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Anotace

This bachelor thesis deals with the determination of triazine pesticides in water using
GC-MS/MS. Firstly, the development and optimisation of an analytical method was
performed. The following parameters of the analytical method were chosen for optimization:
carrier gas flow rate, temperature gradient, selection of SRM transitions and collision energy
of SRM transitions. Then, several extraction parameters such as SPE column drying time,
selection of elution solvent, sample pH and sample volume were optimised. Finally,

the method was successfully validated and applied to the analysis of a real tap water sample.
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1 TEORETICKA CAST
1.1 Triazinové pesticidy

Pesticidy jsou anorganické ¢i organické slouceniny, které slouzi k potlaceni
rostlinnych a zivocisnych Sktdcii ohrozujici zemédélské plodiny, zasoby potravin, rizné
prumyslové materialy nebo ¢lovéka samotného (1).

Z negativnich vlivi pesticidi je velmi dilezitd otdzka ohledné jejich schopnosti
pfetrvavat v zivotnim prostfedi, takzvand perzistence. Rychlost degradace latek v pfirodé¢
zavisi na velkém mnozstvi faktort, zejména na teploté, pH ¢i biologické aktivité. Pokud se
do pidniho systému dostavaji tytéz latky dlouhodobé, zvySuje se schopnost pidy je
rozkladat. V ptipadé, Ze dojde k expozici vysokymi davkami pesticidu, mize naopak
biologicka aktivita poklesnout a degradace se tim muze potlacit, ¢i dokonce dlouhodobé
zastavit. Takova situace nastava pfi bodovém znecisténi. Mezi vyznamné latky s vysokou
perzistenci, které maji nepiiznivé ekologické dopady, patii i triazinové herbicidy (2).

Triaziny maji pomérn¢ vysokou rozpustnost ve vodé (naptiklad rozpustnost atrazinu
pii 20 °C je 30 mg/l) a tendenci neadsorbovat se v pidé, proto se mohou tyto kontaminanty
skrze pidu dostat do spodnich vod. N&které triaziny jsou ve vod¢ relativné stabilni, jejich
rozpustnost se snizuje se zvysujicim se pH (3).

V ptipadé, Ze se tyto pesticidy dostanou do pudy, rostliny je absorbuji ptes kofenovy
pesticidii na bazi triazinid je velmi nizkd biodegradabilita a dlouhodobé pretrvavani ve
vodnim prostiedi, pfipadné moznost vzniku nitrosamint (2).

Triaziny maji relativné nizkou akutni toxicitu pro savce. Napfiklad atrazin a simazin
vykazuji pii testovani na krysach hodnotu LD50 3000 mg/kg. Hodnoty LD50 v rozmezi
182-334 mg/kg u krys indikuji, Ze jde o mirn¢ toxické latky. Mezi typické symptomy akutni
otravy lze uvést naptiklad podrazdéni ktize a o€i, zvraceni, prijmy ¢i svalova slabost (2).

Triaziny jsou latky zasahujici do metabolismu pyrimidinovych bazi, které jsou soucasti
nukleovych kyselin. Mechanismus jejich u€inku spociva v inhibici fotosyntézy. VétSina
Z nich pterusuje fotosystém II, kdy se chlorofyl vyuziva k pteméné kratkych vinovych délek
svétla na energii. Bez této faze fotosyntézy nejsou rostliny schopné produkovat potiebnou
energii pro svij rast (3).

V nékterych zemich je pouzivani triazinovych herbicidii zakazano, pfipadné se znacné
omezuje. Na zakladé rozhodnuti Evropské komise 2004/247/EC; 2004/248/EC plati zakaz

distribuce a uzivani atrazinu a simazinu v ramci Evropské unie od 1. srpna 2005 (4).
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Stru¢né informace o analytech, na které je tato prace zaméfena, jsou uvedeny v Tab. .
Jde o triaziny a jejich degrada¢ni produkty, které se stanovuji, jelikoz jsou cCastymi

kontaminanty podzemnich vod a dalSich vodnich zdroja.

Tab. I: Prehled studovanych analyti.

Nazev analytu Pouzivana Strukturni Mr Cislo CAS
zkratka vzorec [a/mol]
rjv\/\cm
Atrazin ATR oy 215,7 1912-24-9
MG N N el
Propazin PRO PN §e 229,7 139-40-2
HJI\/\CH3
Simazin SIM NN 201,7 122-34-9
cl N/)\N/\CHG
Terbuthylazin TBA e, 229,7 5915-41-3
j:\l
Desisopropylatrazin DIA oy 173,6 1007-28-9
HiGC u N” NH,
)C\l
Desethylatrazin DEA Gy 187,6 6190-65-4
HN t-Bu
Desethylterbuthylazin DET N@N\ 201,7 30125-63-4

1.1.1 Atrazin

Atrazin patfi mezi nejCastéji monitorované triazinové herbicidy. Byval aplikovan
samostatné nebo v kombinaci s jinymi pesticidy ve formé granulatu dispergovaného ve vodé
nebo v podobé suspenzniho koncentratu. Atrazin slouzil jako pesticid u¢inny na dvoudélozné
plevele. Pouzival se v zem&dé€lstvi, v lesnictvi i ve vodnich ekosystémech. Ma relativné
vysokou rozpustnost ve vodé a je prijiman jak kofeny, tak i listy. S vyhodou se pouziva

v sus$ich oblastech, jelikoz nedochazi k jeho vyplavovani z pudy (5).




Primdrnim vstupem atrazinu do zivotniho prostiedi bylo jeho rozpraSovani na
zemédélské rostliny a nasledny splach z poli. I kdyz v Ceské republice neni registrovan
zadny pripravek s jeho obsahem, stale mize dochdzet k sekundarnim nikiim
z kontaminovanych mist (skladky odpadu a kontaminovanych zemin, byvala skladisté
agrochemikalii), kde mize byt atrazin pfitomen z doby, kdy byl jesté pouzivan (6).

Atrazin v pudé ma tendenci vstupovat do rostlin, pomalu se rozkladat nebo se
vyplavovat do povrchové nebo podzemni vody. Ve vodach se nachdzi rozpustény nebo
sorbovany na nerozpusténych latkach mineralni nebo organické povahy. V kyselych vodach
se pomalu rozklada hydrolyzou a N-dealkylaci, v neutrdlnich a zasaditych vodach rozklad
probiha velmi pomalu. Atrazin se ve vzduchu mize rozkladat reakcemi s chemickymi
latkami v ovzdu$i nebo Se sorbovat na Castecky prachu a sedimentovat. Atrazin je mirné
toxicky pro vodni prostiedi, naptiklad pro nckteré fasy. MiiZze negativné€ ovlivnit hormonalni
systém u nékterych obojzivelnikil. Atrazin nelze jednoznacné¢ zatadit mezi perzistentni latky,
nicméné polo€as pfemény 2 roky v neutrdlnim prostiedi spiSe hovoii pro jeho zatazeni do
této skupiny (6).

K expozici atrazinem dochazi v praxi pouze u pracovnikli zachazejicich ptimo
s atrazinem nebo konzumaci kontaminované podzemni vody. Kontaminace potravin neni az
tak vyznamna. Atrazin se vSak snadno vstiebava do traviciho traktu, mohou jej rychle
absorbovat plice a také neporusena kuze. Hlavni metabolickou transformaci ptedstavuje
N-dealkylace a konjugace s glutathionem. Atrazin lze zafadit mezi herbicidy pro ¢lovéka
malo toxické. Po akutni expozici dochazi k podrazdéni kize, o¢i, nevolnostem a zvraceni.
Muze mimo jiné vyvolat i alergické reakce. U laboratornich zvitat piisobi toxicky nasvalovy
a nervovy systém, jatra, ledviny, srdce a zpusobuje poruchy motoriky, koordinace
a podchlazeni (6).

Atrazin je bezbarva latka s bodem tani 175-177 °C a hustotou 1,187 g/cm? pii 20 °C.
Jeho rozpustnost ve vodé pii 20 °C je 30 mg/1 (6).

1.1.2 Simazin

Simazin patii mezi selektivni triazinové herbicidy. Pusobi pies kofenové systémy
rostlin, predevsim klicicich. Pouziva se tedy jako preemergentni selektivni herbicid hlavné
pii oSetfeni zeleniny, kde hubi nejrizngjsi druhy nezadouciho plevele a travin. Na zelené
¢asti rostlin kontaktné¢ neplsobi, jelikoZ mnozstvi simazinu piijaté listy je bezvyznamné
a neni mozné vyvolat herbicidni uc¢inek. Simazin se také pouziva ve vétSim mnozstvi jako

neselektivni herbicid pro plo$né hubeni plevelu, a to pfedev§sim na nezeméd¢lské pude. Pred



rokem 1992 byl pouzivan k hubeni plevelu a fas rostoucich ve velkych akvariich, rybnicich
nebo i v chladicich vézich (7).

Simazin lze zafadit mezi stfedné perzistentni latky, v padé pietrvava 1-5 mésicu.
Herbicidni aktivita vSak maze v pudé pietrvat jesté i rok po aplikaci. Na ¢astice pady se vaze
slabé ¢i stiedné siln€, schopnost adsorpce se vSak zvySuje s pifitomnosti jilovych cCastic.
| kdyZ je vazan slab¢, jeho prostupnost vrstvami v zemi je limitovana pomérné nizkou
rozpustnosti, a tim se snizuje schopnost pruniku do podzemnich vod. Proto simazin ztstava
predevsim pfiblizné ve svrchnich 5 cm pidy a nepronika hloubéji do oblasti koient rostlin.
V extrémné propustnych ptidach, naptiklad piscitych naplavach, vS§ak muze vSak byt splaven
degradace, pfi niz§im pH dochazi k hydrolyze. Muze se také rozkladat vlivem UV zafeni,
avsak efekt je za normdlnich podminek maly. V ovzdusi se muze rozkladat reakci
s fotochemicky vzniklymi hydroxylovymi radikaly (6).

Jde o bilou krystalickou latku s teplotou tdni 225-227 °C a hustotou 1,318 g/cm?® pii
20 °C. Jeho rozpustnost ve vodé¢ pii 20 °C je 5 mg/l. Za normalni teploty je staly vici
ziedénym alkdliim a minerdlnim kyselindm. Teprve pifi zvySené teploté nebo pii vySsi

koncentraci kyseliny probiha substituce chloru za hydroxylovou skupinu (5).

1.1.3 Propazin

Tento herbicid je pouzivan pro regulaci Sirolistého plevele a jednoleté travy. Je
aplikovan jako sprej v dobé sadby nebo ihned po vysadbé, avsak diive, nez vzejde plevel.
Propazin je pouzivan ve formé roztoku ve vodeé (8).

Propazin neni piili§ silné adsorbovan na pudni ¢astice jako jiné triaziny. Ve vétSing
pud se vaze spiSe slabé a v zavislosti na teploté, vihkosti a pH pady se mtze uvolnit. Jeho
migrace pudnim prostiedim je limitovan pfedevs§im jeho nizkou rozpustnosti ve vod¢.
Je odolny proti naruseni hydrolyzou, fotolyzou nebo biodegradaci. Ma tendenci se
vyplavovat do podzemnich vod. Vyplavovani propazinu je velmi pravdépodobné tam, kde
jsou vysoké dest'ové srazky nebo se provadi zavlazovani (7).

Velka ¢ast propazinu muze byt rozlozena piidnimi mikroorganismy. Nékteré z nich ho
dokonce vyuzivaji jako zdroj energie nebo dusiku. Fotolyza a odpafovani nejsou velmi
vyznamnymi faktory pti rozkladu propazinu. Polocas premény je 4-5 mésict (8).

Propazin je absorbovan koteny rostlin. Poté dochazi k transportu do vrchnich casti
rostliny, kde se hromadi v rostoucim vyhonku a listech rostliny. Je klasifikovan jako stredné

toxicky herbicid. Mezi pracovniky, ktefi vyrdbi propazin, byla zaznamenana kontaktni



dermatitida. Propazin muze naruSovat metabolismus nékterych vitaminu B, konkrétné
thiaminu (B1) a riboflavinu (B2) (8).

Propazin je krystalickd bezbarva pevna latka s teplotou tani 212-214 °C a hustotou
1,162 g/cm?® pii 20 °C. Jeho rozpustnost ve vods je 5 mg/l pti 20 °C. Je stabilni v neutralnim
prostiedi, V pfipad¢ ptisobeni siln€jSich kyselin nebo zasad dochazi k jeho hydrolyze.
Je nehotlavy, ale teplem se miize rozkladat. Termicky rozklad mtize produkovat toxické

oxidy uhliku, dusiku a pary chloru (5).

1.1.4 Terbutylazin

Terbuthylazin je herbicid, ktery spada do skupiny chloro-triazinovych pesticida.
V rostlinach, podobné jako u ostatnich pesticidi triazinového typu, ptisobi jako inhibitor
fotosyntézy. Dostava se do rostliny pres kofeny, coz zajistuje moznost pre-emegentniho
I post-emergentniho pouziti (9).

Po aplikaci na povrch rostliny vétSina latky setrvavd na misté, v ptipadé kontaktu
s kofeny dochazi k rychlé distribuci po celé rostliné. Metabolismus terbutylazinu byl
prozkouman pouzitim znateného *C TBA. Chemicka pfeména probiha dvéma zikladnimi
procesy. Bud hydrolyzou, kdy dojde ke vzniku hydroxy-derivatu nahradou chloru
v molekule nebo N-dealkylaci. Rychlost pfemény je siln¢ ovlivnéna mnoha faktory jako
teplota, vlhkost, mikrobialni aktivita ¢i pH (10).

Terbutylazin je bezbarva latka s bodem tani okolo 177-179 °C a hustotou 1,122 g/cm?®
pii 20 °C. Jeho rozpustnost ve vodé pii 20 °C je 8,5 mg/1 (6).



1.2 Analytické metody pro stanoveni triazini

Volba vhodné separaéni techniky zaleZi na charakteru analyzovanych slouc¢enin. Pro
stanoveni triazinovych herbicida se jako velmi Casté feSeni, vzhledem Kk jejich vlastnostem,
vyuziva plynova nebo kapalinova chromatografie. Chromatografie je separacni technika,
ktera umoznuje déleni slozek obsazenych ve vzorku. Vzorek se vnasi mezi dvé vzajemné
nemisitelné faze, mobilni fazi a nepohyblivou stacionarni fazi. Stacionarni faze, téz
nazyvana sorbent, miize mit v chromatografii velmi rozdilnou formu. Muze jit o ¢astecky
tuhé faze o velikosti jednotek az stovek mikrometru, jindy se jedna o velmi tenkou vrstvu

kapaliny na tuhych ¢asticich nebo film naneseny na vnitini strané kapilary (11).

1.2.1 Plynova chromatografie

Pii plynové chromatografii se k separaci slozek ze vzorku vyuZzivaji dvé heterogenni
faze. Mobilni faze byva zpravidla inertni plyn neboli nosny plyn. Jako Stacionarni faze se
nejcastéji pouziva kapalina ukotvena na inertnim nosici, mén¢ ¢asto klasicky sorbent (11).

V kolon¢ dochazi k déleni vzorku na zakladé¢ rozdilné schopnosti slozek zadrzovat se
na stacionarni fazi. V prib&hu separace se v kolon¢ neustale vytvaii a porusuje fazova
rovnovaha mezi mobilni a stacionarni fazi. Separovana slozka ma pfi ustanoveni rovnovahy
urcitou koncentraci ve stacionarni fazi a v mobilni fazi. Pomér mezi témito koncentracemi se
nazyva distribu¢ni konstanta. Tento parametr charakterizuje distribuci, tedy rozdéleni, slozky
mezi obé faze. Cim je hodnota distribu¢ni konstanty vyssi, tim je slozka vice vazana
stacionarni fazi a to ma za dusledek delsi zadrzovani v koloné. K efektivnimu oddéleni dvou
slozek je nutné, aby byl dostate¢né velky rozdil mezi jejich distribu¢nimi konstantami.
Jednotlivé slozky opoustéjici kolonu jsou poté detekovany v detektoru. Signal z detektoru je
Vv zavislosti na Case zaznamenavan ve formé chromatogramu. Zného jsou nasledné
vyhodnoceny kvalitativni a kvantitativni udaje o analyzovanych slozkach ze vzorku (12).

Praktickd méfeni je mozné provadét nékolika zakladnimi pracovnimi technikami. Ty
se lisi v postupu, kterym je transportovana analyzovana smés kolonou. Jedna
z nejvyznamngéjsich chromatografickych technik je elu¢ni metoda. Tato metoda je zaloZena
na vymyvani inertnim nosnym plynem. Pfi tomto zpasobu je analyzovany vzorek
jednorazové davkovan do proudu nosného plynu, tésné pied samotnym vstupem na kolonu.
Slozky opoustéji chromatografickou kolonu v ¢ase, ktery je za danych experimentalnich
podminek pro jednotlivé slozky charakteristicky, coz je mozné vyuzit k jejich identifikaci.
Vysledkem je chromatogram, ktery je tvofen sérii elucnich pikt. Kvantitativni zastoupeni

slozek ve smési 1ze ziskat vyhodnocenim ploch piku pod kiivkou (13).
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Jednoduché uporadani, a¢inné oddéleni jednotlivych slozek, moznost davkovat rychle
za sebou malda mnozstvi vzorku, ptehledny chromatograficky zaznam, ktery lze dobie
zpracovat pro ucely kvalitativni i kvantitativni analyzy, to vSe patii mezi vyhody elu¢ni
chromatografie. Tato technika provadéna za stalych podminek, tedy teploty a tlaku, je velmi
uspésna jen v téch pripadech, kdy se slozky analyzované smési svymi fyzikalnimi
charakteristikami navzajem pfili§ neli$i. Pokud se analyzuje za téchto podminek smés latek
vyrazné rozdilnymi vlastnostmi, jednotlivé slozky opoustéji kolonu s velkymi ¢asovymi
prodlevami a jejich zony jsou vyrazné rozsifené. U slozek zastoupenych ve velmi malych
koncentracich muze dojit az ke splynuti piku se zakladni linii chromatogramu. Oboji vede
k vaznym chybam pfti vyhodnocovani namétenych dat. Pro analyzu smési uvedeného typu
byla navrzena specialni pracovni technika, jejiz cilem bylo zvySit ucinnost separace
arychlost analyzy. Technika, pfi které se béhem analyzy diskontinualné nebo kontinualné
méni teplota, ptipadné prutok, se oznacuje jako programovana, respektive gradientova,
plynova chromatografie. Se zménou teploty se méni sorpéni vlastnosti stacionarni faze, a tim

i hodnota distribuéni konstanty (13).

1.2.2 Hmotnostni spektrometrie

Pii stanoveni triazinovych pesticidii je plynova chromatografie ¢asto kombinovana
s hmotnostni spektrometrii. Jde o separaéni techniku zaloZzenou na interakci iontu
s elektrickym a/nebo magnetickym polem. Poskytuje jak kvalitativni, tak i kvantitativni
informace ohledn¢ analyzované latky. Zakladni princip hmotnostni spektrometrie spoc¢iva
v tvorbé iontd z neutralnich prvki nebo molekul v iontovém zdroji, které se nasledné $tépi
na fragmentové ionty, radikdly a neutrdlni castice. Nabité Castice jsou separovany
v analyzatoru na zékladé¢ poméru hmotnosti a naboje a poté zaznamendvany detektorem.
Castice bez ndboje zpravidla nejsou zaznamenavany, jelikoz nepodléhaji piisobeni
elektrického a magnetického pole. Vystupem je hmotnostni spektrum, které vyobrazuje
zavislost intenzity nameéteného signalu na poméru hmotnosti a naboje (m/z) (14).

Ionizaci molekuly slozky pomoci elektronové ionizace dochazi obvykle ke vzniku
molekuldrniho  radikalkationtu 0 jednotkovém  naboji  dle nasledujici  reakce:
M+e>M*"+2e

Hmotnostni spektrometr se sklada z nasledujicich zékladnich ¢asti: iontového zdroje,
hmotnostniho analyzétoru, detektoru se zesilovacem, zdznamového zarfizeni a vakuového
systému (11).

V lontovém zdroji vznikaji z molekul vzorku nevratnym ods$tépenim valen¢nich

elektrona ionty. Nejbéznéjsim zpusobem provedeni je elektronova ionizace. Molekulovy

7



iont se miize rozpadat na fragmentové ionty a elektroneutralni ¢astice. Uroven fragmentace
zavisi jak na charakteru ionizované latky, tak i na pouzité energii ionizujicich elektront.
Mezi hlavni vyhody elektronové ionizace patii vysoka citlivost a moznost urcit strukturu
latky ze vzniklych fragmentovych iontli pomoci knihovnich spekter nebo na zakladé pouziti
pravidel pro interpretaci El spekter (11).

Hmotnostni analyzator slouzi k déleni generovanych ionti podle poméru m/z, kde
m je hmotnost iontu a z je celkovy naboj, ktery iont nese. Vé&tSina ionti ma jednotkovy
naboj, proto se Casto fikd, Zze v analyzatorech jsou ionty rozdéleny na zakladé své
molekulové hmotnosti. V GC/MS je bé&zné pouzivan kvadrupdlovy analyzator, sklada se ze
¢tyi rovnobéznych tycovych elektrod. Na kazdou z nich je ptivadéna stejnosmérna slozka
napéti a slozka radiofrekvencniho pole. Nastaveni téchto parametrti Ize v pribéhu analyzy
libovolné ménit a detektor tak muze detekovat bud’ konkrétni vybrané ionty 0 riznych
hodnotach m/z nebo ionty v ur¢itém zvoleném rozsahu m/z (12).

Dalsi zakladni ¢asti hmotnostniho spektrometru je iontovy detektor se zesilovacem,
ktery slouzi k zaznamenavani dopadajicich ionti. Zde dochazi k pfevodu proudu
dopadajicich iontd na proud elektront. K detekci iontti se nejcastéji pouziva detektor
s konverzni dynodou a fotonasobi¢em, ktery méni v konverzni elektrodé naraz iontu na
vyrazeny elektron. Ten dopada na fosforescenéni stinitko, kde dojde k vyrazeni fotonu, ktery
poté projde fotonasobicem (12).

Mezi hlavni pfednosti techniky GC-MS patii spojeni G¢inné Separacni techniky
plynové chromatografie s identifikacnimi moznostmi hmotnostni spektrometrie. Pfi analyze
vzorku technikou GC-MS se ziskaji dva druhy zaznamu: chromatogram a hmotnostni
spektrum.

Chromatogram je zaznam, ktery zobrazuje zavislost odezvy detektoru na retenénim
case, tedy dobé, kterou latka setrva v kolong¢ od jejiho nastiiku az po zaznamenani maxima
piku detektorem. Lze z n¢ho ziskat jak kvalitativni, tak kvantitativni informace o vzorku.
Velikost plochy pod pikem je timérna mnozstvi, respektive koncentraci latky ve vzorku (14).

Hmotnostni spektrum predstavuje zavislost relativni intenzity iontového proudu na
podilu m/z, intenzita je vztahovana k fragmentu s nejvyssi hodnotou iontového proudu.
Molekularni pik, ktery zpravidla odpovida nejvysSimu poméru m/z, poskytuje informaci
0 molekulové hmotnosti slou¢eniny. Zakladni pik je nejvyssi a je mu pfifazena 100 %
intenzita. Pti kvantitativnim stanoveni byva vyuzivano metody absolutni kalibrace, vnitiniho

standardu nebo standardniho ptidavku (14).



1.3 Extrakce na tuhou fazi

Extrakce je separacni proces, pii kterém jsou v kontaktu dvé navzijem nemisitelné
faze, mezi které se distribuuji analyty na zéakladé jejich rozd€lovacich koeficientu.
Rozdélovaci koeficient je definovan jako pomér rovnovaznych koncentraci rozpusténé latky
ve dvoufazovém systému. Piechod castice z jedné faze do druhé je zpusoben interakci
molekul extrakéniho rozpoustédla s molekulami ve vzorku. Cilem extrakce je selektivni
oddéleni analytu od ostatnich sloZek a jeho nasledné zakoncentrovani (15).

Extrakce na tuhou fazi (SPE) je jednostupnova metoda, pti které se analyt sorbuje na
pevnou fazi, do niz pfechazi z plynné nebo kapalné faze. Interakce analytu s tuhou fazi musi
byt silngjsi neZ s fazi kapalnou, ve které je rozpustén. Analyty se selektivné zadrzuji na
sorbentu, ktery je umistén ve formé sloupce nebo membrany v kratké kolonce (16).

Extrakce na tuhou fézi je vysoce efektivni metoda, ktera je v dnesni dobé vyuzivana
velmi frekventované. Pouziva se v Siroké skale stanoveni, at’ uz jde 0 analyzy Zivotniho
prostiedi, farmaceutické ¢i biochemické analyzy, ale i v organické chemii a v potravinafstvi.
Vyhody oproti klasické extrakci metodou kapalina—kapalina je nizka spotieba rozpoustédla,
uspora ¢asu a pripadna automatizace. Tato metoda umoziuje pouziti velkého mnozstvi
riznych sorbenti pro polarni, hydrofobni aiontové interakce. Hlavnim ucelem SPE je
odstranéni ruSivych slozek z matrice, selektivni zakoncentrovani a izolace analytu.
Zakoncentrovanim se mohou vyznamné snizit detekéni limity, coz je vyznamny aspekt pti
stopové analyze (17).

V soucasné dob¢ lze SPE pouzit ve c&tyrech zakladnich modifikacich. Selektivni
extrakce je zachyt pouze analytu, ostatni slozky matrice prochazi sorbentem bez zadrzeni,
nasleduje eluce zachycenych analytl. Pti selektivni eluci dojde k zachytu analytu i ostatnich
slozek matrice v sorbentu, eluuje se vSak pouze analyt. Selektivni promyvani predstavuje
zachyceni analytu i ostatnich slozek matrice, poté jsou vymyvany interferujici slozky,
nakonec se provede eluce analytu. Pti odstranéni matrice jsou zachyceny interferujici latky,

analyt prochazi bez zadrze (18).

1.3.1 Sorbenty pro stanoveni triazinu

Pred samotnym vybérem vhodného sorbentu je nezbytné si nejprve zjistit co nejvice
informaci o vzorku, uvazit vlastnosti matrice a analytu, a na zédklad¢ toho poté zvolit vhodny
typ tuhé faze. Povaha analytu, tedy jeho polarita, funkéni skupiny, povaha matrice,
oCekavana koncentrace analytu, to vsSe jsou priority, které je tfeba sledovat pii vybéru

vhodného sorbentu. Triazinové pesticidy jsou spiSe nepolarni organické latky, proto se



pouzivaji SPE kolonky s nepolarni fazi. NejlepSiho zachyceni analytu Ize doséhnout, kdyz
ma zvolend pevna faze podobnou polaritu jako analyt. Nejbéznéji pouzivané jsou C18
sorbenty, coz je polymerné vazana oktadecylova faze na silikatové matrici. K nepolarnim
interakcim dochazi mezi uhlovodikovymi fetézci na funkéni skupiné sorbentu a analytu (17).

Témét vSechny organické slouceniny vykazuji néjaké nepolarni interakce. Oproti
tomu nemodifikovany silikagel vykazuje spise polarni interakce. Typické sorbenty
s vyraznym nepolarnim charakterem jsou jiz zminéné C18 modifikované silikagely.
Vykazuji pomérné nizkou selektivitu, jelikoz jejich funkéni skupiny, alkyl substituenty,
mohou interagovat téméf se vSemi nepolarnimi analyty (17).

Velmi podobnym typem jako jsou C18 sorbenty, jen s mensimi obménami, jsou
kolonky Lichrolut EN. Sorbent tvofi ethylvinylbenzen-divinylbenzen polymer. Tyto kolonky
byly vyvinuty pfedev$im pro analyzy vzorku Vv zivotnim prostiedi. Maji velmi velky
specificky povrch a vybornou sorpcéni kapacitu pro nepolarni latky jako jsou tieba praveé
triazinové herbicidy. Nabizi hned nékolik vyhod, pfedev§im v tom, Ze se mohou pouzit
v kombinaci s béznymi organickymi rozpoustedly. S témito kolonkami dochazi k vyznamné
uspote rozpoustédla, jelikoz je poZzadovano jen malé mnozstvi na kondicionaci a eluci. Dalsi
vyhodou je uspora Casu, nebot méné sorbentu znamena méné Casu na kondicionovani
a suSeni. Ve srovnani s jinymi kolonkami Lichrolut maji Lichrolut EN az desetkrat vyssi
sorp¢ni kapacitu (19).

Dalsim moznym typem sorbentu, na kterém lze ucinné extrahovat triazinové
pesticidy je Envi-Carb. Neporézni uhlikaty zaklad kolonky umoziuje rychly extrakéni
proces bez sniZeni sorpcni schopnosti pro dané analyty. Protoze uhlikaty zaklad je neporézni,
mohou byt vzorky zpracovavany rychle, jelikoZ sorpce nevyzaduje rozptyleni analytu do
porézni ¢asti. Navzdory tomu, ze plocha povrchu ¢astic je mensi neZ na poréznim silikagelu,
kapacita pro stanoveni pesticidu je postacujici. Vzorek je pfevadén pres kolonky pod tlakem
nebo vakuem, eluce pesticidu je provadéna nizkou rychlosti. Extrakci analytt na tuhou fazi
z vodnych roztokt pomoci sorbentu Envi—Carb poskytuje vyznamné vyhody oproti klasické
extrakci kapalina—kapalina nebo SPE na silikagelu a tuto techniku lze také snadno
zautomatizovat (16).

Mezi novgjsi typy SPE kolonek lze zafadit kolonky plnéné MIP (molecularly
imprinted polymers), které jsou urceny k selektivni extrakci jedné slouceniny nebo skupiny
strukturné podobnych sloucenin. Kolonky MIP obsahuji zesitovanou polymerni fazi
s ,,dutinkami®, stericky a chemicky komplementarnimi k molekule analytu. Pfinos MIP

predstavuje vysoky stupenn preCisSténi vzorku a vysoka selektivita dosazend rychlou
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asnadnou tpravou vzorku. Tim jsou vhodnou volbou pro extrakci triazind a jejich

degradac¢nich produkti pii extrakcich z vody (15).

1.4 Porovnani analytickych metod na stanoveni triazinta

Stanoveni triazinovych herbicidi ve vod¢ je velmi Casto studované téma. Bylo

testovano mnoho rtznych zptsobt provedeni. Néasledujici tabulka shrnuje rGzné techniky

a detekcni limity, kterych bylo dosazeno ve vybranych pracich. V experimentalni ¢asti pak

budou porovnany vysledky mé prace s t€émito hodnotami.

Tab. II: Prehled detekcnich limitit u vybranych triazinii pro rizné analytické techniky.

Analyt Extrakéni technika Detekeni Mez detekce Citace
technika [ng/1]

DIA 40

DEA SPE, uhlikové nanotrubicky GC-MS 50 (20)
ATR 20

2:;\? SPME, PDMS vldkno GC-MS égg (21)
SIM 20

DEA 10

DIA SPE,Oasis MCX polymer GC-MS 10 (22)
ATR 20

PRO 20

DIA 12

DEA SPE, C18 GC-MS/MS 0,75 (23)
ATR 0,75

DET 0,1

DIA 0,2

DEA 0,2

PRO SPE, MIP LC-MS/MS 0.1 (24)
ATR 0,1

SIM 0,1

v

vyuzito techniky SPE s MIP sorbentem a kapalinové chromatografie s tandemovou
hmotnostni detekci. V praci (23), kde bylo vyuzito SPE s C18 sorbentem a GC-MS/MS bylo

dosazeno vyrazné niz§ich LOD u ATR a DEA v porovnani s ptipady, kde bylo vyuZzito

standardni techniky GC-MS. Mez detekce u DIA vysla srovnatelné s praci (22), kde bylo
vyuzito SPE s MCX polymerem a GC-MS.
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2

MATERIAL A METODY

2.1 Pouzité chemikalie a ¢inidla

Standardy triazinG: atrazin - Cist. 99 %; desisopropylatrazin - Ccist. 95 %;
desethylatrazin - cist. 99 %; propazin - cCist. 99 %, terbutylazin - cist. 99 %;
desethylterbutylazin - ¢ist. 99 %; simazin- Cist. 99 % (Riedel-de Haen)

Vnitini standard: deuteroatrazin - ¢ist. 98,5 % (Dr. Ehrensrorfer)

Ethylacetat - ¢ist. pro HPLC (Chromservis)

Acetonitril - ¢ist. pro HPLC (Merck)

Aceton - ¢ist. p.a. (Penta)

Metanol - ¢ist. pro HPLC (Merck)

n-hexan - ¢ist. SupraSolv (Merck)

Kyselina fosforeéna - ¢ist. 85 % (Penta)

Hydroxid sodny p.a.- ¢ist. 98 % (Penta)

Helium - ¢ist. 99,999 % obj. (Linde)

Argon - ¢ist. 99,99 % obj. (Linde)

Dusik - ¢ist. 99,99 % obj. (Linde)

Instrumentalni vybaveni a spotiebni material
Plynovy chromatograf: Trace 1310 (Thermo)

Chromatograficka kolona: TR-5MS; faze: phenylpolysilphenylene-siloxane,
délka: 30 m; vnitini pramér: 0,25 mm; tloustka filmu 0,25 pm (Thermo)

Hmotnostni detektor: TSQ 8000 Evo Triple Quadrupole (Thermo)

SPE kolonky: SDB-L Styrene-Divinylbenzen Polymer 200mg/3ml (Strata)
Analytické vahy: R200D (Sartorius Research)

Dry-block: SBH130D/3 (Stuart)

Nastavec pro odpafovani vzorkti: SBHCONC/1 (Stuart)

pH metr: Star A111 (Thermo)

Ultrazvukova lazen: USC-THD (VWR)

Aparatura pro SPE extrakci (Chromabond)

Odmérné sklo tridy presnosti A (Fisherbrand)

Sklenéné davkovaci mikrostiikacky o objemu 25, 50, 100, 250 a 500 pl (Hamilton)
Délici nalevka se zabrusem NZ14/23 na vytoku; 1000 ml (Simax)

Automaticka nastavitelna pipeta 100-1000 ul: M1000 (Biohit)

Ovladani GC-MS/MS systému a vyhodnocovani namétenych dat bylo provedeno
pomoci programu Xcalibur 3.0.63. Zpracovani vysledki bylo provadéno v programu

MS Office Excel 2007 a v programu EffiValidation 3.0.
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2.3 Priprava roztoku standardu

2.3.1 Priprava zasobnich roztoki

Z kazdé standardni latky byl pfipraven samostatny zasobni roztok (ZR-zkratka
pesticidu) navazenim piesné asi 10 mg latky do 10 ml odmérné banky, rozpusténim
a doplnénim acetonitrilem po rysku. Pro simazin bylo nutné pouzit metanol, jelikoz
V acetonitrilu mé& malou rozpustnost. VSechny zasobni roztoky byly wuchovavany

Vv chladnicce pfi 5 °C po dobu nejdéle 6 mésici.

2.3.2 Priprava pracovnich roztoki

Smésny pracovni roztok (PRI-acetonitril) byl pfipraven odpipetovanim 50 ul ze
zasobnich roztoku sklenénou davkovaci stiikackou do 50 ml odmérné baiky a doplnénim
acetonitrilem po rysku. Déle byl pfipraven dalsi, desetkrdt ziedény, pracovni roztok
(PR2-acetonitril) pipetovanim 1 ml PR1 do 10 ml odmérné baiky a doplnénim acetonitrilem
po rysku. Dal§im desitkovym t&€dénim byl pfipraven i 100x zfedény pracovni roztok
(PR3-acetonitril). Ze zasobnich roztokt byl dale pfipraven smésny pracovni roztok
(PR1-ethylacetat) pipetovanim 50 ul sklenénou davkovaci stiikackou do 50 ml odmérné
bailkky a doplnénim ethylacetitem po rysku. Dale byl pfipraven dalsi, desetkrat zfedény,
pracovni roztok (PR2-ethylacetat) pipetovanim 1 ml PR1 do 10 ml odmémé banky
a doplnénim ethylacetitem po rysku. DalSim desitkovym iédénim byl pfipraven
I 100x zfedény pracovni roztok (PR3-ethylacetat).

Pracovni roztok vnitiniho standardu deuteroatrazinu (IS-acetonitril) byl pfipraven
pipetovanim 100 pl zasobniho roztoku IS do 50 ml odmémé banky a doplnénim
acetonitrilem po rysku. Pracovni roztok vnitiniho standardu deuteroatrazinu (IS-ethylacetat)
byl pfipraven pipetovanim 100 upl zasobniho roztoku IS do 50 ml odmérné banky
a doplnénim ethylacetatem po rysku.

VSechny pracovni roztoky byly uchovavany v chladni¢ce pii 5 °C po dobu nejdéle

6 mésicti. Vysledné koncentrace v pracovnich roztocich shrnuje nasledujici tabulka.

Tab. lll: Vysledné koncentrace analytii v pracovnich roztocich.
Oznaceni Koncentrace analyti [ng/ml]
roztoku ATR SIM PRO TBA DIA DEA DET IS
PR1 993 1006 999 1059 952 1019 1072 800
PR2 99,3 100,6 99,9 105,9 95,2 101,9 107,2 ---
PR3 9,93 10,06 9,99 10,59 9,52 10,19 10,72 ---
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2.3.3 Priprava kalibraénich roztoki

Bylo pfipraveno celkem 12 kalibra¢nich Grovni v ethylacetatu, kazda ve tfech
opakovanich. Kalibra¢ni roztoky byly ptipraveny do vialek o objemu 1,8 ml. VSechny
pracovni roztoky byly zpracovany v den analyzy a nebyly dale uchovéavany. Vysledné

koncentrace v pracovnich roztocich shrnuje nasledujici tabulka.

Tab. IV: Prehled kalibracnich roztoku.

Oznaceni Koncentrace | Objem Objem Objem Objem IS Objem

roztoku analytu PR1 PR2 PR3 [nl] ethylacetatu
[ng/ml] [ul] [l] [ul] (]
T1 400 200 0 0 100 200
T2 200 100 0 0 100 300
T3 100 50 0 0 100 350
T4 50 25 0 0 100 375
T5 25 0 125 0 100 275
T6 10 0 50 0 100 350
T7 5 0 25 0 100 375
T8 2 0 10 0 100 390
19 1 0 0 50 100 350
T10 0.5 0 0 25 100 375
T11 0.2 0 0 10 100 390
T12 0.1 0 0 5 100 395
BLANK 0 0 0 0 100 400

2.3.4 Priprava SPE kolonek a spikovanych vzorku vody

Pted extrakci byly SPE kolonky kondiciovany. Kolonky byly proplachnuty 2 x 2 ml
ethylacetatu, 1 X 2 ml acetonu, 2 x 2 ml metanolu a 3 x 2 ml destilované vody, pfi¢emz tieti
objem 2 ml byl ponechan nad sorbentem SPE. V celém pribéhu kondicionace se kolonka
neponechavala vyschnout. K extrakci bylo do kadinky (250 ml) odméfeno odmérnym
valcem 200 ml vzorku nebo roztoku kalibra¢niho standardu (acetonitril) ve stolni vodé
(Dobra voda). Do vzorku bylo vzdy piidavano 100 pl 1S-acetonitril.

Obsah kadinky byl preveden do délici nalevky a K ni byla pomoci filtraéniho nastavce
pfipojena pfedem pfipravena SPE kolonka. Ke kolonce byla pfipojena odsavaci hadicka. Po
sorpci byly kolonky ptipojeny k odsavacimu zatizeni, byly promyty dvakrat 1ml destilované
vody a byly odsavany mirnym podtlakem, aby se vysusila sorbovana voda.

Do vialky (1,8 ml) ve stojanu byly umistény SPE kolonky. Do $irsi ¢asti kolonky (nad
sorbetem) bylo opatrné pipetovano 0,5 ml ethylacetatu a po jeho vsaknuti do sorbetu bylo
ponechano asi 5 minut na eluci a pak byl ze sorbetu vytlacen mirnym ptetlakem (pomoci
plastové stiikacky). Tato operace byla zopakovana jesté tiikrat. Pak byla ze dna vialky
odsata sklenénou stiikackou (100 pul) oddélena voda. Rozpoustédla byla opatrné odfoukana

pomoci proudu dusiku (pii 40 °C) ptiblizné na 500 pl.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Optimalizace chromatografické separace

3.1.1 Testovaci analyza

Testovaci analyza smésného roztoku standardil a vnitiniho stanardu byla provedena za
ucelem identifikace sloucenin. Pro tento ucel byl pouzit smésny pracovni roztok standard
v etylacetatu s koncentraci analyta 100 ng/ml. Piky byly identifikovany a byly jim pfifazeny
hodnoty reten¢nich ¢ast. Vychozi podminky chromatografické separace jsou shrnuty
V nésledujicim ptehledu. Tyto parametry byly zvoleny na zdkladé doporuceni mého

Skolitele.

Podminky separace:
* Objem nastiiku: 1 pl
* Teplota injektoru: 230 °C
*  Pratok plynu: 1,1 ml/min (konstantni)
» Detekce v rozsahu: 40-350 m/z

* Teplotni gradient je popsan v Tab. V

Tab. V: Vychozi teplotni gradient.

Faze Narist [°C/min] Teplota [°C] Doba setrvani [min]
pocatek 0 50 1
1 80 140 0
2 5 210 0
3 20 260 0

Chromatogram prvni separace je uveden na Obr. 2. Vzhledem k tomu, Ze doslo ke
koeluci simazinu s vnitinim standardem bylo doporuceno provést zéakladni optimalizaci
chromatografické separace. Testovan byl rizny pritok mobilni faze kolonou a teplotni

gradient.
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Obr. 2: Chromatogram smésného roztoku standardii - testovaci analyza.

3.1.2 Optimalizace priitoku nosného plynu

Ruzny pritok helia kolonou byl testovan v rozsahu 1,1-1,5 mil/min. Pro ucely
optimalizace byl pouzit smésny pracovni roztok standardi v ethylacetatu s koncentraci
analytd 100 ng/ml. Cilem bylo dosdhnout lepsi kvality separace, pfedev§im mezi simazinem
a vnitinim standardem. Jako hodnotici kritérium bylo zvoleno rozliSeni mezi vnitinim
standardem a atrazinem. RozliSeni mezi simazinem a vnitinim standardem nemohlo byt
objektivné hodnoceno, jelikoZ u simazinu nebylo mozné zjistit Sitku piku v poloving vysky.
Zakladni vysledky méfeni jsou uvedeny v Tab. VI., detailni vysledky méfeni jsou uvedeny

v Tab. XXV.

2:(tpaTR—tRIS) __  2-Atg
waTrtWis warrtWis

Rozliseni bylo spocteno pomoci vztahu: Ro7g 1s =

kde R je rozliSeni, tr je retencni ¢as a w je Sifka piku v poloving vysky.

Tab. VI: Rozliseni mezi IS a ATR v zavislosti na prutoku helia.

Priitok helia kolonou [ml/min] | Doba analyzy [min] | RozliSeni IS/ATR [1]
11 18,6 1,28
1,2 18,3 1,20
1,3 18,0 1,16
14 17,8 1,16
15 17,5 1,19
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Optimalniho rozliSeni mezi IS a ATR bylo dosazeno pfi prutoku 1,1 ml kolonou, doba
analyzy se v pfipadech vyssich hodnot pritoku vyrazné nezkratila. Pro dalsi analyzy tedy

byla ponechana hodnota pritoku helia 1,1 ml.

3.1.3 Optimalizace teplotniho gradientu

Ruzny narast teploty byl testovan v oblasti 140-210 °C, jelikoz bylo prokazano, Ze
tato oblast ma nejvétsi vliv na kvalitu separace. Pro ucely optimalizace byl pouzit smésny
pracovni roztok standardll v ethylacetdtu s koncentraci analyt 100 ng/ml. Jako hodnotici
kritérium bylo opét zvoleno rozliSeni mezi vnitfnim standardem a atrazinem a bylo spoc¢teno
pomoci vztahu uvedeného v Kap. 3.1.2. Zakladni vysledky méfeni jsou uvedeny v Tab. VII.,

detailni vysledky méfeni jsou uvedeny v Tab. XXVI.

Tab. VII: Rozliseni mezi IS a ATR v zavislosti na teplotnim gradientu.

Nariist teploty [°C/min] | Doba analyzy [min] | RozliSeni IS/ATR [1]
1 74,6 1,16
2 39,6 1,22
3 27,9 1,26
5 18,6 1,07
10 11,6 0,78

Bylo zjisténo, ze optimalniho rozliSeni mezi vnitfnim standardem a atrazinem je
dosazeno pii narustu teploty 3 °C/min, tato hodnota byla tedy zvolena jako optimalni. Pii
tomto teplotnim programu doslo i k mirnému zlepSeni separace mezi simazinem a vnitinim

standardem. Veskeré parametry optimalniho teplotniho gradientu jsou uvedeny na Obr. 3.

Oven 5/5L front) Run Table
300
250
—
200 ol
150
100 /
50
0
0 2 4 B 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Ramps ':3:' Opticns
Rate Temperature | Hold Time Max. temperature: 3500 °C Owven on: v
# | fCmin) | (T) fmin)
- sD.D 'I..I}I} Prep-run timeout: 10.00 min
1 200 1400 0.00 Equilibration time: 0.10 min
2 10 2100 0.00 Ready delay: 0.10 min
3 200 2600 0.00

Obr. 3: Optimalni teplotni gradient.
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3.2 Optimalizace hmotnostni detekce

3.2.1 Volba SRM piechodii

Na zakladé¢ doporuceni mého Skolitele byly zvoleny K testovani prekurzorové

a produktové ionty (viz Kap. 7, Tab. XXVII). Pro kazdy analyt byly vybrany dva pfechody,

z nichz jeden je urcen ke kvantifikaci a druhy slouzi k ovéfeni, tedy identifikaci. Piechody

urcené ke kvantifikaci byly vybrany na zadklad¢ nejvysSich hodnot S/N. Analyzovan byl

smésny pracovni roztok standardi v ethylacetditu s koncentraci analytd 100 ng/ml.

V Tab. VIII jsou uvedeny dvojice iontt, které byly zvoleny pro jednotlivé typy SRM

piechodu.

Tab. VIII: Vybrané SRM prechody.

Analyt | Piechod ke kvantifikaci Prechod k ovéfeni
DIA 173 — 145 173 — 158
DEA 187 — 172 187 — 145
DET 201 — 145 201 — 186
SIM 201 — 173 201 — 186
ATR 215 — 200 215 — 173
PRO 214 — 172 229 — 214
TBA 229 — 173 214 — 173

IS 220 — 205 ---

3.2.2 Optimalizace kolizni energie SRM prechodu

Cilem této optimalizace bylo nastavit energii v kolizni cele v retencnich casech

odpovidajicim jednotlivym analytim tak, aby plochy pikd byly co nejvétsi pti zachovani

alesponn 10 % prekurzorového iontu. Analyzovan byl smésny pracovni roztok standarda

v ethylacetatu s koncentraci analytd 100 ng/ml. Tab. IX shrnuje optimalni hodnoty energii

odpovidajici SRM piechodiim uréenym ke kvantifikaci.

Tab IX: Optimalni kolizni energie odpovidajici jednotlivym SRM prechodiim.

SRM DIA DEA DET SIM ATR PRO TBA IS
piechod |173 — 145|187 — 172|201 — 145|201 — 173|215 — 200|214 — 172|229 — 173 | 220 — 205
Kolizni
energie 7 8 8 7 8 8 7 8

[eV]

Bylo prokazéano, Zze optimalni hodnota kolizni energie je u vétSiny analyti 8 eV,
uDIA, SIM a TBA 7 eV. Na Obr. 5 je jako ptiklad vyobrazena zavislost plochy piku na
kolizni energii u SRM piechodu ATR 215 — 200.
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Obr. 5: Zavislost plochy piku u prechodu ATR 215 — 200 na kolizni energii.
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3.3 Optimalizace extrakce

V ramci této kapitoly byly testovany rizné parametry, které mohou mit vliv na vytézek
extrakce. Spikované vzorky byly pfipravovany davkovanim 100 pul PR1-acetonitril do
200 ml stolni vody a byly extrahovany dle postupu uvedené¢ho v Kap. 2.3.4. Referencni
vzorky byly pfipraveny ze smésného pracovniho roztoku standardt v ethylacetatu
(PR1-ethylacetat) pfimo do vialky na odpovidajici koncentra¢ni urovni po zkoncentrovani

analytd.

3.3.1 Optimalizace doby suseni SPE kolonky

Nejdiive byla zjisténa zavislost hmotnosti kolonky se sorbovanou vodou na dobé
suSeni. Bylo zjiSténo, ze po 40 minutach jiz nedochdzi k vyrazné zmeéné hmotnosti kolonky,
takze po této dobé by méla byt kolonka vhodné ptipravena k provedeni eluce organickym

rozpoustédlem. Vysledky shrnuje Tab. X.

Tab. X: Zavislost hmotnosti kolonky na dobé suseni.

Cas Hmotnost kolonky [g]
[min] 1 2 3
0 2,5550 | 2,6557 | 2,7344
0,5 2,5447 | 2,5578 | 2,5328
1 2,5281 | 2,5459 | 2,5224
2 2,4983 | 2,5280 | 2,5026
4 2,4536 | 2,4987 | 2,4694
8 2,3833 | 2,4419 | 2,4081
16 2,2742 | 2,3368 | 2,3048
32 2,1936 | 2,2126 | 2,1948
40 2,1936 | 2,2120 | 2,1946

NNy
(€ IRV Y N

Hmotnost kolonky [g]
I
w w > B~

NN
NN

0 10 20 30 40 50

Cas [min]

Obr. 6: Zavislost hmotnosti kolonky ¢. 1 na dobé suseni.
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Nasledn¢ bylo ovSem nutné zjistit, zda doba suSeni nema vliv na vytézek extrakce. Pro
testovani byly pouzity kolonky, které byly suseny po dobu 16, 32 a 40 minut. Vysledky
prokazuji, ze doba suseni nemé vliv na vytézek extrakce. Jako optimalni doba suseni SPE
kolonky byla tedy zvolena doba 40 minut, jelikoZ se tim eliminovala nutnost odstrafovat
oddé€lenou vodu z vialky po provedeni eluce. Vliv suseni na vytézek extrakce shrnuje

Tab. XI.

Tabulka XI: Zavislost doby suseni na vytezek extrakce.

Doba suSeni Vytézek extrakce [%0]
[min] DIA DEA DET SIM ATR PRO TBA
16 80,9 100,2 97,7 104,1 99,6 100,3 105,0
32 80,2 100,0 98,6 107,9 98,7 100,9 105,7
40 81,3 99,2 98,5 109,4 101,0 102,5 105,2

3.3.2 Volba vhodného elu¢niho rozpoustédla a jeho objemu

Za ucelem dosazeni optimalnich hodnot vytéznosti analytii byla testovana celkem tii
rizna eluéni rozpoustédla. Eluce byla provadéna 4 x 500 ul methanolu, 6 x 500 pl hexanu
a4 x 500 ul ethylacetatu. Pro kazdé elu¢ni rozpoustédlo byla pouzita vlastni SPE kolonka
akazda z frakci kazdého elu¢niho rozpoustédla byla analyzovana zvlast. Podil analytd
Vv jednotlivych frakcich je shrnuty v Tab. XIl. Tyto podily jsou vyjadieny jako plocha piku

analytu v dané frakci ku celkové plose, respektive souctu ploch piki ve vsech frakcich.

Tabulka XIl: Podil analytii v jednotlivych elucnich frakcich.

Kolonka | Erakce Zastoupeni analyti v elu¢nich frakcich [%]
DIA | DEA |DET |[SIM| IS | ATR | PRO | TBA
EtAcl | 824|824 | 822|824 (835|823 | 829 | 811
1 EtAc2 | 155 151 | 154 | 149 | 159 | 15,3 | 14,7 | 16,0
EtAc3 | 21 | 25 | 24 | 27 |06 | 24 | 24 | 29
EtAc4 | 00 | <0,1 | <0,1 |<0,1| 0,0 | <0,1| 00 | 0,0
Hex1 | 00 | 0,0 | 61,2 (153| 00 | <0,1| 36 | 0,1
Hex2 | 00 | 60 | 48 | 83 | 45 | 11,7 | 7,8 | 3,7
5 Hex3 | 00 | 41 | 228 | 35 200 6,2 | 140 | 14,8
Hex4 | 0,0 | 67,8 | 0,0 | 13,8 |21,4| 18,2 | 19,7 | 23,2
Hex5 | 0,0 | 216 | 10 |28,1|17,6| 25,5 | 24,3 | 26,5
Hex6 | 0,0 | 04 | 10,2 | 31,0 |36,5| 38,5 | 30,6 | 31,7
MeOH 1 | 59,3 | 58,2 | 55,8 | 48,8 | 56,2 | 50,9 | 48,6 | 45,9
3 MeOH 2 | 21,7 | 22,8 | 24,4 | 30,4 | 33,7 | 30,0 | 31,2 | 32,7
MeOH3 | 11,2 | 116 | 125 | 12,7 | 59 | 11,7 | 129 | 135
MeOH4 | 78 | 74 | 74 | 81 |43 | 75 | 73 | 79
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Z namé&fenych hodnot je patrné, ze v pripad¢ pouziti ethylacetatu se vétSina analyt
eluuje jiz v prvni frakci. Hexan je nevhodné rozpoustedlo, protoze eluovany byly pouze
mén¢ polarni analyty, zejména ATR, PRO a TBA. V pfipadé¢ methanolu doslo k eluci
uvsech analytl, ale ponékud pozvolnéji nez v piipadé pouziti ethylacetatu. Z vysSe
uvedenych vysledka vyplyva, ze optimalnim elu¢nim rozpoustédlem k extrakci analyth

z dané SPE kolonky je ethylacetat.

Celkové hodnoty vytéznosti extrakce V zavislosti na druhu elu¢niho rozpoustédla jsou
shrnuty v Tab. XIII.

Tabulka XIII: Vyteznost extrakce v zavislosti na pouzitém rozpoustédle.

vex VytéZnost extrakce [%0]

Rozpoustédlo DIA DEA | DET SIM ATR | PRO
Et Ac 96,9 97,1 100,0 100,8 92,4 94,9
Hexan 0,0 0,1 0,1 0,6 3,0 76
MeOH 103,0 98,9 96,5 97,1 87,4 83,3

3.3.3 Optimalizace pH vzorku

Hodnota pH vzorku vody mtze mit v nékterych ptipadech zasadni vliv na vytéznost
extrakce. Ztohoto divodu byl testovan vliv téi rtiznych hodnot pH (3,7,9) na vytézek
extrakce. VVzorky vody byly pH upravovany pomoci ziedéné kyseliny fosfore¢né (1:1, v/v)
a 1M roztoku NaOH. Ptesné hodnoty pH byly zméfeny pomoci pH metru se sklenénou
elektrodou. Vysledky vytéznosti extrakei jsou shrnuty v Tab. XIV.

Tab. XIV: Vliv pH na vytéznost extrakce.

H Vytézek extrakce [%6]
p

DIA DEA DET SIM ATR PRO TBA
2,92 | 74,0 92,2 96,2 101,6 96,9 95,8 98,7
7,02 | 71,8 89,1 96,0 105,3 98,5 99,4 101,8
9,04 | 7372 94,4 99,0 103,8 99,8 101,2 105,1

Na zaklad¢ vysledku testovani bylo prokazano, ze pH roztoku nema vyznamny vliv na
vytéznost extrakce. Pro dalsi analyzy bylo rozhodnuto neupravovat pH vzorki za

predpokladu, ze se jejich hodnota pH pohybuje v uvedeném rozmezi.
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3.3.4 Optimalizace objemu vzorku

Poslednim optimalizovanym parametrem byl objem vzorku k extrakci. Testovani
bylo provedeno v rozsahu 200-1000 ml vzorku vody. Do 1000 ml vzorku bylo nadavkovano
100 ul roztoku PR1-acetonitril, do 500 ml 50 pl a do 200 ml 20 pl, a to z toho divodu, aby
koncentrace analytd byla stejna ve vSech testovanych vzorcich. V Tab. XV je srhnuty vliv

objemu vzorku na vytéznost extrakce.

Tab. XV: Viiv objemu pouZzitého vzorku na vytéznost extrakce.

Vytézek extrakce [%0]
Objem [ml]
DIA | DEA DET SIM ATR PRO TBA
1000 32,2 95,7 98,8 98,1 96,7 97,7 100,0
500 60,8 | 102,5 104,8 103,7 102,1 104,0 105,3
200 108,0 | 105,1 108,7 113,2 98,2 100,1 103,0

Bylo prokazano, ze optimalni vytéznost u DIA je v ptipadé pouziti 200 ml vzorku
k extrakci, u ostatnich analyti nemél tento parametr piili§ vyznamny vliv. Jako optimalni

objem vzorku vody k extrakci byl tedy zvolen objem 200 ml.
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3.4 Validace metody

Po provedené optimalizaci zékladnich podminek chromatografické separace,
hmotnostni detekce i postupu extrakce byla provedena validace analytické metody, kterou
ma byt prokazano, ze je metoda vhodnd a zplsobila pro kvantitativni analyzu vybranych
pesticidi. Mezi zdkladni validacni parametry patii linearita, ptesnost, spravnost, rozsah, mez

detekce, mez stanovitelnosti.

3.4.1 Linearita

Pracovni rozsah byl u vSech analyti zvolen na koncentra¢nich trovnich T1-T5, jelikoz
niz§i koncentra¢ni Grovné nebylo mozné u zadného z analytd zahrnout do kalibrace
S pfijatelnou pfesnosti a spravnosti. Kazdd koncentracni troven byla zméfena ve
3 nezavislych opakovanich. Nasledujici ptehled (viz Tab. XVI) shrnuje zakladni valida¢ni
charakteristiky tykajici se linearity. Rovnice kalibra¢ni pfimky jsou uvedeny ve tvaru
y = kx + @, kde kje smérnice ptimky, q intercept, y ptedstavuje pomér plochy piku
standardu ku plose piku vnitiniho standardu a x je koncentrace standardu v ng/ml. Ve vsech
pfipadech byla splnéna kritéria pfijatelnosti  (korelacni  koeficient > 10,9990,
QC koeficient <5 %), ktera byla piejata z publikace Handbook of Chemometrics and

Qualimetrics (25) a byla vyhodnocena v programu Effivalidation 3.0.

Tab. XVI: Prehled parametri kalibracnich zavislosti jednotlivych analytii.

Parametr DIA DEA DET SIM ATR PRO TBA
Smérnice [ml/ng] 0,0070 | 0,0074 | 0,0061 0,0072 | 0,0059 | 0,0161 | 0,0074
Intercept [1] -0,0480 | -0,0831 | -0,0362 | -0,0161 | -0,0038 | -0,0241 | -0,0083
Korela¢ni koeficient [1] | 0,9993 | 0,9981 | 0,9993 | 0,9992 | 0,9997 | 0,9997 | 0,9997
QC koeficient [%] 2,63 4,37 2,68 2,65 1,80 1,72 1,70
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Obr. 7: Graf kalibracni zavislosti TBA.
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3.4.2 Spravnost a presnost

Dal§imi hodnocenymi validatnimi parametry byla pfesnost vyjadiend jako
opakovatelnost pomoci relativni smérodatné odchylky (RSD) a spravnost vyjadiena jako
vytéznost, a to pro vSech 5 koncentracnich urovni T1-T5. Kazda koncentracni uroven byla
zmeétena ve 3 nezavislych opakovanich.

V Tab. XVII jsou uvedeny hodnoty piesnosti aVv Tab. XVIII jsou uvedeny hodnoty
spravnosti pro jednotlivé koncentra¢ni Grovné analytd. Toto testovani bylo provedeno na
vzorcich, které byly pfipraveny stejnym zptusobem jako kalibracni roztoky, tzn. pouze

fedénim pracovnich roztoki ethylacetatem bez vlivu extrakéniho postupu.

Tabulka XVII: Presnost vyjadiend jako opakovatelnost — analyt v ethylacetdtu.

. .| Kriterium Piesnost [%0]
Kmfcentrva om pFijatelnosti:
uroven RSD [%)] DIA DEA | DET SIM ATR | PRO | TBA

T1-400 pg/l 2,1 2,3 0,8 0,9 1,3 1,4 0,8
T2 —-200 pg/l <15 1,2 1,2 2,0 3,5 0,5 0,8 1,3
T3 -100 pg/l 1,9 3,4 1,0 3,7 1,4 1,1 1,0
T4 -50 pg/l <1 4,3 55 1,7 7,0 4,3 3,4 1,8
T5-25 pg/l - 0,7 0,2 3,4 2,1 4,3 2,2 0,2

Tabulka XVIII: Spravnost vyjadiend jako vyteéznost — analyt v ethylacetatu.

. .| Kriterium Spravnost [%6]

Koncentracni pFijatelnosti:

uroven e DIA DEA DET SIM ATR PRO TBA

Vytéz. [%0]

T1-400 ng/l 100,3 | 101,0 | 100,7 | 100,3 | 100,0 | 100,3 | 100,3
T2 -200 ng/l 80 -110 100,0 95,7 97,3 98,3 99,7 99,0 98,7
T3 -100 ug/l 98,0 98,7 98,7 99,0 100,3 99,3 99,0
T4 -50 pg/l 60— 115 99,6 103,7 | 103,3 | 101,3 | 100,0 | 101,3 | 103,0
T5-25 ug/l 106,3 | 112,0 | 109,0 | 107,6 | 100,7 | 103,7 | 105,3

Na zakladé namétenych dat bylo zjisténo, Ze presnost metody se pohybuje v rozmezi
0,2-7,0 % a spravnost metody se pohybuje v rozmezi 95,7-112,0 %. Nejvyssi piesnost byla
dosazena v ptipad¢ TBA, jejiz hodnota RSD c¢inila v priméru 1 %. Naopak nejnizsi presnost
byla zjisténa v piipad¢ SIM, kde tento parametr dosahl hodnoty 3,5 % a byly zde navic
ziskany vysledky s celkové nejvétsi variabilitou (na koncentra¢ni urovni T4).

Pii zamySleném pouZziti metody pro kvantitativni stanoveni pesticidii v realnych
vzorcich vod je vSak nezbytné provést i hodnoceni piesnosti a spravnosti analyzy vzorkt vod
se znamym obsahem téchto pesticidl. Pro tyto ucely byly pfipraveny modelové vzorky stolni
vody o objemu 200 ml spiidavkem 100 pl pracovniho roztoku vnitiniho standardu
(IS-acetonitril), které byly nasledné¢ obohaceny pridavkem znamého objemu smésného
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standardu 0 znamé koncentraci (tzv. spikované vzorky). Objem a koncentrace ptidavku
standardu byl shodny s objemem a koncentracemi pracovnich roztok pouzitych pro
ptipravu kalibra¢nich roztoki na koncentra¢nich trovnich T1-T5 (viz Tab. IV). Tyto vzorky
pak byly extrahovany dle zoptimalizovaného postupu extrakce a poté analyzovany. Rozsah
testovani spikovanych vzorkl byl shodny s rozsahem testovani vzorku, které byly pfipraveny
pouze fedénim pracovnich roztokli ethylacetitem bez vlivu extrakéniho postupu.
V Tab. XIX jsou uvedeny hodnoty piesnosti analyz na jednotlivych koncentra¢nich urovnich
spikovanych vzorki. Tyto hodnoty jsou uvedeny jako relativni smérodatna odchylka

vysledki.

Tabulka XIX: Presnost vyjadrend jako opakovatelnost — spikované vzorky vod.

Koncentra¢ni | Kriterium Piesnost [%0]
uroven pFijatelnosti:

(/1] RSD [%] DIA DEA | DET SIM ATR | PRO | TBA

1 3,2 2,0 15 0,8 1,0 0,6 0,5

0,5 7,7 7,3 3,2 17 0,3 17 0,7

0,25 <30 5,8 4,1 1,8 19 1,0 0,2 0,4

0,125 4,3 2,5 2,3 0,8 1,3 0,4 0,6

0,0625 1,5 0,3 2,9 3,4 1,0 1,2 1,7

Tabulka XX: Sprdvnost vyjadrenad jako vytéznost — spikované vzorky vod.

« .| Kriterium Spravnost [%0]
Koncentracni pFijatelnosti:
uroven v DIA DEA DET SIM ATR PRO TBA
Vytéz. [%0]
1 74,6 99,3 102,9 98,2 99,8 100,1 | 107,4
0,5 68,3 88,2 95,7 94,7 98,4 98,6 104,2
0,25 40 -120 84,1 96,5 99,0 96,1 96,8 95,8 101,5
0,125 92,3 107,2 | 104,9 99,6 97,5 98,4 102,3
0,0625 109,1 | 114,3 | 1135 | 108,1 98,2 99,1 104,8

Vysledky hodnoceni piesnosti metody, jejiz postup zahrnoval i extrakci analytl
Z matrice, jsou téméf shodné s vysledky piesnosti ziskané analyzami standardnich roztok.
Hodnoty piesnosti se pohybovaly v rozmezi 0,2—7,7 %, coz poukazuje na minimalni vliv
extrakce na hodnotu tohoto validaéniho parametru. Nejvyssi piesnosti bylo dosazeno opét
Vv ptipadé TBA (primérna hodnota RSD 0,8 %). Nejnizsi presnost vSak byla u spikovanych
vzorkl zji§téna v piipad€ DIA, u kterého primérnd hodnota RSD byla 4,5 %.

Vysledky spravnosti metody zahrnujici postup extrakce vSak vykazuji Sir§i rozmezi
hodnot vytéznosti (68,3—114,3 %) nez v piipadé postupu bez extrakce (95,7-112,0 %). Vliv
extrakce na hodnotu tohoto parametru byl ocekdvan, protoze témer nikdy nedojde
k dokonalému (UpIlnému) zachytu veskerého mnozstvi analytu ani k jeho dokonalé (Giplné)

eluci ze sorbentu. Navic matrice témét vzdy obsahuje néjaké interferujici latky, které mohou
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ovlivnit proces ionizace a/nebo koeluovat s danym analytem. Nejvyssi spravnosti bylo
dosazeno V piipadé¢ PRO (primérnd hodnota vytéznosti 98,4 %) a ATR (primérnd hodnota
vytéznosti 98,1 %). U néktery analyti sice bylo dosazeno i lepsi prumérné vytéZnosti
(SIM — 99,3 %; DEA — 101,1 %), ale hodnoty vytéznosti na jednotlivych koncentra¢nich
DIA s primérnou hodnota vytéznosti 85,7 % a variabilitou na jednotlivych koncentracnich
urovnich v rozmezi 68,3-109,1 %.

Ve vsech pripadech byla splnéna uvedena kritéria pfijatelnosti piejata z publikace
Guidelines for Standard Method Performance Requirements (26), ¢imz bylo prokazano, ze

metoda poskytuje vysledky s piijatelnou piesnosti a spravnosti.

3.4.3 Rozsah

Na zékladé vysledki linearity, pfesnosti a spravnosti bylo potvrzeno, Ze analyticka
metoda poskytuje vysledky s dostate¢nou presnosti spravnosti v rozsahu koncentraci analytt

ve vodach uvedenych v Tab. XXI.

Tab. XXI: Koncentracni rozsahy pro stanoveni vybranych triazinii ve vode.

Mez Koncentrace analytu ve vodé [ng/l]

DIA DEA DET SIM ATR PRO TBA
Dolni 60 63 68 63 63 63 65
Horni 953 1020 1073 1005 993 1000 1060

Metoda je tedy vhodna pro stanoveni téchto vybranych pesticidli v pitné¢ vode dle
pozadavkt aktudlnd platné legislativy Ceské republiky (Vyhlaska ¢. 252/2004 Sb.), ktera
stanovuje nejvyssi mezni hodnotu pro tyto pesticidy na trovni 100 ng/l a nejvyssi mezni

hodnotu pro sumu pesticidti na Grovni 500 ng/1 (27).

3.4.4 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce byla vyhodnocena jako koncentrace, pro kterou vyska piku
odpovidajiciho analytu byla trojndsobna oproti primérné vysSce Sumu zakladni linie. Mez
stanovitelnosti byla vyhodnocena jako koncentrace, pro kterou vyska piku odpovidajiciho
analytu byla desetindsobna oproti primémé vySce Sumu zakladni linie. Hodnoty poméru
signalu k sumu (S/N) byly pouzity z vyhodnocovaciho programu Xcalibur. V Tab. XXII jsou
LOD a LOQ ziskané z kalibra¢nich roztoku piipravenych v ethylacetatu, v Tab. XXIII jsou

hodnoty ziskané ze spikovanych vzork.
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Tab. XXII: LOD a LOQ ziskané z analyzou kalibracnich roztokil.

Koncentrace [ng/l]
Parametr
DIA DEA DET SIM ATR PRO TBA
LOD 1000 200 700 300 100 200 200
LOQ 3200 700 2100 1100 300 700 700
Tab. XXII: LOD a LOQ ziskané analyzou spikovanych vzorkii.
Koncentrace [ng/l]
Parametr
DIA DEA DET SIM ATR PRO TBA
LOD 13 2,5 9,3 1,3 1,3 0,8 0,8
LOQ 38 8,3 28 4,3 4,3 2,5 2,8

V porovnani s hodnotami, které jsou uvedeny v Tab. Il poskytovala tato metoda
u vétSiny analytd niz§i LOD v porovnani s pracemi, kde bylo vyuzito GC-MS. Bylo
dosazeno tadové velmi podobnych hodnot meze detekce u analyti DIA, DEA a ATR jako
v praci (23), kde bylo pouzito SPE s C18 sorbentem a GC-MS/MS. OvSem v porovnani
spraci (24), kde bylo vyuzito k extrakci vzorki SPE s MIP sorbentem a technika
LC-MS/MS, nebylo u Zddného z analyt dosaZeno zdaleka tak nizkych detekénich limitt.

3.5 Testovani metody na realném vzorku vody

Pro testovani metody na realném vzorku vody byla pouzita pitna voda z vodovodniho
systému PiF JU (budova C, 1. patro, mistnost 01 047). Analyza vzorku vody byla provedena
ve tfech nezavislych opakovanich. Pro hodnoceni kvality (Cistoty) pfipravy vzorku, Cistoty
chemikalii 1 pfistroje byla také provedena analyza slepého vzorku. Bylo zjiSténo, Ze vzorek
vody obsahuje stopova mnozstvi atrazinu a desethylatrazinu. Konkrétni hodnoty koncentraci
téchto analyti vSak nemohou byt uvedeny, protoze vysledky se Vobou piipadech
pohybovaly v oblasti mezi mezi detekce amezi stanovitelnosti. Obsahy zbyvajicich
sledovanych pesticidi se pohybovaly pod mezi detekce metody. Vysledky analyzy jsou
uvedeny v Tab. XXIV.

Tab. XXIV: Analyza vody z vodovodniho systému PiF JCU.

Analyt

DIA

DEA

DET

SIM

ATR

PRO

TBA

Koncentrace [ng/l]

<LOD

<LOQ

<LOD

<LOD

<LOQ

<LOD

<LOD
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4 ZAVER

V teoretické Casti této prace byly shrnuty zakladni informace o vlastnostech a pouziti
vybranych triazinovych pesticidi a moznosti jejich stanoveni ve vod¢. Duraz byl kladen
zejména na extrakci analyti pomoci sorpce na tuhou fazi ajejich nasledné stanoveni
plynovou chromatografii s hmotnostni detekci.

V ramci praktické ¢asti byla nejprve provedena optimalizace chromatografické
separace. NejlepSich podminek bylo dosazeno pii prutoku nosného plynu 1,1 ml/min
a teplotnim gradientu s ndrtstem 3 °C/min. Poté byla provedena optimalizace hmotnostni
detekce, ktera zahrnovala volbu vhodnych SRM piechodii a optimalizaci jejich kolizni
energie (optimalni hodnoty ¢inily 7 a 8 eV). Nasledné byl vypracovan postup extrakce
pesticidit z vody na tuhou fazi pomoci SDB-L sorbentu. Optimalnich podminek extrakce
bylo dosazeno pii pouziti 200 ml vzorku vody, suseni SPE kolonky po dobu 40 minut a eluci
pomoci 4 x 500 ul ethylacetatu. Poté byla provedena zakladni validace metody, Vv ramci
které byly hodnoceny nésledujici validacni parametry: linearita, pfesnost (vyjadiena jako
opakovatelnost), spravnost, rozsah, mez detekce a mez stanovitelnosti. Bylo zjisténo, ze
vypracovana analytickd metoda vyhovuje vSem kritériim pfijatelnosti v rozsahu
60-1000 ng/l (koncentrace analytu ve vod¢), a tim bylo prokazano, ze je zpusobila pro
zamySlené pouziti. Metoda je rovnéZz vhodna pro stanoveni téchto vybranych pesticidi
vpitné vodé dle pozadavki aktuilné platné legislativy Ceské republiky (Vyhlaska
¢. 252/2004 Sb.), kterd stanovuje nejvySsi mezni hodnotu pro tyto pesticidy na Urovni
100 ng/l. Meze detekce se pohybovaly v rozsahu 0,8-13 ng/l. V porovnani s diskutovanymi
pracemi, které vyuzivali techniku GC-MS, bylo vtéto praci vyuzivajici techniku
GC-MS/MS dosazeno celkové nizsich detekcénich limitd.

Nakonec byla metoda pouzita pro analyzu realného vzorku pitné vody z vodovodniho
syst¢tmu PiF JU. Analyzou bylo zjisténo, Ze voda obsahuje stopové mnozstvi atrazinu
a desethylatrazinu, jejichz konkrétni hodnoty vSak nemohly byt uvedeny, protoze vysledky
se v obou piipadech pohybovaly v oblasti mezi mezi detekce a mezi stanovitelnosti.

Dalsi prace by mohla byt zaméfena na testovani rtiznych typii chromatografickych
kolon, nejnovéjsich typd sorbentti nebo jinych extrakénich technik. Velky potencial také
skryva pouziti kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci, kterd umoznuje stanoveni

I polarngjSich analytl a za jistych podminek i dosaZeni nizSich mezi detekce.
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6 SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

ATR atrazin

ATR-D5 deuterovany atrazin

CAS registracni ¢islo chemickych latek

DEA desethylatrazin

DET desethylterbutylazin

DIA desisopropylatrazin

FS detekce v daném rozsahu hmot

GC plynova chromatografie

GC-MS plynova chromatografie s hmotnostni detekci

GC-MS/MS plynova chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci

IS vnitini standard

LC kapalinova chromatografie
LD50 sttedni smrtelnd davka

LOD mez detekce

LOQ mez stanovitelnosti

MS hmotnostni spektrometrie
MS/MS tandemova hmotnostni spektrometrie
N/A dany udaj neni dostupny

PR pracovni roztok

PRO propazin

SIM simazin

S/N pomér signalu k Sumu

SPE extrakce na tuhou fazi

SPME mikroextrakce na tuhou fazi
SRM detekce konkrétnich prechoda
ST standard

TBA terbutylazin

ZR zasobni roztok
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7 PRILOHY

Tab. XXV: Data k vypocteni rozliseni mezi IS a ATR v zavislosti na priitoku helia.

Prutok helia | Reten¢ni | Reten¢ni ¢as Sirk? l\?lk}l\,k S;rk-a Qlk}lvk RozliSeni
kolonou | ¢&asIS ATR |VPO e T vpo e Y | ISIATR
[ml/min] [min] [min] [min] [min] [1]

1,1 15,32 15,44 0,09 0,09 1,28
12 15,00 15,12 0,10 0,10 1,20
1,3 14,73 14,84 0,10 0,09 1,16
14 14,47 14,58 0,10 0,09 1,16
15 14,23 14,34 0,10 0,09 1,19

Tab. XXVI: Data k vypocteni rozliseni mezi IS a ATR v zavislosti na teplotnim gradientu.

Narust Retenc¢ni | Reten¢ni Cas v i;gl‘?nglf}lék v iiglé?ngli(}lgk RozliSeni
teploty ¢as IS ATR P s SRy Ve TR Y 1 1sIATR
[°C/min] [min] [min] [min] [min] [1]
1 22,17 22,39 0,20 0,18 1,16
2 17,85 18,00 0,13 0,12 1,22
3 15,32 15,44 0,10 0,09 1,26
5 12,49 12,57 0,08 0,07 1,07
10 9,35 9,39 0,05 0,05 0,78

Tab. XXVII: Hodnoty specifickych hmotnosti prekurzorovych a produktovych iontii.

Analyt Specificka hmotnost iontu [m/z]
lont prekurzoru | Produktovy iont 1 | Produktovy iont 2

DIA 173 158 145
DEA 187 172 145
DET 201 186 145
SIM 201 186 173
ATR 215 200 173
PRO 229 214 172
TBA 229 214 173

IS 220 205 178

3
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Tab. XXVIII:

Plochy pikit vybranych SRM prechodii v zavislosti na energii v kolizni cele.

) Plocha piku [counts min]
Er[‘:\r/‘-i'e DIA DEA DET SIM IS ATR PRO TBA
173-145 | 173-158 | 187-145 | 187-172 | 201-145 | 201-186 | 201-173 | 201-186 | 220-205 | 215-173 | 215-200 | 229-214 | 214-172 229-173 | 214-173
1 103249 43115 36515 125058 96664 54108 116443 53995 193012 83666 102214 80900 283771 154415 31895
2 205367 88765 66259 249291 158515 | 109966 224690 99243 335236 156411 | 168421 | 143473 470616 283666 56883
3 397075 | 173007 | 126482 476880 280591 | 220549 | 441233 182008 602887 280332 | 312822 | 258535 781051 508736 101567
4 576191 | 257554 | 184334 724098 409594 | 311848 653670 283990 947599 419046 | 475028 | 393389 | 1114832 734682 144212
5 825301 | 356743 | 280741 | 1032493 | 622111 | 427311 973148 427128 | 1405739 | 599408 | 708933 | 596646 | 1717506 | 1060474 | 210886
6 864084 | 384176 | 284310 | 1032851 | 709351 | 413878 949126 448957 | 1595246 | 654871 | 816495 | 703279 | 1984570 | 1133969 | 230620
7 938693 | 427033 | 336195 | 1073976 | 817858 | 429256 | 1027246 | 504305 | 1863260 | 717228 | 876446 | 806520 | 2318447 | 1235374 | 233177
8 840411 | 406211 | 338838 | 1138152 | 843960 | 370935 936180 477770 | 1889252 | 601292 | 949057 | 830089 | 2395316 | 1138598 | 245243
9 676618 | 337341 | 290716 895633 776417 | 298687 681930 412879 | 1671723 | 479241 | 768659 | 711894 | 2135630 911386 195776
10 571216 | 305430 | 267546 798038 738610 | 258059 543977 368506 | 1527210 | 394619 | 712407 | 657226 | 1993815 767372 170117
11 496401 | 281098 | 261216 737661 733667 | 232318 424812 341274 | 1423735 | 323790 | 694660 | 643077 | 1940810 659950 149861
12 363811 | 226788 | 204740 600213 632130 | 191421 306938 283330 | 1241439 | 235676 | 594534 | 511398 | 1674149 473356 119539
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