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Annotation

This bachelor thesis deals with the determination of selected congeners of polychlorinated
biphenyls in water using GC-ECD. Firstly, the development and optimisation of the
analytical method was performed. The following parameters of the analytical method were
chosen for optimization: carrier gas flow rate, sample volume, injector temperature, splitless
time, initial column temperature, temperature gradient and detector temperature. Then,
extraction time of the liquid-liquid extraction was optimised. Finally, the method was
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Cile bakalarské prace

vypracovat literarni reSersi na dané téma

vypracovat postup extrakce vybranych kongenerti polychlorovanych bifenyld z vody
do kapaliny (LLE) a provést zakladni optimalizaci tohoto postupu

vypracovat analytickou metodu na stanoveni vybranych kongenerti polychlorovanych
bifenyli pomoci plynového chromatografu s detektorem elektronového zachytu
(GC-ECD) a provést zakladni optimalizaci této metody

provést zakladni validaci celé analytické procedury

provést testovani vypracované analytické procedury na realnych vzorcich vod a jeji

nasledné hodnoceni
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Polychlorované bifenyly

Polychlorované bifenyly jsou primyslové vyrabéné toxicke, organické slouceniny,
které jsou smési bifenylovych molekul, na kterych mtze byt vazano 1 az 10 atomt chloru.
Podle poctu atomt chloru v molekule a jejich vzajemné polohy, je mozné rozlisit az
209 sloucenin (tzv. kongenert) (1). Dle IUPAC jsou jednotlivym kongenerum podle
rostoucich cCiselnych indexu pfifazena ¢isla od 1 do 209. Sumarni vzorec téchto latek lze
zapsat C1oH10-(x+y)Clix+y), kde (x+y) = 1 az 10, x = pocet atomt Cl v kruhu 1, y = pocet atomti

Cl v kruhu 2. Strukturni vzorec PCB je znazornén na Obr. 1 (2).

kruh 1 kruh 2

Obr. 1: Obecna struktura polychlorovanych bifenyli (2).

1.1.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti

Vlastnosti jednotlivych kongenerti se lisi podle stupné chlorace. PCB jsou bez
zapachu, prizracné nebo Zlut€ zabarvené, olejovité az amorfni, netékavé kapaliny o teploté
varu 340 az 385 °C (3). Tato teplota vzrusta se stoupajicim po¢tem atomu chloru
v molekule. PCB jsou chemicky, teplotné a biologicky velmi stabilni, nehotlavé
a prakticky nerozpustné ve vod¢, ale naopak dobie rozpustné v organickych rozpoustédlech
a tucich. Jejich rozpustnost naopak klesa se stoupajicim poctem atomd chloru
v molekule (4). Tyto latky maji vysoky elektricky odpor a jsou velmi odolné vici vzplanuti,
k hofeni dochazi az pii teplotach nad 1000 °C. Diky témto rozmanitym vlastnostem byly
PCB siroce vyuzivany (1).

Vzhledem Kk vysoké perzistenci PCB vsak dochazi k jejich akumulaci v zivotnim
prostiedi, coz C¢ini tyto toxické latky velice nebezpecnymi, zejména pro vodni
ekosystémy (5). V potravnich fetézcich prechazeji z jednoho organismu do druhého témét
beze zmény. Proto, v disledku akumulace, se nejvyssi koncentrace PCB vyskytuji

u vrcholovych predatorii. Nejvyssi akumulace vykazuji PCB s 5-7 atomy chloru, nebot



derivaty s poc¢tem atomu chloru niz§im nez 4 podléhaji mikrobialnimu rozkladu (1). Vyse
chlorované jsou naopak vici odbouravani rezistentni a v organismech se nemetabolizuji.
Nejohrozengj$i skupinou organismi jsou moisti savci, u kterych dochazi k naruseni
reprodukéni schopnosti, ale PCB jsou toxické i pro ostatni rana vyvojova stadia vodnich

organismii (6).

1.1.2 Vyroba a pouziti

Polychlorované bifenyly se vyrabély pfimou chloraci bifenylu, ktery je mozno ziskat
zahiivanim benzenu pifi 800 °C. Chlorace se provadi ptfi 110 °C za katalyzy Zeleznymi
hoblinami nebo chloridem Zelezitym. Po skonceni chlorace se pritomny chlorovodik vypudi
vétranim. Adi¢ni slouceniny se odstraiiuji zahtfivanim s jednoprocentnim hydroxidem
sodnym pii teplot€¢ 140 °C. V zavéru probiha destilace za vakua. Pfi vyrobé vznikd smés
chlorovanych sloucenin, proto se produkt jesté Cisti rafinaci (1; 4).

Primyslova vyroba PCB zacala v roce 1929 v USA, odkud se rozsifila do celého svéta
pod obchodnimi nazvy napi. AROCLOR (Monsanto, USA a VB), KANECLOR
(Kanegafuchi, Japonsko), CLOPHEN (Bayer, SRN) nebo DELOR (Chemko Strazské,
CSSR). Hlavni producenti, zalatek a konec vyroby a vyrobené mnozstvi PCB

jsou zaznamenany v Tab. 1 (3; 7).

Tab. 1: Svétovi producenti polychlorovanych bifenylu (8).

N o
Monsanto USA 1930 1977 640 000
Bayer AG Némecko 1930 1983 160 000
Orgsteklo Rusko 1939 1990 142 000
Prodelec Francie 1930 1984 130 000
Monsanto Velka Britanie 1954 1977 66 000
Kanegafuchi Japonsko 1954 1972 56 000
Chemko Straiské Ceskoslovensko 1959 1984 21 400

Do roku 1968, nez nastala pramyslova nehoda v Japonsku, byly polychlorované
bifenyly povaZovany za relativné¢ neskodné latky. Pii této nehod¢ se PCB dostaly do
potravinaiského oleje béhem jeho zpracovani, coz bylo zpiisobeno netésnosti teplosménného

systému, V némz byly PCB pouzivany jako pfenaSeC tepla. Po této nehod¢ byla vyroba



a pouziti PCB zakazana v Japonsku a postupné i v dalSich zemich (9). ZvySené koncentrace
V mistech zamofteni, nebo v mistech Spatného uskladnéni, mohou mit zdvazny, neptiznivy
ucinek na zivotni prostiedi a lidské zdravi (5).

Polychlorované bifenyly jsou v soucasné dobé zakazané a nevyrabéji se. V minulosti
byly PCB hojné vyuzivany ve strojirenském a chemickém prumyslu jako teplonosna média
v prumyslovych zafizenich, ktera vyzadovala ohfev na vysoké teploty. Dale pak byly
vyuzivany jako chladici oleje v transformatorech napéti, kondenzatorech a dalSich
elektrickych zafizenich, kde se uplatiuji jejich vyborné izola¢ni vlastnosti a stabilita (2; 6).
Kromé pouziti v uzavienych systémech vsSak byly PCB pouzivany i jako spotiebni
materidly, jako plastifikatory polymert, pfisady do barev, natérovych hmot a tiskatrskych

barev, jako soucast prostiedktl na ochranu rostlin a mnoho dalsich (5).

1.1.3 Vyskyt v Zivotnim prostiedi

Polychlorované bifenyly patii mezi syntetické antropogenni polutanty. Mono-,
di- a trichlorované bifenyly degraduji pomérné rychle, zatimco vySechlorované jsou vaci
biodegradaci rezistentni a mohou byt rozkladany pouze anaerobné. Rychlost degradace je
ovlivilovana nejen stupném chlorace, ale i polohou chloru. Proto molekuly s atomy chloru
V para pozici jsou biodegradovany snaze (6; 7).

Za dobu co se PCB pouzivaly, pronikly tisice tun téchto latek do zivotniho prostiedi.
Emise pochdzeji z pouzivani vyrobklti a z odpadd s obsahem PCB. Malé mnozstvi téchto
latek se mize nachazet v.mnoha halogenovanych slouc¢eninach. Dal§im zdrojem emisi jsou
kaly z odpadnich vod, nelegalni nakladani s odpady z vyrobkd obsahujicich PCB,
spalovani primyslovych i komunalnich odpadli a Uniky ze zafizeni, kterd pouzivaji PCB.
Nejdulezitéjsim zdrojem je vSak redistribuce jiz diive uvolnénych PCB. Velké mnozstvi se
také uvolnuje pii prehfati nebo explozi transformatori a kondenzatort, pii primyslovych
procesech v elektrarnach a pii zpracovani zeleza a oceli. Bylo zavedeno sledovani
tzv. indikéatorovych kongenertt (PCB 28, 52, 101, 118, 138, 153, 180), nachazejicich se
v technickych smésich ve vysokych koncentracich, které se vyznacuji stfedni az vysokou
perzistenci. Pouzivani PCB je regulovano, proto jsou nové uniky do prostfedi ve srovnani
s minulosti minimalni (6).

Ve vod¢ aVv pudé mize dochazet k velmi pomalé biodegradaci. Ve vodé¢ se PCB
sorbuji na sedimenty a organickou hmotu. Dikazem toho je jejich podstatné vyssi
koncentrace v sedimentech nez v okolni vodé (2; 6). Jelikoz mohou sedimenty slouzit jako

zasobniky PCB, jsou vodni ekosystémy témito latkami ohroZeny nejvice. Ve vodnim



prostiedi je jedinym abiotickym degrada¢nim procesem fotolyza (6). Transport PCB z pudy
do vyssich rostlin je nizky, nebot’ mnozstvi PCB v biomase hospodaisky dulezitych i plané¢
rostoucich druhti je nepatrné (1).

Stopy PCB byly zjistény na vSech mistech svéta v piidé€, povrchové a spodni vodé,
rybach i mateiském mléce (5). Dokonce byly nalezeny i v polarnich oblastech ve sn¢hu

a Vv tuku lednich medvéda, coz svédéi o skute¢né globalnim znec¢isténi (1; 5).

1.1.4 Toxicita
Stejn¢ jako DDT a jeho analogy patii PCB k lipofilnim latkam. Ukladaji se

v tukovych tkanich nebo v ¢éstech tkani bohatych na tuk. U vysSich organismi v jatrech,
nervové tkani, mozku a tukovych slozkach svald, u planktonu v jeho lipidické casti (1).
Z télesnych tuki se PCB vylucuji jen velmi pomalu, proto k otravé muze dojit po
dlouhodobé expozici nizkym davkam. Vykazuji vysokou schopnost kumulace
v sedimentech dna a ve vodnich organismech, u nichz je akumulaéni koeficient
10°-10° (10).

Studie prokazaly, ze PCB se tadi mezi latky s nizkou akutni toxicitou. Pti chronické
otravé, kterd se projevuje jiz po dlouhodobém vdechovani koncentraci mensich nez
1 mg/mg, zpusobuji ekzém, dermatitidy, jsou neurotoxické, hepatotoxické a patii mezi
podezielé karcinogeny (5). PCB s nizkym poctem atomt chloru maji niz$i karcinogenni
ucinky, nez kongenery s vysokym po¢tem navazanych atomd chloru. Pii interakci
s prokazanym karcinogenem mohou zvySovat jeho negativni ptisobeni, napt. U mykotoxint
(1; 10).

Substituce v poloze ortho zvysuje toxicitu, proto kongenery, které neobsahuji chlor
v této poloze a mohou tedy utvofit planarni usporadani, jsou lépe redukovany nez

ortho-substituované izomery (3; 11).

1.1.5 Dopady na lidské zdravi

Do téla mohou polychlorované bifenyly vstupovat inhala¢né, ale zejména oralné, tedy
kontaminovanou potravou (6). Nejvétsi nartst ve zvySovani koncentrace téchto latek nastava
hned v prvnim ¢lanku potravniho fetézce, ve stupni voda — plankton, kde jsou
10° az 10* nasobné koncentrace PCB v biomase fas ve srovnani s okolni vodou ().

Pfi koncentraci 1 mg/m® vzduchu a vyssich, se PCB vstiebavaji i neporusenou

pokozkou a dostavaji se lymfatickym a krevnim ob&hem do miznich uzlin a sleziny.



M¢éni metabolismus jinych cizorodych latek 1 steroidli v organismu, dochazi ke zvétSeni
sleziny a zpusobuji imunosupresi — vSeobecné sniZeni obranyschopnosti organismu (1).

Koncentrace téchto latek v jednotlivych organech zavisi na obsahu tuku. Vyjimkou je
mozek, ktery obsahuje méné¢ PCB nez by odpovidalo obsahu tuku v ném (6). Perzistence
jednotlivych kongenera se v organech opét 1i$i, ovSem vyssi stalost nemusi vzdy znamenat
vyssi toxicitu. Ke zvySeni toxicity PCB mohou pfispét stopy dibenzofurant a dioxind.
Rozdily v jejich toxicité mohou byt také zplisobeny vznikem specifickych meziprodukt
a metabolita (1; 6).

U savcu pii koncentraci PCB vétsi nez 50 mg/kg tuku doslo ke zménam na kuzi,
imunosupresi, porucham reprodukce, zvétSeni Stitné zlazy a ojedinéle K nadorim hladké
svaloviny. Chronicka subletalni toxicita polychlorovanych bifenylt ovliviiuje také rust
a reprodukci zvifat ve vSech stupnich potravniho fetézce. Tyto latky lze, diky prichodu PCB
bariérou krev-mozek, detekovat v mozku jak dospélych jedinci, tak i pravé narozenych
mlad’at. U zvifat bylo opakované dokazano, ze vysoké davky PCB v potravé maji souvislost
s rakovinou tlustého stieva (1; 2).

V Ceské republice plati pro koncentrace PCB v ovzdu$i pracovist tyto limity:
PEL —0,5mg/m*® a NPK-P —1 mg/m® (6).

1.1.6 Likvidace

Problémem pfi likvidaci polychlorovanych bifenylli je jejich spalovéani, kdy pfi
teplotdch pod 1200 °C z nich vznikaji polychlorované dibenzodioxiny, polychlorované
dibenzofurany a jejich derivaty, které jsou jesté mnohem toxi¢téjsi nez ptivodni latky (4; 6).
Tyto latky vznikaji také napiiklad ptfi spalovani netfidéného odpadu, kdy chlor ze
spalovanych plastdt (PVC) reaguje s fenoly pochézejicimi z papiru a ze dfeva (1).
Likvidace PCB je proto spojena s nutnosti vyuzivani zcela specialnich technologickych
postuptl, kterymi jsou spalovani v martinskych nebo cementarenskych pecich, v nichz se

jedy vazi na alkalie a nepronikaji tak do ovzdusi (1; 6).



1.2 Plynova chromatografie

Chromatografie je separacni technika, kterd vyuziva déleni slozek mezi dvéma fazemi,
Z nichz jedna je mobilni a druha stacionarni. Plynova chromatografie ma své oznaceni dle
skupenstvi mobilni faze, kterou je plyn (12).

Vzorek, kterym muze byt plyn nebo kapalina, je vstiikovan do proudu inertni, plynné
mobilni faze, ktera je Casto nazyvana jako nosny plyn (13). Pti chromatografii kapalnych
vzorku se voli takova teplota, aby molekuly délenych slozek byly v podobé par (14).

Mobilni faze unasi vzorek prostorem, ve kterém dochézi k separaci. Stacionarni faze
predstavuje nepohybujici se napln separacniho prostoru. Pti priichodu vzorku separacnim
prostorem dochazi k jeho opakované interakci se stacionarni fazi a ustavovani rozdélovacich
rovnovah mezi stacionarni a mobilni fazi. Pfitom se chromatograficky systém natolik pfiblizi
rovnovaze, ze distribuci slozky mezi dvé faze lze popsat distribu¢ni konstantou. Distribuéni
(rozdélovaci) konstanta slozky A je pomér rovnovaznych koncentraci slozky v obou féazich,
pficemz v Citateli se uvadi koncentrace slozky ve fazi staciondrni:

[Alm

S rostouci hodnotou Kp bude latka vice zadrZzovéana stacionarni fazi, bude se pomaleji

Kb

pohybovat separacnim prostorem a pozd&ji tento prostor opusti. Interakce slozky
a chromatografickych fazi jsou urcujicim faktorem pro rychlost migrace slozky
v chromatografickém systému. Rozdily v rychlostech migrace potom umoznuji rozdéleni
sloZzek. Pomoci chromatografickych technik je moZno ziskat kvalitativni i kvantitativni
informace o jednotlivych slozkach smési (15).

Mnozstvi rozdélenych slozek je zaznamenano detektorem jako funkce €asu nebo
objemu proteklého nosného plynu (14). Jednotlivé ¢asti plynového chromatografu jsou

znazornény na Obr. 2.

Zdroj nosného
plynu =@@

|
} Davkoyad
|

8

Ridici a )
vyhodnocovaci
zafizeni

Obr. 2: Schéma plynového chromatografu (16).



Tlakova nadoba slouzi jako zdsobnik nosného plynu, ktery je ptfes redukcéni ventil
veden do davkovace, chromatografické kolony a detektoru. Davkovac, kolona a detektor
jsou umistény V termostatovaném prostoru, umoznujicim individualni nastaveni teplot
jednotlivych c¢asti. Celé zafizeni je doplnéno regulacnimi prvky pro zajiSténi konstantniho
prutoku a tlaku nosného plynu kolonou a pocitaCem pro zpracovani signalu z detektoru

a fizeni prub¢hu analyzy (16).

1.2.1 Nosny plyn

Zdrojem nosného plynu jsou tlakové lahve s vodikem, dusikem, heliem nebo argonem,
které maji tu vyhodu, Ze jsou inertni vii¢i vzorku i stacionarni fazi. Volba nosného plynu je
vétsinou ur¢ena druhem kolony a detektoru (13). Kromé nosného plynu vyzaduji nékteré

detektory dalsi zdroje plynu (17).

1.2.2 Regula¢ni systém
Regulacni systém zajistuje staly nebo programové se ménici pritok nosného plynu,

ktery se reguluje jemnymi jehlovymi ventily (18; 19).

1.2.3 Davkovaci zarizeni

Nasttik vzorku se provadi mikrosttikackou pies tésnéni ze silikonové gumy (septum),
uzavirajici vnitini prostor davkovace (16). Davkované objemy se pohybuji fadové
Vv jednotkach mikrolitrti. Kapalné vzorky je nutné okamzité¢ zplynit, aby byly do kolony
transportovany jiz V podobé par, a bylo dosazeno co nejvyssi reprodukovatelnosti.
U kapilarnich kolon se pouziva tzv. délic (splitter), ktery odvede nadbyte¢né mnozstvi
vzorku mimo kolonu (14). Aby se kapalné vzorky rychle odpatily, je idealni, kdyz je
davkovac vyhtivan na teplotu alesponn o 50 °C vyssi, nez je teplota varu nejméné tékavé
slozky vzorku. Nakonec jsou pary vzorku unaSeny nosnym plynem do kolony umisténé
v termostatu (16).

Moderni pfistroje jsou jiz vybaveny zafizenim pro automatické davkovani
(autosampler) vzorku, které je vhodné pro sériové analyzy a navic zvySuje produktivitu

prace (14).



1.2.4 Kolona

V plynové chromatografii se pouzivaji napliiové nebo kapildrni kolony. Typ kolony
ovlivituje objem davkovaného vzorku, pocet analytii, které mohou byt snadno oddéleny,
dobu potiebnou pro separaci a Géinnost separace (13).

Napliové kolony jsou spirdlovité trubice ze skla, nerezové oceli, médi nebo hliniku
0 vnitinim praméru 2 az 5 mm a délce 2 az 6 m (13). Trubice obsahuji Castice Stacionarni
faze ve form¢ adsorbentu (GSC) nebo nosice se zakotvenou kapalnou fazi (GLC) (17).

Kapilarni kolony jsou nejCastéji vyrobeny z kiemenného skla o vnitinim praméru
50 — 350 um a délkou az 100 m, potazené vrstvou polymeru (polyimidu) pro zvySeni
mechanické odolnosti. Vnitini sténu maji pokrytou tenkym filmem zakotvené netékavé
kapaliny, slouzici jako stacionarni faze (16). Obecné plati, ze roste-li vnitfni pramér
a tloustka stacionarni faze, G¢innost separace se snizuje (18). Vyhodou kapilarnich kolon,
oproti napliiovym, je jejich podstatné vyssi separaéni u¢innost (20).

Kapilarni kolony lze rozdélit do tii skupin podle zplisobu umisténi staciondrni faze.
Kolony s kapalinou (tenka vrstva stacionarni faze) zakotvenou na vnitinich sténach kapilarni
trubice nesou oznaceni WCOT. Kolony skapalinou zakotvenou na nosici, ktery je
zachyceny na sténach kapilary, se nazyvaji SCOT. A poslednim druhem kolon je typ PLOT
S porovitym adsorbentem zachycenym na sténach kapilary (15).

Selektivita v plynové chromatografii je ovlivnéna volbou stacionarni faze. Stacionarni
fazi volime podle charakteru vzorku a podle rozsahu teplot varu. Obecné plati, Ze zvolena
stacionarni faze ma mit podobnou polaritu jako analyzovany vzorek (13). Existuji stovky
staciondrnich fazi, ale pouze pét az deset fazi se fadi mezi nejpouzivanéjsi. Mezi nejbéznéjsi
staciondrni faze patfi polysiloxany, skvalan s nejmensi polaritou a polyethylenglykol, ktery

je siln€ polarni stacionarni fazi (19).

1.2.5 Detektor

Latky, které opoustéji kolonu, vstupuji spolecné s nosnym plynem do detektoru, jehoz
ukolem je poskytovat rozdilné signaly pfti prichodu samotného nosného plynu (nulovy) a pti
prichodu nosného plynu obsahujiciho analyt. Fyzikaln¢ chemicka vlastnost analytu je
pfevadéna na méfitelny, zpravidla elektricky signal, ktery je zaznamendvan v zavislosti na
Case. Detektor musi mit vysokou citlivost, dobrou stabilitu signalu a jeho odezva by méla byt
linearni funkci obsahu analytu (12; 19).

Tepelné vodivostni detektor (TCD) je univerzalni, ale malo citlivy detektor. Nosny

plyn proudi ptes vlakno, které je zahifivano na urcitou teplotu priichodem konstantniho



elektrického proudu a ochlazuje ho na ur€itou teplotu (18). Eluovana latka méni tepelnou
vodivost nosného plynu, tim dojde ke zmén¢ teploty vlakna i jeho elektrické vodivosti (20).

Plamenov¢ ionizac¢ni detektor (FID) patii mezi nejcastéji pouzivané detektory. Princip
spoCiva v méfeni zmény ionizaéniho proudu vodikovo-vzduchového plamene, ktera je
zpusobena piitomnosti eluovaného analytu (12). Podstatnou cast detektoru tvofi hoiacek,
v némz je spalovana smés nosného plynu z kolony a vodiku, ktery je k nosnému plynu
pfimichan pied vstupem do hotacku. lonty a elektrony, vzniklé spalenim eluovanych slozek
ze vzorku, zvysi elektricky tok mezi hofackem a sbérnou elektrodou, ktera je umisténa nad
ustim hotacku. Jako pomocny plyn se do spodni ¢asti detektoru pfivadi vzduch (12; 17). FID
vSak neni univerzalnim detektorem, odezvu nedava vétSina anorganickych plyni a par
a nékteré organické latky, napt. HCOOH nebo CCly (20).

Detektor elektronového zachytu (ECD) je selektivni ionizac¢ni detektor, citlivy na
elektronegativni atomy, zejména halogeny (17). Z nosného plynu, ionizovaného B zaficem
%3N, vznikaji kationty a pomalé elektrony:

N, & Nj“+e
Pokud detektorem protéka pouze nosny plyn, pfena$i se migraci nabitych ¢astic mezi
elektrodami elektricky naboj wUmérny proudu. Jestlize nosny plyn obsahuje latky
s elektronegativnimi vlastnostmi, pomalé elektrony se zachyti za vzniku aniontd a dojde
k poklesu elektrického proudu (15). Ackoli je detekéni limit ECD vyborny (1-2 ng/l) (21),
jeho linearni rozsah je maximalné jen dva fady (13).

Hmotnostni spektrometr (MS) je nejéastéji pouzivan v kombinaci s plynovou
chromatografii (GC-MS) pii analyze komplexnich matric (12). lonty jsou zpravidla
analyzovany kvadrupolovym analyzatorem nebo iontovou pasti. Analyt Ize identifikovat

porovnanim jeho hmotnostniho spektra s knihovnou spekter slouc¢enin (18).

1.2.6 Termostat

Termostat udrzuje dostatené vysokou teplotu v davkovacim zafizeni, koloné
a detektoru, aby byl vzorek stale v plynném stavu (18). Jelikoz teplota téchto tii ¢asti rizné
ovlivitluje chromatografickou analyzu, termostatovani téchto prostori probihd oddélené
a vétsinou na rozdilnou teplotu, ktera odpovida jejich optimalni funkei (17). Teplota kolony,
ktera mtze byt bud’ konstantni, nebo se programové ménit, je zasadni pro dosazeni dobré

separace (13).



1.3 Extrakce kapalina-kapalina (LLE)

Extrakce je dé€lici metoda, pii niz se vyuziva rozdilné rozpustnosti jednotlivych slozek
vzorku v ruznych rozpoustédlech. Podle zptisobu provedeni je rozeznavana extrakce tuhou
fazi a extrakce kapalinou (14).

Pii extrakci PCB ze vzorkl vod se téméf vyhradné vyuziva jedné z technik extrakce
kapalinou, a to extrakce z kapaliny do kapaliny. Tato technika umoziiuje mnoho
jednoduchych, rychlych a selektivnich déleni riznych druht latek v Sirokém rozmezi
koncentraci. Dana slozka se rozd€luje mezi dvé prakticky nemisitelné kapalné faze. Jednou
z nich je vodny roztok, druhou organické rozpoustédlo nemisitelné (nebo omezené misitelné)
s vodou, ¢i roztok urCité slouceniny v tomto rozpoustédle. Extrakce se fidi Nernstovym
rozdélovacim zakonem, ktery fika, ze pomér aktivit (koncentraci) extrahované slozky v obou
fazich je v rovnovaze konstantni. Tento pomér, ktery charakterizuje danou latku pii uréité
teploté a tlaku, se nazyva rozdélovaci konstanta Kp (12; 14).

Do organické faze (tedy pies fdzové rozhrani) mohou piejit pouze elektroneutralni
slozky. Vétsina organickych sloucenin (kromé protolytl) je ve vodném roztoku piitomna
V neionizované¢ formé€. Vodny roztok organické latky sta¢i protiepat S organickym
rozpoustédlem, v némz se 1épe rozpousti nez ve vodé a vétSina organické latky se tak
prevede do organické faze. Vybér vhodného organického rozpoustédla se tidi povahou
slozky, ktera ma byt izolovana. Orientaéné lze pouzit Liebigova pravidla: Podobné se
rozpousti v podobném (14).

Anorganické slouceniny (pokud nemaji kovalentni charakter), jsou ve vodé
disociovany na ionty, které¢ do organické faze nepfechazeji. Je tedy nutné pfislusny iont
nejprve pieménit na elektroneutralni ¢astici bud’ tvorbou cheldtu, nebo iontového asociatu,

které jsou dobie extrahovatelné (20).
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1.4 Porovnani analytickych metod

Stanovenim polychlorovanych bifenyli ve vod¢ se zabyvalo jiz mnoho studii, v rdmci

nichZz bylo zkoumdno mnoho riznych zplsobil pfiprav vzorkl k analyze i1 analytickych

metod. Nasledujici tabulka shrnuje rtzné techniky s detekénimi limity, kterych bylo

dosazeno ve vybranych pracich. V experimentalni ¢asti budou tyto hodnoty porovnany

s vysledky mé prace.

Tab. 2: Prehled detek¢énich limith u stanovovanych kongenerd PCB pro rtzné analytické

techniky.
Analyt Extral_(éni Detek_éni Mez detekce Citace

technika technika [ng/l]

PCB 28 4,32

PCB 52 5,44

PCB 101 4,08

PCE 138 DLLME-SFO GC-ECD 375 (22)

PCB 153 4,18

PCB 180 3,33

PCB 28 100

PCB 138 110

PCB 153 SPME GC-MS 110 (23)

PCB 180 80

PCB 28 0,11

PCB 52 0,15

PCB 101 0,12

PCB 138 MSPE GC-MS/MS 013 (24)

PCB 153 0,13

PCB 180 0,32

PCB 28 0,04

PCB 52 0,04

PCB 101 dSPE GC-MS/MS 0.06 (25)

PCB 153 0,09

PCB 28 6,0

PCB 52 5,0

PCB 138 SBSE-TD GC-MS 5,0 (26)

PCB 153 5,0

PCB 180 15,0

v

vyuzito techniky dSPE a plynové chromatografie standemovou hmotnostni detekci.

V praci (26) bylo dosazeno az 22x nizSich LOD v porovnani s praci (23), kde bylo vyuzito
standardni techniky GC-MS. V praci (23),

11

kde bylo wvyuzito

techniky SPME




v kombinaci s GC-MS, bylo docileno az 2500x vysSich LOD Vv porovnani s ostatnimi
pracemi. V praci (22), kde bylo vyuzito techniky DLLME-SFO a GC-ECD bylo s vyjimkou

PCB 180 dosazeno srovnatelnych hodnot jako v praci (26).

Tab. 3: Pfehled vytéznosti a RSD v jednotlivych pracich.

. Objem vzorku Kon’centrva Cni VytéZnost RSD
Citace uroven
[ml] [ng/l] [%0] [%0]

100

(22) 5 1000 79,4 -112.2 8,5-8,08

(23) 30 400 neuvedeno 8-14
10

(24) 100 20 94 -108 3-6
50

(25) 200 550 84,9 -101,0 3,0-57

10
(26) 100 100 47,6 - 83,4 2,7-4,2

Nejvyssi vytéznosti (112,2 %) bylo dosazeno v praci (22), kde bylo vyuzito techniky
DLLME-SFO a GC-ECD.
V praci (26), kde bylo vyuzito techniky SBSE-TD a GC-MS, bylo dosazeno nejnizsi

v

V praci (24) bylo pfi poloviénim objemu vzorku dosazeno srovnatelnych hodnost RSD

jako v praci (25).

12




2 Material a metody

2.1 Pouzité chemikalie a ¢inidla

Standardy PCB: PCB-Mix 1 - Lot: 3061810, 10 ng/ul in iso-Octane
(Dr. Ehrensrorfer)

Tab. 4: Piehled studovanych kongenerti PCB.

Zkratka Nézev analytu Cislo CAS

PCB 28 2,4,4'-trichlorbifenyl 7012-37-5

PCB 52 2,2'5,5'-tetrachlorbifenyl 35693-99-3
PCB 101 2,2',4,5,5'-pentachlorbifenyl 37680-73-2
PCB 138 2,2',3,4,5,5'-hexachlorbifenyl 35065-28-2
PCB 153 2,2',4,4'5,5'-hexachlorbifenyl 35065-27-1
PCB 180 2,2',3,4,4' 5,5-heptachlorbifenyl 35065-29-3

Vnitini standardy:

2,4,5,6-tetrachloro-m-xylene - ¢ist. 99,0 %, Lot: 21107 (Dr. Ehrensrorfer)
PCB No0.209 - Lot: 4051210, 10 ng/ul in iso-Octane (Dr. Ehrensrorfer)
Aceton - Cist. p.a. (Penta)

n-hexan - Cist. SupraSolv (Merck)

n-heptan - ¢ist. SupraSolv (Merck)

Dusik - Cist. 99,99 % obj. (Linde)

2.2 Instrumentalni vybaveni a spotfebni material

Plynovy chromatograf: Trace 1310 (Thermo)

Chromatografickda kolona: TR-SMS; faze: phenylpolysilphenylene-siloxane,
délka: 30 m; vnitini pramér: 0,25 mm, tloustka filmu 0,25 um (Thermo)

Detektor elektronového zachytu: ECD Trace 1300 Series GC (Thermo)

Analytické vahy: Pl 2002 (Denver Instrument)

Ttepacka: Orbit 1000 (Labnet)

Odmérné sklo tfidy presnosti A (Fisherbrand)

Sklenéné davkovaci mikrostiikacky o objemu 25, 50, 100, 250 a 500 pl (Hamilton)
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e Automaticka nastavitelna pipeta 100-1000 pl: M1000 (Biohit)
e Ovladani GC-ECD systému a vyhodnocovani naméfenych dat bylo provedeno
pomoci programu Chromeleon 7.2.1.5537. Zpracovani vysledki bylo provadéno

v programu MS Office Excel 2015 a v programu EffiValidation 3.0.

2.3 Priprava roztoki a standardi

2.3.1 Priprava zasobnich roztoki

Zasobni roztok vnitiniho standardu TCMX (PCB-IS-TCMX-A) byl pfipraven
navazenim 14,13 mg latky do 10 ml odmérné banky, rozpusténim a doplnénim heptanem
po rysku. Zasobni roztok byl uchovavan v chladnicce pti 5 °C po dobu nejdéle 6 mésict.

Zasobni roztok vnitiniho standardu PCB 209 byl doddn komeréné ve forme
standardniho roztoku PCB No. 209 o koncentraci 10 ng/ul (PCB-IS-PCB209-A). Objem
zasobniho roztoku ¢inil 10 ml a jako rozpoustédlo byl pouzit isooktan. Zasobni roztok byl
uchovavan v chladnicce pii 5 °C do data exspirace (kvéten 2017).

Zasobni roztok 6 studovanych kongenerti byl dodan komeréné ve formé smésného
standardniho roztoku PCB-Mix 1 o koncentraci jednotlivych kongeneri 10 ng/ul
(PCB-ST-A). Objem zasobniho roztoku ¢inil 10 ml a jako rozpoustédlo byl pouzit isooktan.

Zasobni roztok byl uchovavan v chladnicce pii 5 °C do data exspirace (Cerven 2018).

2.3.2 Priprava pracovnich roztoki

Pracovni roztok vnitiniho standardu TCMX (PCB-IS-TCMX-B) o koncentraci 10 mg/I
byl pfipraven pipetovanim 71,48 ul PCB-1S-TCMX-A do 10 ml odmérné baiiky a doplnénim
heptanem po rysku. Dalsi pracovni roztok (PCB-IS-TCMX-C) o koncentraci 250 pg/1 byl
ptipraven pipetovanim 625 pl PCB-IS-TCMX-B do 25 ml odmérné bainiky a doplnénim
acetonem po rysku.

Pracovni roztok smésného vnitiniho standardu (PCB-1S-C) o koncentraci 100 pg/1 byl
ptipraven pipetovanim 500 ul PCB-IS-TCMX-B a 500 ul PCB-IS-PCB209-A do 50 ml
odmérné barnky a doplnénim acetonem po rysku.

Pracovni roztok standardu PCB MIX1 (PCB-ST-B) o koncentraci 20 pg/l byl
pfipraven pipetovanim 50 pl zasobniho roztoku PCB-ST-A do 25 ml odmémné banky
a doplnénim acetonem po rysku.

Vsechny pracovni roztoky byly uchovévany v chladnicce pti 5 °C po dobu nejdéle

6 mésicu.
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2.3.3 Priprava kalibraé¢nich roztoki

Kalibra¢ni roztoky byly ptipraveny dle Tab. 5. do vialek o objemu 1,8 ml. Hexan byl
davkovan automatickou pipetou (100 — 1000 upl) s plastovou Spickou, roztok vnitiniho
standardu PCB-1S-C byl davkovan stiikatkou Hamilton (100 pl) a roztok standardu
PCB-ST-C byl davkovan sadou stiikacek Hamilton (5, 10, 25, 50, 100, 250 a 500 ul). Kazda
koncentra¢ni uroven byla pfipravena vzdy ve tfech nezavislych opakovanich a analyza
kalibra¢niho roztoku byla provedena vzdy v den pfipravy.

Za ucelem kontroly Cistoty hexanu, vnitiniho standardu PCB-IS-C, vialek, pouzitych
Spicek pipety, stiikacek Hamilton i GC-ECD systému byl piipraven roztok 900 pl hexanu
a 100 ul PCB-IS-C.

Tab. 5: Piehled kalibra¢nich roztoka.

Oznaceni KO;?;F; tl;Jace Objem PCB-ST-B | Objem PCB-IS-C | Objem hexanu
roztoku [ng/1] ] ] ]

K1 0,5 25 100 875

K2 0,75 37,5 100 862,5

K3 1 50 100 850

K4 2 100 100 800

K5 5 250 100 650

2.3.4 Priprava vzorki vod

Do sklenéné lahve (1 ) se zavitem a té€snénim bylo navazeno ptesné asi 900 g vzorku
vody, 2 ml hexanu a 100 ul PCB-IS-C. V ptipadé¢ analyzy spikovanych vzorki byl do lahve
pridan jesté roztok PCB-ST-B v mnozstvi, které odpovidalo dané koncentracni urovni. Poté
byla lahev uzaviena, vloZena na tfepacku, na niz byla provedena vlastni extrakce pfi
frekvenci tfepani 200 ot/min po dobu 60 minut. Lahev byla pfi extrakci vzdy polozena
a zajisténa proti pohybu, aby byla pfi extrakci zajiSténa dostate¢na disperze kapiek hexanu
ve vzorku vody, aaby nedoSlo k rozbiti lahve jejim narazem o jinou lahev ¢i tiepacku.
Po uplynuti doby extrakce byla lahev vyjmuta, postavena na laboratorni stil a ponechéna
pfiblizn€¢ 15 minut bez pohybu. Po dostate¢ném odde€leni organické faze (horni vrstva) byla
tato faze prevedena pomoci automatické pipety do vialky o objemu 1,8 ml a vialka byla
uzaviena krimpovacim uzavérem. Kazdy vzorek byl piipraven vzdy ve tiech nezavislych

opakovanich a analyza vzorku byla provedena vzdy v den pfipravy.
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Za ucelem kontroly Cistoty hexanu, vnitiniho standardu PCB-IS-C, vialek, pouzitych
Spicek pipety, stiikacek Hamilton, sklenéné lahve (1 1), GC-ECD systému i Cistoty prace pii
ptipraveé vzorku, byl pro kazdou sérii méfeni (1 série = vzorky métené v dany den) pfipraven
slepy vzorek, ktery byl pfipraven navaZenim piesné asi 900 g vzorku mineralni vody

(Dobra voda), 2 ml hexanu a 100 ul PCB-IS-C.
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3 Vysledky a diskuse

3.1 Optimalizace chromatografické separace

3.1.1 Testovaci analyza

Za ucelem identifikace sloucenin byla provedena testovaci analyza smésného roztoku
standardd a vnitinich standarda. Byl pouzit smésny pracovni roztok v hexanu s koncentraci
analyti 250 ng/ml. Piky byly identifikovany a byly jim pfifazeny hodnoty reten¢nich ¢ast.
Vychozi podminky chromatografické separace, které byly zvoleny na zakladé kompromisu

certifikatd standardd, jsou shrnuty nize.

Podminky separace:
e Objem nastiiku: 1 pl
e Teplota injektoru: 275 °C
e Pritok plynu: 1,5 ml/min (konstantni)
e Pocatecni teplota: 60 °C (doba trvani 0,5 min)
e Teplotni gradient: 20 °C/min
e Konec¢na teplota: 300 °C (doba trvani 7,5 min)
e Teplota detektoru: 350 °C
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3.1.2 Optimalizace teploty injektoru

Teplota injektoru byla testovana pfti teplotach 200, 225, 250, 275 a 300 °C. Pro ucely
optimalizace byl pouzit smésny pracovni roztok v hexanu s koncentraci analytd 250 ng/ml.
Cilem bylo dosédhnout takové teploty injektoru (minimalné€ o 50 °C vyss$i, nez je pocatecni
teplota kolony), pii které dojde k okamzitému vypafeni vzorku bez nasledné kondenzace
a pti které ptejde co nejvétsi mnozstvi analytu z nastfikového prostoru na chromatografickou
kolonu. Jako hodnotici kritéria byla vyuzita plocha piku, faktor symetrie, rozlieni a pocet
teoretickych pater.

Bylo zji$téno, ze teplota injektoru nema téméf vliv na separaci. Pro hodnoceny
parametr byl vybran ten analyt, ktery vtomto parametru dosahoval nejhorSich hodnot.
Dalsi hodnoceni vlivu teploty pro tento studovany parametr byl proveden pro ten dany

analyt. Vysledky méfeni jsou uvedeny v Tab. 6.

. w1
Faktor symetrie byl vypoc¢ten pomoci vztahu: Ag = %

kde A je faktor symetrie, w1 /20 je sifka piku v jedné dvaceting jeho vysky a f je vzdalenost
mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou ¢asti piku v 1/20 jeho vysky.

tR2 —tr1

Rozliseni bylo vypocteno pomoci vztahu: Ry, = 2+
’ Wy +wq

kde R je rozliseni, tr je retencni ¢as a w je Sitka piku na Grovni zakladni linie.

2
2
Pocet teoretickych pater byl vypoc€ten pomoci vztahu: n = 5,54 - < & ) =16- (t—R)

W1/2 w
kde n je pocet teoretickych pater, tg je retenéni ¢as, w1 /o je Sitka piku v poloving jeho vySky

a w je Sitka piku na Grovni zakladni linie.

Tab. 6: Optimalni teplota injektoru pro jednotliva hodnotici kritéria.

Parametr Kriticky Nejhorsi Nejlepsi Ofetgglll(;?;m
Nazev Jednotky analyt hodnota hodnota °C]
Plocha piku [kHz.min] PCB 52 2,37 2,38 250
Faktor symetrie [1] PCB 28 1,12 1,08 275
Rozliseni [1] PCB 138/153 8,38 8,46 275
Pocet teor. pater [1] PCB 180 1486894 1547536 225

Rozdily mezi nejhorsi a nejlepsi hodnotou hodnocenych parametri byly minimalni.
U dvou z téchto parametrti bylo nejlepsich hodnot dosazeno pii teploté 275 °C. Pro dalsi
analyzy byla tedy zvolena teplota injektoru 275 °C.
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3.1.3 Optimalizace pocatec¢ni teploty kolony

Pocatecni teplota kolony byla zkoumana vrozmezi 40 - 100 °C. Pro ucely
optimalizace byl pouzit smésny pracovni roztok v hexanu s koncentraci analyti 250 ng/ml.
Cilem bylo dosahnout takové poc¢ate¢ni teploty kolony (obvykle 0 25 — 30 °C niZ8i, neZ je
teplota varu rozpoustédla), pii které dojde k nejlepSimu zaostieni zony davkovaného vzorku
na zacatku chromatografické kolony. Jako hodnotici kritéria byla pouzita plocha piku a pocet

teoretickych pater. Vysledky méfeni jsou zaznamenany na Obr. 3 a Obr. 4.
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Obr. 3: Graf zavislosti plochy piku na poc¢ateéni teploté kolony pro PCB 52.
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Obr. 4: Pocet teoretickych pater v zavislosti na pocatecni teploté kolony pro PCB 180.

Bylo zjisténo, Ze nejvysSich hodnot u hodnocenych parametri bylo dosazeno pii

teploté kolony 40 °C. Tato teplota byla vybrana i pro dalsi analyzy.
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3.1.4 Optimalizace pritoku plynu

Prutok plynu byl zkouman pii pratoku 0,5; 1; 1,5; 2 a 2,5 ml/min. Pii optimalizaci byl

pouzit smésny pracovni roztok v hexanu s koncentraci analyti 250 ng/ml. Cilem bylo

dosahnout co nejkratsi doby separace pii dostatecné ucinnosti separace. Jako hodnotici

kritérium bylo vyuzito rozliSeni a pocet teoretickych pater. Vysledky méfeni jsou uvedeny

v Tab. 7.

Tab. 7: Prutok plynu pii nejvyssich hodnotach rozliSeni a poétu teoretickych pater.

Pritok plynu
[ml/min]
PCB 28 PCB52 | PCB101 | PCB138 | PCB 153 | PCB 180
Nejvyssi 15 15 1 1 1 1
rozliSeni
Nejvyssi pocet 1 1 1 15 5 2
teor. pater '

Bylo zjisténo, Ze optimalnich hodnot pritoku nosného plynu bylo dosazeno v rozmezi

1 - 2 ml/min, a tak byla jako kompromisni hodnota zvolena hodnota 1,5 ml/min.
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3.1.5 Optimalizace splitless periody

Splitless perioda (doba uzavieni splitless ventilu) byla testovana pii periodé 0,5; 1;
1,25; 1,5 a 2 min. Pro ucely optimalizace byl pouzit smésny pracovni roztok v hexanu
s koncentraci analytd 250 ng/ml. Cilem bylo dosahnout takové doby splitless periody
(obvykle 0,5 — 2 min), pii které ptejde co nejvetsi mnozstvi analytu z nastfikového prostoru
na chromatografickou kolonu pii dostate¢né symetrii piku. Jako hodnotici kritérium byla
zvolena plocha piku a faktor symetrie piku. Hodnoty jsou uvedeny v grafech na Obr. 5
a Obr. 6.
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Obr. 5: Graf zavislosti plochy piku na splitless periodé pro PCB 52.
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Obr. 6: Graf zavislosti faktoru symetrie na splitless periodé pro PCB 153.

Nejlepsich hodnot bylo dosazeno pii splitless periodé 1,25 min a 2 min. Dle (27) byla

pro dalsi analyzy vybrana hodnota splitless periody 2 min.
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3.1.6 Optimalizace teplotniho gradientu

Teplotni gradient byl zkoumén pfi hodnotach 15, 30, 60, 90 a 120 °C/min. Pro Gcely
optimalizace byl pouzit smésny pracovni roztok v hexanu s koncentraci analytid 250 ng/ml.
Cilem bylo ziskat co nejkratsi doby separace pii dostate¢né ucinnosti a robustnosti separace.
Jako hodnotici kritérium bylo vyuzito rozliSeni. Hodnoty pro kriticky par PCB 28/PCB 52

jsou zaznamenany na Obr. 7.
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Obr. 7: Graf zavislosti rozliSeni PCB 28/PCB 52 na teplotnim gradientu.

V celém rozsahu byly hodnoty naprosto vyhovujici, ale zdavodu obav
o0 reprodukovatelny ptenos tepla a dlouhodobou zivotnost plynového chromatografu, byla

zvolena hodnota teplotniho gradientu 60 °C/min.
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3.1.7 Optimalizace objemu nastiiku
Objem nastiiku byl testovan v rozmezi 1 - 3 pl. Pro Gcely optimalizace byl pouzit

smésny pracovni roztok v hexanu s koncentraci analyti 250 ng/ml. Cilem bylo doséahnout co

cvwr

pikt. Jako hodnotici kritérium byl pouzit faktor symetrie piku. Vysledky méfeni jsou
uvedeny v Tab. 8.

Tab. 8: Faktor symetrie v zavislosti na objemu nastiiku.

n?l:tjgl?u Faktor symetrie [1]
[pl] PCB 28 PCB 52 PCB 101 | PCB138 | PCB 153 | PCB 180
1 1,11 1,12 1,11 1,02 1,06 1,02
1,5 11 1,13 1,08 1,04 1,07 1,01
2 0,92 1,01 1,05 1,02 1,05 1,05
2,5 0,8 0,86 1,03 1,04 1,03 1
3 0,74 0,73 0,94 1,08 1,02 1,04

Bylo zjisténo, Ze pti objemu néstiiku 2,5 - 3 pl vykazoval faktor symetrie piku hrani¢ni
az neptipustné hodnoty. Optimalnich hodnot faktoru symetrie piku bylo dosazeno v rozmezi
1 - 2 pl. Aby byly splnény pozadavky na test zptisobilosti systému dle Evropského 1ékopisu
(faktor symetrie v rozmezi 0,8 - 1,5) a byla zajisténa piimétena robustnost metody, byl pro

dal$i analyzy zvolen objem nasttiku 1,5 pl.
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3.1.8 Optimalizace teploty detektoru
Riizna teplota detektoru byla testovana v rozmezi 300 - 350 °C. Pro ucely optimalizace

byl pouzit smésny pracovni roztok v hexanu s koncentraci analytd 250 ng/ml. Cilem bylo

v

Jako hodnotici kritérium byl zvolen pomér signalu k Sumu (S/N). Namétené hodnoty pro

PCB 52 jsou zaznamenany na Obr. 8.
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Obr. 8: Graf zavislosti S/N na teploté detektoru pro PCB 52.

Nejvyssich hodnot poméru S/N bylo dosazeno pii teplot¢ detektoru 350 °C. Tato
teplota byla tedy vyuzita pro dalsi analyzy.
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3.1.9 Optimalizace chromatografické separace a detekce - souhrn

Na zaklad¢ vysledki optimalizace chromatografické separace a detekce sledovanych

kongenert byly ziskany takové podminky nastaveni pfistroje, které umoziuji za pouziti dané

instrumentace 1 spotiebniho materialu jejich co nejefektivnéjsi separaci a co nejlepsi detekci.

Souhrn finalnich podminek chromatografické separace a detekce:

Chromatograficka kolona: TR-5MS (délka 30 m; vnitini primér: 0,25 mm,

Pritoku nosného plynu:
Objem nastiiku:
Teplota injektoru:
Splitless perioda:
Teplotni gradient:

Teplota detektoru:

tloustka filmu 0,25 pum)

1,5 ml/min

1,5 ul

275 °C

2 min

0.—2.min 40 °C

2.—6,3. min 40 °C — 300 °C (60 °C/min)
6,3. — 15. min 300 °C

350 °C

Na Obr. 9 je uveden chromatogram smésného roztoku standardt a vnitinich standardt

po zoptimalizovani chromatografické separace.

Odezva detektoru[kHz]
w
W

TCMX - 7,250

PCB 28 - 7,860
PCB 153 - 9,125
PCB 138 - 5,408
PCB 180 - 10,113
PCB 209 - 12,963

PCB52-8,013
PCB 101 -8,510

—_

Cas [min]

Obr. 9: Chromatogram smésného roztoku standardt a vnitinich standardu.
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3.2 Optimalizace extrakce

V této Casti prace byla zkoumana doba extrakce, ktera ma vyznamny vliv na vytéznost
extrakce analytl ze vzorku a volba vhodného vnitiniho standardu, ktery ma zasadni vliv na

spolehlivost stanoveni. Extrakce probihala dle postupu uvedené¢ho v Kap. 2.3.4.

3.2.1 Optimalizace doby extrakce

Doba extrakce byla testovana v rozmezi 5 - 180 min. Pro ucely optimalizace byl pouzit
kalibracni roztok na nejvyssi koncentracni trovni (K5). Cilem bylo dosdhnout co nejkratsi
doby extrakce pii dostatecné vytéznosti extrakce. Jako hodnotici kritérium byla zvolena

vytéznost extrakce. V1iv doby extrakce na vytéznost extrakce je shrnut v Tab. 9.

Tab. 9: Zavislost doby extrakce na vytéznost.

Doba VytéZnost extrakce
extrakce [%0]
[min] PCB 28 PCB52 | PCB101 | PCB 138 | PCB 153 | PCB 180
5 82 81 92 79 82 77
15 89 86 86 83 88 84
30 91 89 93 86 92 88
60 92 93 94 90 96 92
180 92 97 103 97 104 100

Bylo zjisténo, Ze nejvyssich vytéZznosti bylo dosaZeno pii dobé extrakce 60 a 180 min.
Pro dalsi analyzy byla zvolena doba 60 min, nebot’ navySeni Casu o dalSich 120 min ma

na vytéznost extrakce jiz minimalni vliv a vyznamné prodluzuje dobu piipravu vzorku.
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3.2.2 Volba vhodného vnitiniho standardu

Poslednim optimalizovanym parametrem byla volba vhodného vnitiniho standardu,
ktery zasadn¢ ovliviluje pfesnost a spravnost kazdé analytické metody. Bylo zjisténo, ze pfi
pouziti dvou riiznych vnitfnich standardti se velmi liSi spravnost stanoveni, jak je vidét na
Obr. 10. Pii pouziti IS - PCB 209 se hodnoty spravnosti stanoveni v§ech analytti pohybovaly
v pruméru okolo 89 %, ale v ptipadé pouziti IS - TCMX to bylo uz pouze okolo 63 %. Jako
vhodnéjsi vnitini standard tedy byl zvolen kongener PCB 209, ktery byl vyuzit pro

nasledujici validaci a testovani metody na realném vzorku pitné vody.
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@IS - PCB 209
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Spravnost [%6]

20 H
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Obr. 10: Graf zavislosti spravnosti stanoveni na dob¢é extrakce pro PCB 28 pfi pouziti dvou

riznych vnitinich standardi.

27



3.3 Validace metody

Po optimalizaci podminek chromatografické separace a extrakce byla provedena
zékladni validace celé analytické procedury. Validace prokazuje vhodnost analytické metody
pro kvantitativni analyzu vybranych kongeneri PCB. Mezi zékladni valida¢ni parametry se

fadi linearita, spravnost, presnost, rozsah, mez detekce a mez stanovitelnosti.

3.3.1 Linearita

Orientacni rozsah byl zvolen na koncentracni tirovni 0,1 - 10 pg/l. Kazda koncentracni
uroven byla pfipravena vzdy ve tiech nezavislych opakovanich. Davkované objemy jsou

shrnuty v nasledujici tabulce.

Tab. 10: Orienta¢ni kalibra¢ni roztoky.

Oznaceni Koncentrace Objem Objem Objem

roztoku analytu PCB-ST-B PCB-IS-C hexanu
[ng/1] [ul] [nl] [l]
01 0,1 5 100 895
02 0,2 10 100 890
03 0,5 25 100 875
04 1 50 100 850
05 2 100 100 800
06 5 250 100 650
o7 10 500 100 400

Pracovni rozsah byl u vSech analyti zvolen na koncentra¢ni urovni 0,2 - 5 pg/l, nebot’
niz§i a vyssi koncentracni irovné nebylo mozné zahrnout do kalibrace z diivodu neptijatelné
piesnosti a spravnosti. Bylo zjisténo, ze detektor dosahuje linearity pouze v rozsahu jednoho
fadu (0,5 - 5 pg/l). Aby byla splnéna podminka minimalniho poctu koncentra¢nich urovni
pro sestrojeni kalibracni kiivky dle pozadavkl uvedenych v doporuceni Q2 (R1) organizace
ICH, byl do kalibrace zafazen roztok o koncentraci 0,75 pg/l (28). Davkované objemy jsou
uvedeny v Tab. 5.

Zékladni valida¢ni parametry tykajici se linearity jsou uvedeny v Tab. 11. Rovnice
kalibra¢ni kiivky (viz. Obr. 11) je uvedena ve tvaru y =k - x + q, kde y je pomér plochy
piku standardu ku plose piku vnitiniho standardu, k je smérnice kalibra¢ni kfivky,

X predstavuje koncentraci standardu v pug/l a q je intercept.
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Tab. 11: Valida¢ni parametry linearity jednotlivych analytu.

Kritérium PCB PCB PCB PCB PCB PCB

Parametr pijatelnosti | 28 52 101 | 138 | 153 | 180
Smérnice [ [V/pg] - 2126 | 1513 | 2,123 | 2,854 | 2,770 | 3,762
Intercept | [1] - 0,53 | 0,187 | 0,268 | 0,111 | 0,166 | -0,159
Korelacni |}, >0,9900 | 0,9998 | 0,9999 | 0,9999 | 1,000 | 1,000 | 0,9999
koeficient
QC [%] < 5,00 178 | 123 | 104 | 0,630 | 0,760 | 1.5
koeficient

Dle publikace Handbook of Chemometrics and Qualimetrics (29) byla u vSech analytt

splnéna kritéria ptijatelnosti, vyhodnocena v programu EffiValidation 3.0.

12 ~
y=2,126x +0,1529

10 A

AST/AIS [1]
[e)]

0 T T T T 1
0 1 2 3 4 5

Koncentrace [ng/l]

Obr. 11: Graf kalibra¢ni kiivky PCB 28.
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3.3.2 Spravnost a presnost

Dalsim validaénim parametrem byla spravnost, vyjadiena jako vytéznost
dle pozadavkl uvedenych v doporuc¢eni Q2 (R1) organizace ICH (28). Roztoky byly
pfipraveny na tiech koncentra¢nich trovnich (K1, K3, K5) dle Tab. 5. Kazda koncentra¢ni
uroven byla proméfena ve dvou dnech, vzdy ve tiech nezavislych opakovanich. Hodnoty
spravnosti naméfené prvni den jsou zaznamenany v Tab. 12 a data z druhého dne jsou

uvedeny v Tab. 13.

Tab. 12: Spravnost vyjadiena jako vytéznost - den 1.

Koncentraéni Kritérium Spravnost (den 1)
drover prijatelnosti: [9%6]
[ng/l] vytéZnost PCB PCB PCB PCB PCB PCB
[9%6] 28 52 101 138 153 180
0,5 101 92 94 99 97 103
1 40-120 100 102 101 101 101 100
5 100 100 100 100 100 100

Tab. 13: Spravnost vyjadiena jako vytéznost - den 2.

Koncentraéni Kritérium Spravnost (den 2)
droveit pl“'ij’atﬁlnosti: [%0]
[ng/] vytéZnost PCB PCB PCB PCB PCB PCB
[9%6] 28 52 101 138 153 180
0,5 101 91 96 100 98 106
1 40 - 120 101 101 104 102 102 102
5 103 101 102 101 101 101

Bylo zjisténo, Ze spravnost méfeni se V pribéhu dvou dnl pohybovala v rozmezi
91 - 106 %. Prvni den byla u vSech analytti na koncentracni tirovni 5 pg/l vytéznost 100 %.

vvvvvvvv

urovni. Naopak nejvyssi vytéznost byla vyhodnocena u PCB 180 na téZe Girovni.

Dalsim hodnocenym parametrem byla ptesnost vyjadiena jako opakovatelnost
prostiednictvim relativni smérodatné odchylky (RSD) dle pozadavkii uvedenych
v doporu¢eni Q2 (R1) organizace ICH (28). Roztoky byly pfipraveny na tfech
koncentra¢nich urovnich (K1, K3, K5) dle Tab. 5. Kazda koncentra¢ni uroven byla
proméiena ve dvou dnech, vzdy ve tfech nezavislych opakovanich. Hodnoty piesnosti
naméfené prvni den jsou zaznamenany v Tab. 14 a data z druhého dne jsou uvedeny

v Tab. 15.
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Tab. 14: Piesnost vyjadiena jako opakovatelnost - den 1.

Koncentra¢ni | Kritérium Presn(Eg;o%den 1)
“["’V/f]“ prg;gl[ﬂ‘)/"os]t" PCB | PCB | PCB | PCB | PCB | PCB
He 28 52 101 | 138 | 153 | 180
0,5 4,1 2,2 1,7 1,2 1,3 0,86
1 <30 15 3,0 0,82 0,67 0,35 0,34
5 0,43 0,04 0,22 0,23 0,17 0,21
Tab. 15: Piesnost vyjadiena jako opakovatelnost - den 2.
Koncentra¢ni | Kritérium Presn(Egﬁoﬁden 2)
‘Tl prgggl;/":]t“ PCB | PCB | PCB | PCB | PCB | PCB
He 28 52 101 138 153 180
0,5 3,0 1,6 2,0 0,20 0,32 0,11
1 <30 0,31 1,2 0,89 0,69 0,54 0,34
5 1,9 14 14 11 1,3 0,83

Z namétenych dat bylo zjiSténo, Ze pfesnost metody seV pribéhu dvou dnli

pohybovala v rozmezi 0,04 - 4,1 %. Nejvyssi presnost byla prvni den u PCB 52 na nejvyssi

Cv v

koncentra¢ni Grovni.

DalsSim

sledovanym parametrem byla mezioperacni

v

piesnost vyjadiend jako

opakovatelnost pomoci relativni smérodatné odchylky (RSD) ze vSech 18 méfeni v obou

dnech. Hodnoty pro jednotlivé analyty jsou uvedeny v Tab. 16.

Tab. 16: Mezioperacni piesnost vyjadiena jako opakovatelnost.

Kritérium Mezioperacni presnost
pFijatelnosti: [%0]
RSD [%0] PCB 28 PCB52 | PCB101 | PCB 138 | PCB 153 | PCB 180
<30 2,3 50 3,6 1,2 1,8 2,2

Na zékladé naméfenych dat bylo zji§téno, ze mezioperacni piesnost se pohybovala

v intervalu 1,2 - 5,0 %. Srovnatelnych hodnot bylo dosazeno u PCB 28 a PCB 180.

3.3.3 Rozsah

Dle vysledkd linearity, spravnosti a ptesnosti bylo zjisténo, Zze metoda poskytuje

vysledky s dostate¢nou presnosti a spravnosti v rozsahu koncentraci 0,5 — 5 ug/I.
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3.3.4 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Posledni valida¢nimi parametry - mez detekce a mez stanovitelnosti, byly
vyhodnoceny pomoci nasledujicich vztaht:
Mez detekce byla vypoctena pomoci vztahu: LOD = %
kde LOD je mez detekce, ¢ je koncentrace a S/N je pomér signalu k Sumu.
Mez stanovitelnosti byla vypoctena dle vztahu: LOQ = 150/;
kde LOQ je mez stanovitelnosti, ¢ je koncentrace a S/N je pomér signalu k Sumu.
Tab. 17: LOD a LOQ pro kalibra¢ni roztoky.
Koncentrace
Parametr [no/l]
PCB28 | PCB52 | PCB 101 | PCB 138 | PCB 153 | PCB 180
LOD 24 30 21 17 17 16
LOQ 73 91 63 53 52 48

Pro kalibracni roztoky byla zjisténa mez detekce v rozmezi 16 - 30 ng/l.

Mez stanovitelnosti se pohybovala mezi 48 - 91 ng/l.
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3.4 Testovani metody na realném vzorku vody

Vzhledem k nedostupnosti realného vzorku vody se znamym obsahem sledovanych
kongenerit PCB bylo testovani provedeno na vzorku pitné vody z vodovodniho fadu
budovy C Piirodovédecké fakulty Jihoeské univerzity v Ceskych Budgjovicich.

Nejprve bylo nutné zhodnotit spravnost a presnost celé analytické procedury.
Byly tedy pfipraveny tzv. spikované vzorky pitné vody o objemu 900 ml s piidavkem 100 pl
PCB-IS-C, 2 ml hexanu a zndmého objemu roztoku PCB-ST-B o zndmé koncentraci
dle Tab. 18. Spikované vzorky byly extrahovany a analyzovany dle zoptimalizované metody.
Kazda koncentra¢ni uroven byla provedena ve 3 nezavislych opakovanich.

V Tab. 19 jsou zaznamenany hodnoty vytéznosti spikovanych vzorkd vod

na jednotlivych koncentra¢nich arovnich a v Tab. 20 jsou uvedeny hodnoty RSD.

Tab. 18: Davkované objemy PCB-ST-B pro ptipravu spikovanych vzorki vod.

Koncentraéni | o jom pcB-ST-B
uroven [ll,l]
[no/1]
05 225
0,75 33,75
1,0 15
20 90
5,0 225

Tab. 19: Spravnost vyjadfena jako vytéznost - spikované vzorky vody.

Koncentradni Kritérium Spravnost
drovel prijatelnosti: [%0]

[ng/l] vytéZnost PCB PCB PCB PCB PCB PCB
[%0] 28 52 101 138 153 180

0,50 72 73 203 94 107 87

0,75 68 67 65 97 112 86

1,0 40 - 120 89 95 115 95 105 87

2,0 94 94 100 89 96 85

50 90 87 95 89 92 87

Tab. 20: Ptesnost vyjadiena jako opakovatelnost - spikované vzorky vody.

Koncentracni | Kritérium Pr[eos/:)l]o st

‘Tl prggg‘f},}f}t“ PCB | PCB | PCB | PCB | PCB | PCB

28 52 101 | 138 | 153 | 180

0,50 40 26 78 9.0 23 77

0,75 32 15 11 9,9 15 8,2

1,0 <30 20 91 | 31 | 28 | 56 | 37

2.0 90 | 31 | 52 | 32 | 60 | 22

5,0 85 | 30 | 25 | 39 | 36 | 40
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Vliv extrakce analytd z vody na parametr spravnost byl podle ptedpokladu jiz patrny.
Z naméienych hodnot bylo zjisténo, Ze se hodnoty tohoto parametru pohybovaly v rozmezi
65 — 203 %. Nejlepsich hodnot vytéznosti (89 — 97 %) v celém testovaném rozsahu bylo
dosazeno v ptipadé kongeneru PCB 138. Nejnizsich hodnot bylo dosazeno u PCB 101,
PCB 28 a PCB 52, jejichz vysledky se navic pohybovaly piiblizné na srovnatelné arovni.
Nejvyssi hodnota (203 %), zjisténa u PCB 101, byla z divodu pfitomnosti neznamé
interference v jednom ze tfech opakovani na koncentraéni trovni 0,50 ng/l. V tomto p¥ipadé
bylo ptekroceno kritérium piijatelnosti.
Rovnéz pfi testovani ptesnosti nebylo jiz dosazeno tak vybornych hodnot jako
Vv ptipadé postupu bez extrakce (0,04 - 4,1 %), které se nyni pohybovaly v intervalu
2,2 - 78 %. Nejlepsi ptesnosti bylo dosazeno u PCB 180, jehoZz primérna hodnota Cinila
5,2% au PCB 138 s primérnou hodnotou 5,8 %. U PCB 138 bylo ovSem vétsi rozmezi
hodnot (2,8 - 9,9 %), nez v piipadé¢ PCB 180 (2,2 - 8,2 %). V piipadé¢ PCB 28 vsak bylo
ptijatelnosti.
Mez detekce a mez stanovitelnosti byla vypoctena podle vztahti uvedenych

v Kap. 3.3.4 a vysledky jsou uvedeny v Tab. 21.

Tab. 21: LOD a LOQ spikovanych vzorkt vod.

Koncentrace
Parametr [na/l]
PCB28 | PCB52 | PCB 101 | PCB 138 | PCB 153 | PCB 180
LOD 0,5 0,2
LOQ 1 0,5

V této praci bylo dosazeno srovnatelnych hodnot meze detekce jako v praci (24), ktera
vyuzivala techniku GC-MS/MS v kombinaci s MSPE. Odpovidajici metoda GC-ECD
v praci (22) poskytovala o 1 tad vyssi hodnoty LOD. Metoda GC-MS v kombinaci
s SPME (23) dosahovala u PCB 138 a PCB 153 dokonce 550x vyssich hodnot meze detekce.

Dle Tab. 2 bylo nizsich hodnot meze detekce dosaZeno pouze v praci (25).
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4  Zavér

V teoretické cCasti byly shrnuty zékladni poznatky o polychlorovanych bifenylech,
plynové chromatografii a extrakci kapalina-kapalina. Zavér této ¢asti byl vénovan porovnani
analytickych metod s ostatnimi pracemi.

V praktické casti byla nejprve provedena optimalizace chromatografické separace,
ktera zahrnovala nékolik parametrii. NejlepSich podminek bylo dosazeno pfi teploté
injektoru 275 °C, pocatecni teploté kolony 40 °C, pratoku plynu 1,5 ml/min, splitless period¢
2 min, teplotnim gradientu 60 °C/min, objemu nastiiku 1,5 pl a teploté detektoru 350 °C.
Nasledovala optimalizace extrakce. Nejlepsi hodnoty byly ziskany pti dobé extrakce 60 min.

Dalsim krokem byla validace metody, do které se fadi linearita, spravnost, piesnost,
rozsah, mez detekce a mez stanovitelnosti. Spravnost vyjadiena jako vytéznost se
pohybovala v rozmezi 91 - 106 %. Ptesnost vyjadiena prostiednictvim RSD dosahovala
hodnot 0,04 - 4,1 % a mezioperacni piesnost se pohybovala v intervalu 1,2 - 5,0 %.
Vysledky s dostateCnou piesnosti a spravnosti poskytuje metoda Vv rozsahu koncentraci
0,5-5 pg/l. Mez detekce byla zjisténa v rozmezi 16 - 30 ng/l. Mez stanovitelnosti se
pohybovala mezi 48 - 91 ng/l.

Na zavér byla metoda testovana na realnych vzorcich pitné vody, které byly obohaceny
ptidavkem sledovanych analytd na koncentraéni troven 0,50 - 5,0 ng/l. Vliv procesu
extrakce analytd z vody i vliv pfitomnosti matrice na parametry spravnost a piesnost byl jiz
patrny. Vysledky spravnosti vyjadiené jako vytéznost se pohybovaly v rozmezi 65 - 203 %
a vysledky piesnosti vyjadiené jako opakovatelnost dosahovaly hodnot 2,2 - 78 %. V obou
ptipadech byly nejvyssi hodnoty zpiisobené ptitomnosti neznamé interference v jednom ze
zédkladé poméru signilu kSumu se pohybovaly v rozmezi 0,2 - 05 ng/l
a meze stanovitelnosti v rozmezi 0,5 - 1 ng/l. S ohledem na vSechny dosazené vysledky
spravnosti, piesnosti i meze stanovitelnosti uvedené v Kap. 3.3 bylo zjisténo, Ze tuto metodu
lze pouzit pro kvantitativni analyzu sledovanych kongenerGt PCB v realnych vzorcich
pitnych vod od koncentraci 0,50 ng/l (PCB 138, PCB 153 PCB 180) az 1,0 ng/l (PCB 28,
PCB 52, PCB 101).

S ohledem na dosazené meze stanovitelnosti by bylo mozné tuto metodu pouzit pro
analyzu redlnych vzorkd pitnych vod. Pro ucely hodnoceni podle vyhlasky (VyhlaSka
¢. 61/2003 Sbh.) by vsak bylo zapotiebi kolonu s vyssi separacni G¢innosti, aby se rozd¢lily

I ty kongenery, které pii separaci na této koloné koeluuji.
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6 Seznam zkratek a symboli

CAS
DLLME-SFO

dSPE
GC-ECD
GC-MS/MS
ICH

IS
IUPAC
LLE
LOD
LOQ
MS
MSPE
N.A.
NPK-P
PCB
PEL
PLOT
PR
PVC
RSD
SIN
SBSE-TD
scoT
SPME
ST
TCD
TCMX
WCOT
ZR

registracni ¢islo chemickych latek

disperzni mikroextrakce kapaliny kapalinou zalozena na tuhnuti plovouci
kapky

disperzni extrakce na tuhou fazi

plynova chromatografie s detektorem elektronového zachytu

plynova chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci

The International Conference on Harmonisation of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use

vnitini standard

International Union of Pure and Applied Chemistry

extrakce kapalina-kapalina

mez detekce

mez stanovitelnosti

hmotnostni spektrometr

extrakce magnetickou tuhou fazi

dany udaj neni dostupny

polychlorované bifenyly

piipustny expozi¢ni limit chemické latky

kolona s tenkou vrstvou sorbentu na vnitini strané kapilar

pracovni roztok

polyvinylchlorid

relativni smérodatna odchylka

pomér signalu k Sumu

sorp¢ni extrakce na michadélku - termalni desorpce

kolona s kapalinou zakotvenou na nosici na vnitini strang kapilary
mikroextrakce na tuhou fazi

standard

tepelné vodivostni detektor

2,4,5,6-tetrachloro-m-xylen

kolona s tenkou vrstvou organické kapaliny na vnitinim povrchu kapilary

zasobni roztok
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