobliny ziskané fezanim piimocarou pilou referencni olse.

Byly pfipraveny 3 sady vzorkl pro kazdy typ matrice, ve kterych bylo 6 vialek
(K0-K5). Kazda sada byla ptipravena v triplikatech. K pevnym matricim byly davkovany
4 ml vody. Do vsech vzorkd bylo ptfidano 10 ul ISTD. Nasledovaly odlisné davky

kalibra¢niho standardu pro jednotlivé kalibracni arovné podle nésledujici tabulky.

Obrazek 29: Fotografie z pripravy kalibrace 3 typu matric, zleva: voda, hobliny,
piliny

Tabulka 18: Kalibrace na ruznych druzich matrice

ISTD [pl] HCH [pl]
KO (blank) 10 0,0
K1 10 0,2
K2 10 0,4
K3 10 0,6
K4 10 0,8
K5 10 1,0
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Graf'11: Kalibrace na hoblinach
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Kalibrace na pilinach
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Graf 12: Kalibrace na pilindch

Na zékladé¢ priméru ploch analyti a internich standardii byly vykresleny
kalibra¢ni piimky pro jednotlivé izomery u vSech tfech typli matric. Spocitanou linearitu

vyslednych hodnot pro jednotlivé izomery ukazuje nasledujici tabulka.

Tabulka 19: Hodnota spolehlivosti jednotlivych izomerii pro 3 typy matric

Voda | Hobliny | Piliny

a-HCH | 0,995 0,983 0,980
B-HCH | 0,994 0,938 0,972
y-HCH | 0,997 0,987 0,993
0-HCH | 0,991 0,948 0,933
e-HCH 0,994 0,945 0,914

Vysledné hodnoty spolehlivosti dokazuji nejvétsi linearitu u vzork vody, a to pro
vSechny zkoumané izomery. Porovndnim hodnot jen pevnych matric byly namétené
hodnoty line4rngjsi u hoblin pro izomery a-HCH, 3-HCH, ¢-HCH. U izomert -HCH a
v-HCH byly naopak linearnéjsi hodnoty u pilin. Nésledné byly porovnany hodnoty
odezvy detektoru podle nasledujici tabulky.
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Tabulka 20:

Odezvy detektoru jednotlivych izomerii pro 3 typy matric pri
nejvyssi urovni koncentrace (K3)

a-HCH | B-HCH | y-HCH | 8-HCH | &-HCH
Voda 15,7 0,3 6,4 1,0 2,0
Hobliny 13,5 1,5 9,1 2,9 4,8
Piliny 13,6 0,2 6,3 0,9 1,3

Z hodnot byla zjisténa nejvyssi odezva detektoru u izomeru o-HCH u vodné
matrice. VSechny ostatni izomery dosahuji nejvyssi odezvy u hoblin. Timto testem byl
prozkouman vliv matrice na vysledky analyz. Diky nejvyssi odezvé detektoru byly
nejvhodnéj$im typem tuhych matric pro analyzy jednotlivych izomerdt HCH stanoveny

hobliny, vzniklé fezanim piimocarou pilou.

4.9
NaCl

Test | — kalibrace analytt pro odliSné matrice s pridavkem

Nasledoval stejny test jako v pfedchozim piipad€ s tim rozdilem, ze ke vSem

vzorklim bylo pfidéno piiblizné 0,225 g NaCl.
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Graf'13: Kalibrace na vodeé s pridavkem NaCl
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Kalibrace na holibnach s pridavkem NacCl
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Graf 14: Kalibrace na hoblinach s pridavkem NaCl

Kalibrace na pilinach s pridavkem NaCl
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Graf'15: Kalibrace na pilindch s pridavkem NaCl
Na zakladé vysledkt byly vykresleny kalibracni ptimky pro jednotlivé izomery u

vSech druhd matric. Linearita vyslednych hodnot je ukazana v nasledujici tabulce.
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Tabulka 21: Hodnoty spolehlivosti pro jednotlivé izomery u vsech typii matric

Voda | Hobliny | Piliny
a-HCH 0,975 0,944 0,971
B-HCH 0,981 0,971 0,943
v-HCH 0,965 0,917 0,970
d-HCH 0,969 0,943 0,938
e-HCH 0,964 0,938 0,926

Vysledné hodnoty spolehlivosti dokazuji nejvétsi linearitu u vzorki vody, a to pro
vSechny zkoumané izomery, kromé y-HCH. Porovnanim hodnot jen pevnych matric byly
namétené hodnoty linearnéjsi u hoblin pro izomery B-HCH, 6-HCH, e-HCH. U izomert
a-HCH a y-HCH byly naopak linearnéjsi hodnoty u pilin. Nésledné byly porovnany
hodnoty odezvy detektoru u vzorkl s nejvyssi koncentraci analytti podle nésledujici
tabulky.

Tabulka 22: Hodnoty odezvy detektoru jednotlivych izomerii pro vsechny 3 typy
matrice pro nejvyssi koncentraci (K5)

a-HCH | B-HCH | y-HCH | 6-HCH | ¢-HCH
Voda 15,1 0,3 5,6 1,1 2,0
Hobliny 15,7 1,1 13,3 3,9 6,3
Piliny 13,5 0,2 6,4 0,9 1,4

Nejvyssi odezva detektoru byla zjisténa opét u izomeru a-HCH. Po ptidavku NaCl
se zvysila 1 odezva detektoru y-HCH u hoblin az o 46 %. Ptidavek soli vSak ve zbytku
méfeni nijak vyraznéji neovlivnil mnozstvi extrahovanych analytd a to z divodu delsiho
extrakéniho Casu. Vliv pfidavku NaCl se projevi jen pfi nizSich extrakénich casech.
Nejvétsi odezva detektoru byla v tomto piipadé pro vSechny izomery u hoblin ziskanych

pfimocarou pilou. Vysledkem testu byla ovéfena efektivita analyzy z hoblin.
4.10 Test J — kalibrace lab-made SPME viakna

Byly pfipraveny triplikdty péti kalibra¢nich trovni (K1-K5). Do vSech byl
navazen 1 g hoblin. Standardy byly davkovany podle nésledujici tabulky.
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Tabulka 23: Priprava vzorku pro kalibraci lab-made SPME vidkna

ISTD [pl] HCH [ul]

KO (blank) 10 0,0
K1 10 0,2
K2 10 0,4
K3 10 0,6
K4 10 0,8
K5 10 1,0

Kalibrace na lab-made SPME vlakné

12,0
10,0
.
¢ a-HCH
8,0
¢ B-HCH
¢ X

y-HCH

6,0
4,0

Pomér plochy analytu ku plose ISTD

0,0 - T T T 1

0,6 0,8
Objem kalibraéniho standardu HCH [pl]

Graf 16: Kalibracni primky pro jednotlivé izomery pro lab-made SPME vidkno

Pro vzorky méfené lab-made SPME vldknem byly stanoveny kalibracni ktivky.

Linearitu jednotlivych izomera popisuje nasledujici tabulka.
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Tabulka 24: Linearita jednotlivych izomeru pro vzorky mérené lab-made SPME

vidknem

llgoiciieny Lab-made

HCH SPME
o-HCH 0,968
B-HCH 0,946
y-HCH 0,950
5-HCH 0,946
¢-HCH 0,986

Nasledné byly porovnany vysledky kalibrace z komer¢niho a lab-made vlakna,

které ukazuje nasledujici graf pro nejvyssi tiroven koncentrace.

Porovnani vysledkd kalibraci lab-made a komeréniho
SPME vlakna pro nejvyssi kocentraci

16,0

[m)

& 140

8 12,0
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g a-HCH B-HCH y-HCH 5-HCH e-HCH
g Jednotlivé izomery

M Lab-made SPME M komercni SPME

Graf'17: Porovnani vysledku kalibraci lab-made a komercniho SPME vidkna
pro nejvyssi koncentraci (K5)

Nasledujici tabulka urcuje procentudlni rozdil extrakce komeréniho proti lab-

made vlaknu.

Tabulka 25: Tabulka rozdilné efektivity komercniho a lab-made vidkna

a-HCH | B-HCH | y-HCH | 6-HCH | &-HCH

Rozdil

(%] 44,7 -3.4 18,2 -36,3 -26,5
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Komer¢nim vldknem bylo extrahovano o 44,7 % vice izomeru a-HCH a o 18,2 %
v-HCH. Lab-made vldknem bylo naopak extrahovéno o 3,4 % B-HCH, 36,3 % 6-HCH
ao 26,5 % e-HCH vice. Timto testem byla ovéfena pouzitelnost polysulfonovych
nanovléken jako sorbentu pro extrakci izomerd HCH, ktera u nékterych typt dokonce
prevySovala vysledky komeréniho vlakna. Jen pro pfedstavu, cena komeréniho vldkna se
pohybuje okolo 5000,- K¢ bez zdanéni. Vyslednd cena lab-made vldkna vychazi

pramérné na 100,- K¢ a Ize jej navic nékolikrat recyklovat.
4.11 Test K- 2 metody extrakce na realné matrici

V dal$im testu byly pfipraveny 2 sady vzorkd po Sesti vialkach pro 2 rozdilné
metody extrakce (komeréni SPME, lab-made SPME). Do vsSech vialek byl navazen 1
gram kontaminované realné matrice. K saddm byly nasledné ptidany 4 ml vody a 10 pl

ISTD pro SPME.

Porovnani komercniho a nekomerc¢niho SPME

o ,
o vlakna

2

< 100

3

c 80

U —

SN

g t'w 60
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C s»n
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>

g Jednotlivé izomery HCH

a

M Komercni SPME Lab-made SPME

Graf 18: Porovnani komercniho a lab-made SPME vidkna

K vyhodnoceni vysledkii byly pouzity kalibraéni kfivky z minulych testl.
Vysledky byly piepocitiny na koncentraci vztazenou na 1 g suSiny. Z vysledki
experimentu bylo zjiSt€no, ze obéma metodami lze ziskat téméf totozné vysledky.
V ptipad¢ izomert a-HCH, y-HCH a 6-HCH bylo ziskano téméf identické mnozstvi
analytu. Izomeru B-HCH bylo v ptipad¢ lab-made vlakna primérné ziskano o 34,3 % vice
nez v piipad¢ komercniho vldkna. Vyss§i hodnotu Ize také sledovat u izomeru e-HCH, kde
ho bylo lab-made nosicem extrahovano o 4,6 % vice. Timto testem byla ovéfena
funk¢nost samostatné ptipravenych lab-made SPME vlaken, které byly potazeny vlakny

polysulfonu, ziskanymi elektrostatickym zvlakiiovanim.
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5 Vysledky a diskuze

Optimalizace metody mikroextrakce tuhou fazi probihala v nékolika krocich.
Prvni dualezitou ¢asti byl vybér polymeru, ktery musel spliiovat nékolik dualezitych
vlastnosti, jako je napfiklad tepelnd i chemicka stabilita. Na zéklad¢ védeckych ¢lankt
byl vybran 1 polymer — polysulfon, ktery lze rozpustit a elektrostaticky zvlaknit za
laboratornich podminek. M¢érny povrch pfipravenych nanovlaken polysulfonu byl
stanoveny metodou BET na 5,0 m*g". Skelny prechod polysulfonu byl podle DSC
stanoven na 169,67 °C. Vldkna polysulfonu ztraceji z poc¢atku zahiivani do 120 °C 10 %
své ptivodni hmotnosti. Dlivodem jsou nejspiSe zbytky rozpoustédla, které se z pocatku
zahtivani odpatuje. VétSinu své hmoty déle ztraceji az pti 450 °C. Primér nanovldken se
pohybuje okolo 1000 nm. Pfibliznad hmotnost navazky vldken na nosi¢ byla zprvu méfena
na vahach, avSak velmi nepiesné a byla proto vyvinuta metoda méteni vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii. Primérnd hmotnost navazky je 52,5 ug. Pro lepsi uchyceni
vldken a ke zlepSeni mechanickych vlastnosti byl pist nosice pfed potazenim vlakny
ponoien do roztoku rozpusténého polysulfonu. Vldkna poté diky adhezi Iépe pfilnula na
nosic.

DalS§im bodem praktické casti bylo vytvofeni souboru opakovanych méteni,
z jejichz vysledkl byly nasledné vypocitany parametry variability. Opakovatelnost byla
stanovena u pilin a hoblin na referen¢nich vzorcich a nasledn€ u hoblin na redlnych
vzorcich. Ze ziskanych dat pro referencni piliny je patrné, Ze variabilitu hodnot vykazuji
izomery B-HCH, 6-HCH a e-HCH, zatimco izomery a-HCH a y-HCH nejsou nijak
vyrazngji zatizena chybou. Varia¢ni koeficient u vzorkl hoblin je u vSech sledovanych
izomerti podobny. Déle je z vysledkii sady hoblin po 3 dnech patrné, Ze oproti pilindm
nedochézi k ubytku analytt. Lze tedy pfedpokladat, Ze rozdilna zrnitost dievni hmoty ma
vliv na stabilitu izomert, nebo ovliviiuje jejich sorpci na biomasu. Nésledné byl proveden
test pro stanoveni opakovatelnosti na redlné¢ matrici ve form¢ hoblin. Prvni sada byla
extrahovana kapalnymi rozpoustédly, zatimco druhé byla extrahovdana metodou SPME.
Lze vSak porovnavat pouze statistické hodnoty, jelikoz obé sady byly méteny odliSnymi
metodami. Z provedené analyzy je patrné, Ze je metoda LLE zatizena mensi variabilitou.
Metoda SPME vsak eliminuje potfebu pouziti organickych rozpoustédel a je i méné

Casoveé narocna. Rozdil ve variabilit¢ LLE a SPME je zna¢ny. Ve vysledku musi analytik

vvvvvv
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iontovému zdroji MS/MS (tj. SPME) a metodou, ktera ma mensi variabilitu, ale vyuziva
rozpoustédla a vede k nutnosti ¢astéjsi udrzby iontového zdroje.

V dal$im testu byl prozkouman vliv mnozstvi matrice a ptidavku odstaté vody na
odezvu detektoru. Piekvapivé se ukazalo, Ze mnozstvi navazky vzorku nijak vyrazné
neovliviiuje vyslednou odezvu. Porovnanim grafii sady bez ptidavku a s ptidavkem
odstaté¢ vody je patrné, ze voda vyrazné stabilizuje vysledné hodnoty, tj. snizuje
variabilitu odezvy. Hodnoty vzorkii bez ptidavku vody velmi kolisaji v disledku
nehomogenniho obsahu vody v matrici. Pfidavkem 4 ml odstaté¢ vody se vSak tento rozdil
vyrovna.

DalSim krokem byl test, ktery si kladl za cil prozkoumat casovou degradaci
analytl na vzorcich referencnich pilin. 3 dny trvajici ¢asova prodleva, ktera délila méteni
obou sad, zapficinila znatelny tibytek analytti. Z hodnot bylo zjiSténo, Ze degradaci nebo
pfeméné na ostatni izomery vice podléhaji izomery B-HCH, 6-HCH a e-HCH. Déle je
mozné, ze odliSna zrnitost ovliviiuje sorpci analytd na dievni hmotu. Izomery o-HCH a
v-HCH tak znaény uUbytek nevykazuji. V pfipad€ pouziti pilin k extrakci analytli je na
zakladé téchto vysledkti doporuceno vyhodnotit vzorky bez vétsi asové prodlevy.

DalSim sledovanym parametrem byl odliSny extrakéni ¢as. Zkoumané vzorky
byly extrahovany 5, 10, 20 a 30 minut. Z grafu pro nejvyssi kalibra¢ni uroven bylo poté
uréeno, ze zvySenim extrakéniho ¢asu dochazi ke zvySeni efektivity extrakce, avSak jen
do bodu, kdy je povrch sorbentu nasycen. Optimalni ¢as extrakce byl timto testem
stanoven na 30 minut.

Nasledovalo experimentalni ovétfeni vlivu salinity na odezvu MS detektoru.
Z vyslednych dat bylo ovéfeno, ze ptidavek NaCl podporuje tzv. vysolovaci efekt béhem
extrakce analytl. Tento efekt se ovSem ztraci béhem analyz s del§imi extrakénimi Casy
(okolo 60 minut).

Pro potieby praktické casti byly také vytvoteny kalibracni kiivky pro vzorky
vody, pilin a hoblin. Déle také pro 2 extrakéni metody (komeréni SPME vldkno, lab-made
SPME vldkno). Trend ktivek byl u vSech méfeni linearni a byly stanoveny hodnoty
spolehlivosti. Na zéklad¢ kalibracnich kiivek byly poté stanoveny a vyhodnoceny analyty
v realnych matricich. Nasledné byly porovnany efektivity komeréniho a lab-made nosice.
Z vysledkli analyz je patrné, ze samostatné sestaveny nosi¢, potazeny samostatné
pfipravenymi nanovlakny polysulfonu dosahuje stejnych (u nékterych izomert i lepSich)
vysledkl nez zakoupené komercni vlakno. Vyhodou lab-amde nosice je jeho nizka cena

a moznost n¢kolikanasobné recyklace.
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6 Zaveér

V teoretické Casti této bakalaiské prace byla vypracovana literarni reSersSe,
obsahujici vSeobecny piehled stézejnich poznatkii z oboru analytické chemie z oblasti,
kterou se tato zavérecnd prace zabyva. Literarni reSerSe se zamétuje na popis techniky
a vSeobecn¢ pouzivanych pfistrojii v analytické chemii, z nichz n€které byly pouzity i pfi
vyhodnocovani vysledki praktické casti. Obsahem je také popis zkoumanych analytt
a extrak¢énich metod.

Praktickd Cast obsahuje fadu testl zaméfenych na optimalizaci podminek
ovlivityjicich vysledky extrakce zkoumanych analyti. Bylo zjisténo, Ze jednotlivé testy
je diky snazsi pripravé a lepSim vysledkim vhodné provadét na hoblindch spise nez na
pilinach. Ubytek analytii zpiisobeny ¢asovou prodlevou mezi piipravou a vyhodnocenim
byl prokdzan pouze v pfipad¢ pilin. Dale bylo prokdzano, Ze pro ziskani stabilnich
vysledkll z pevnych matric biomasy, je nezbytny piidavek vody nejméné o objemu 4 ml.
Pii kratSich extrak¢nich ¢asech je mozné vyuzit pfidavku NaCl, ktery zefektivni extrakci.
vlakna. Bylo experimentalné ovéteno, ze lab-made SPME vldkno potazené samostatné
pfipravenymi polysulfonovymi nanovlakny dosahuje stejnych a pro nckteré izomery i

lepsich vysledkl nez vlakno komeréni, které jej né€kolikandsobné prevysuje svou cenou.
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