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Abstrakt a klicova slova

Abstrakt

Kyseliny chlorbenzoové jsou vyznamnym kontaminantem zivotniho
prostiedi, jejichz hlavnim zdrojem je bakterialni degradace polychlorovanych
bifenylti. Kyseliny chlorbenzoové se kumuluji v Zivotnim prostfedi a inhibuji
dalsi bakterialni degradaci polychlorovanych bifenyli.

V této praci byla optimalizovana metoda pro stanoveni 15 derivati
chlorbenzoovych kyselin (2-CBA; 3-CBA,; 4-CBA; 2,3-CBA,; 2,4-CBA; 2,5-
-CBA; 2,6-CBA; 3,4-CBA; 3,5-CBA; 2,3,5-CBA; 2,3,6-CBA; 2,4,6-CBA,
2,3,4,5-CBA; 2,356-CBA a 2,34,5,6-CBA) vplidni matrici zahrnujici
vysokotlakou extrakci rozpoustédlem, ptecisténi pomoci gelové permeacni
chromatografie, derivatizaci diazomethanem a naslednou kvantifikaci vzorku
pomoci GC/MS. Jako extrakéni podminky byly pouzity: extrakéni smés
1% kyselina octova v hexan/acetonu (1:1 v/v), teplota 150 °C, tlak 10,34 MPa.
Pro pieéisténi pomoci gelové permeacni chromatografie bylo pouzito
rozpoustédlo dichlormethan. Derivatizace pomoci diazomethanu méla Gi¢innost
v rozsahu 83,7 — 110,6 % s relativni smérodatnou odchylkou 2,1 — 14,2 %.

Aplikace optimalizované metody na uméle kontaminované vzorky pidy
pfi analyze pomoci GC/MS poskytla vytéznost v§ech analytt v rozsahu 91,7 —
—132,5 % s relativni smérodatnou odchylkou 2,1 — 12,1 %.

Validace zvolené analytick¢é metody po aplikaci na GC/MS poskytla
uanalyti 2-CBA; 3-CBA; 4-CBA a 2,3,45-CBA limit stanovitelnosti
0,003 pg/ml, u ostatnich analytd 0,001 pg/ml. Hodnoty spravnosti metody se
pohybovaly od 87 % do 130 % s ptesnosti od 2 - 12 % vyjadiena % relativni
smérodatné odchylky.

Aplikaci metody na analyzu redlného vzorku pidy kontaminované
polychlorovanymi bifenyly bylo detekovdano vSech 15 derivati kyseliny

chlorbenzoové.

Klic¢ova slova: Chlorbenzoové kyseliny, vysokotlaka extrakce rozpoustédlem,

gelova permeacni chromatografie, derivatizace, pidni matrice, GC/MS



Abstract and keywords

Abstract
Chlorobenzoic acids are a major environmental contaminant. The main

source of contamination of environmental matrix is a bacterial dergadation of
polychlorinated biphenyls.

In this work, it has been optimized a method for the determination
of 15 chlorobenzoic acid derivates (2-CBA,; 3-CBA; 4-CBA; 2,3-CBA; 2,4-
-CBA; 2,5-CBA; 2,6-CBA,; 3,4-CBA,; 3,5-CBA,; 2,3,5-CBA; 2,3,6-CBA; 2,4,6-
-CBA; 2,3,45-CBA; 2,356-CBA a 2,3,4,56-CBA) in the soil matrix,
including accelerated solvent extraction, purification by gel permeation
chromatography, derivatization and subsequent quantification of samples
by GC/MS. As the extraction conditions were used: an extraction mixture
of 1% acetic in hexane/acetone (1:1 V/v), temperature by 150 °C, pressure
by 10,34 MPa. For purification by gel permeation chromatography solvent was
used dichloromethane. Derivatization with diazomethane was determined
intherange of 83,7 to 110,6 % with relative standard deviation
from 2,1 to 14,2 %.

Aplication of the optimized method of the artificially contaminated soil
samples in the analysis of GC/MS provided the yield of all analytes
intherange of 91,7 to 1325 % with relative standard deviation
from 2,1 to0 12,1 %.

Validation of methods after aplication to GC/MS gave the analytes 2-
-CBA; 3-CBA; 4-CBA and 2,3,45-CBA the limit of quantification
of 0,003 ug/ml, for other analytes of 0,001 pg/ml. The values of method
accuracy ranged from 87 % to 130 % with precision of 2 to 12 % expressed
as relative standard deviation %.

All 15 derivates of chlorobenzoic acids have been detected by applying
the method to analyze real sample of soil contaminaed with polychlorinated
biphenyls.

Keywords: Chlorobenzoic acids, accelerated solvent extraction, gel

permeation  chromatography, derivatization, soil  matrix, GC/MS
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Uvod

1 Uvod

V poslednich letech se problematika zabyvajici se vyskytem
polychlorovanych bifenylti (PCB) v ptirod¢ stala velmi aktudlnim tématem.
Diky medializované problematice PCB existuje mnoho praci zabyvajicich se
problematikou jejich vlivu na zivotni prostiedi, Skodlivosti vii¢i organismim,
ale také selektivnim stanovenim PCB v environmentdlnich matricich
a Vv neposledni fad¢ také biodegrada¢nimi metodami.

Jednim z kone¢nych produktii bakterialni biodegradace PCB jsou rtizné
derivaty kyseliny chlorbenzoové (CBA). CBA mohou byt toxické pro fadu
vodnich organismi, toxicita byla také prokdzana vici nékterym druhlim rostlin.
V hlavni fad€ m4 ale pfitomnost zastupciit CBA V zivotnim prostfedi negativni
ucinky na naslednou bakterialni degradaci PCB. CBA se v Zivotnim prostiedi
kumuluji a jejich pfitomnost nasledné inhibuje dalsi bakterialni degradaci PCB.

Do soucasné¢ doby nebyla vypracovana selektivni analytickd metoda
umoziujici stanoveni vice derivati CBA v environmentalnich vzorcich,
s kone¢nou analyzou pomoci plynové chromatografie s hmotnostni detekci
(GC/MS). Stanoveni koncentrace CBA v environmentalnich vzorcich je
dilezité z hlediska ochrany Zivotniho prostfedi. Pfitomnost CBA v pid¢ muze
mit zanasledek zpomaleni ¢&i Uplné =zastaveni procesu degradace PCB
zprostiedkované bakteriemi.

Tato diplomova prace se v experimentalni ¢asti zaméfuje na vypracovani
analytické metody umoznujici stanoveni 15 derivath kyseliny chlorbenzoové

(15 CBA) v pudnich matricich.



Cil prace

2 Cil prace

Cilem diplomové prace je vypracovat vhodnou metodu pro selektivni
stanoveni 15 CBA v ptdni matrici pomoci GC/MS zahrnujici vypracovani
literarni reSerse zabyvajici se problematikou analyzy chlorbenzoovych kyselin,
vypracovani derivatizaéniho postupu umoznujiciho méteni pomoci GC/MS,
optimalizaci extrakéniho kroku a vypracovani selektivniho Cisticiho
mezikroku. Zavérem diplomové prace je aplikace optimalizované metodiky na

realn¢ kontaminovanou ptidu.
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3 Literarni uvod

3.1

Chlorbenzoové kyseliny

Literarni uvod

CBA jsou derivaty benzoové kyseliny, které ve své molekule obsahuji

1 -5 atomt chloru. Rozdilny pocet a polohy atomi chloru v molekulach CBA

umoziuji existenci 19 derivatai CBA (Obr. 1).
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Literarni uvod

3.2 Fyzikalni a chemické viastnosti CBA

Neionizovana forma CBA existuje ve dvou rtznych konformaci
karboxylové skupiny (Obr. 2). V plynné fazi jsou vSechny konformery
s intramolekularni vazbou vodikového atomu (I) stabilnéjsi nez odpovidajici

konformery bez intramolekularni vazby (II) (1).

Cl

Obr. 2 Dva rdzné konformery karboxylové skupiny CBA. (I) karboxylova skupina
s intramolekularni vazbou vodikového atomu, (lI) karboxylova skupina bez

intramolekularni vazby (1)

Vsechny CBA jsou silngjsi kyseliny nez kyselina benzoova. Pii pH 7

budou vSechny existovat vylu¢né ve formé aniontu (1).

12



Literarni uvod

3.3 Zdroje znecisténi zivotniho prostredi

Chlorované organické slouCeniny vazné zneCiStuji Zzivotni prostiedi
v dasledku jejich ekotoxicity a vysoké perzistence (2).

Pfirodni zdroj CBA je témét neznamy. Existuje pouze jedna zminka
0 pyrolytické formé¢ CBA nalezena ve vulkanickém popelu (3).

Kyseliny chlorbenzoové jsou znamé jako meziprodukty vznikajici
aerobni biologickou nebo chemickou degradaci pesticidii a herbicidi (4). CBA
byly pfitomny v oblastech oSetfenych herbicidy jako dikamba (2,5-dichlor-6)-
methoxybenzoova kyselina a 2,3,6-trichlorbenzen (5). CBA jsou znamé také
jako kontaminanty vypousténé ze zavodi papirenského pramyslu (6).

V neposledni fadé¢ je dilezité zminit mikrobidlni aerobni degradaci PCB,
jejimZz meziproduktem jsou pravé CBA (Obr. 3). Jedna se o nejvétsi zdroj
znelisténi  zivotniho prostiedi CBA. PCB jsou perzistentni organické
znec€ist'ujici latky. Polychlorované bifenyly byly pouzity jako chladici kapaliny
a maziva v transformatorech, kondenzatorech a jinych elektrickych zatizenich,
diky jejich odolnosti vii¢i vysokym teplotdm a dobrym izola¢nim vlastnostem
(7). Odhaduje se, ze po celém svété bylo vyrobeno vice nez 1,5 milionu tun
PCB (8).

13



Literarni uvod
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Obr. 3 Cesty aerobni bakterialni degradace PCB vedouci k chlorbenzoové kyseling
(2,9,10,11)

PCB smési byly vyrdbény pod rlznymi obchodnimi nazvy,
napt. Aroclor (USA), Clophen (Némecko), Kanechlor (Japonsko), Sovol
(byvaly SSSR), Ceredor (UK), a Delor 103 (Slovensko) (7). Obchodni
vyroba PCB v USA skoncila v roce 1977. V ostatnich zemich se vyroba
zastavila o nékolik let pozdéji (12). Jejich masivni ukoncovani
a zakazovani vyroby bylo zplsobeno prokdzanim karcinogenity (13)
a taky dalSich zavaznych dopadli na imunitni, reproduk¢ni, nervovy

a endokrinni systém (8, 14, 15).
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Literarni uvod

Navzdory zakazu pouzivani PCB ve vétSiné zemi stdle pretrvavaji
V zivotnim prostfedi, zejména v pid¢ a sedimentech, a to diky jejich
vyjimecné chemické stabilité.

V Ceské republice, podobné jako v jinych primyslovych zemich,
dochazelo v disledku dlouhodobého pouzivani PCB k jejich kontaminaci
a hromadéni. Kontaminace byla zptsobena neznalosti ekologickych rizik
pii ukladani odpadti obsahujicich PCB na bézné skladky a také unikem
kapaliny do okoli zptisobenym Casto nevyhovujicim technickym stavem
prislusnych zatizeni (16). Minimalné 70 % vyrobenych PCB se stalo
polutantem ekosystémi CR a SR (17). Z hlediska ptivodu jsou hlavnim
zdrojem PCB v CR aSR smési vyrobené vletech 1959 az 1984
v n. p. Chemko Strazské a pouzité jako dielektrické (Delor 103),
teplonosné (Delotherm) a hydraulické kapaliny (Hydelor), maziva
a plastifikatory (Delor 106) (18).

Obecné zvySeny obsah PCB ve vSech slozkach Zivotniho prosttedi
byl prok4dzan hlavné v oblastech velkych priimyslovych aglomeraci silné
industrializovanych zemi. U nés je z tohoto pohledu nutné zaméfit se na
oblasti Prahy, Ostravy, Usti nad Labem a Lhenice.

I kdyz toxicita CBA vuci bakteriim degradujici PCB neni pfili§
velikd (18, 19), mize ovliviiovat naslednou bakteridlni degradaci PCB
(7, 20, 21). Bakterie degradujici PCB nemaji schopnost degradovat CBA.
Dochézi ke kumulaci CBA, které nasledné maji inhibi¢ni vliv na dalsi
bakterialni degradaci PCB. Pravdépodobné dochazi pitimo k inhibici
genové exprese (7).

Navic dalS§i transformace chlorbenzoatl pies chlorkatechol ma
za nasledek vznik toxického protoanemoninu z chlorkatecholu (Obr. 4)
(22, 23). Protoanemonin je antibiotikum puasobici na Siroké spektrum
mikroorganismuia tvofici aktivni slozku rostlin z celedi pryskytnikovité

(Ranunculaceae) (22, 24).

15
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Obr. 4 Bakterialni degradace chlorbifenylu vedouciho k toxickému produktu

protoanemoninu, ktery nasledné inhibuje dalsi degradaci PCB (22, 23)

Vzhledem k tomu, ze CBA jsou rozpustné ve vod¢, mohou ve zneéisténé
lokalité piejit do vodné faze a nasledné se akumulovat napiiklad v podzemnich
vodach (25). CBA se v fi¢ni vodé mohou vazat na huminové latky esterovou

vazbou (26).

3.4 Toxicita CBA a vliv na zivé organismy

Disociace je dulezitym faktorem toxicity CBA. Neionizované analogy
CBA jsou obvykle méné toxické neZ ionizované formy. CBA jsou toxické pro
organismy, jako jsou obrveni (27), Dafnie (28), fasy (29) a ryby (28). Toxicita
CBA byla také prokdzana vi¢i nékterym rostlinam, napfiklad tabaku
(Nicotiana tabacum) (30).

Sazenice tabaku byly vystaveny po dobu 24 hodin s mono-CBA (2- a 3-
-CBA); di-CBA (2,5- a 3,4-CBA) a tri-CBA (2,4,6- a 2,3,5-CBA) a doslo
k poskozeni DNA. Koncentrace CBA potiebna k indukci toxickych a DNA

Skodlivych ucinkl na sazenice tabaku zavisi na poctu chlora.

16



Literarni uvod

vvvvvv

a nakonec mono-CBA. Zhruba Sestkrat vyssi koncentrace mono-CBA vyvola
stejnou toxicitu jako tri-CBA (30).

CBA vykazuji mirnou estrogenni aktivitu. Jejich estrogenicita je rizné
silna diky rozdilné chemické struktute. Nejvyssi aktivitu vykazuji 2,3-CBA,
2,3,6-CBA, 2,4,6-CBA a vSechny mono-CBA. Na druhou stranu PCB (sm¢s
PCB kongenerti Delor 103) vykazuje aktivitu androgenni. Vysledky naznacuji

mozné piechody z hormonalni aktivity PCB béhem bakteridlni degradace (31).

17



3.5

Biodegradace CBA

Literarni uvod

Je znamo nékolik cest degradace chlorobenzoati (Obr. 5) (11).

Oy, OH Oy, OH P, 0
o Hooc OH OH

D oH

R # R OH

H | B hoA
o P

HO oH Mo 5 El cl ol
Schlorkatechova kyedina Grohlorkatechal

L 0y, OH
-‘_
D 0N 7&

o
| \l cl
cocl -
HO COoOH Fchlorenzoms kysdira
HOOC
D P, ~OH DH oH
_h.
Oy, JOH ==
W ©l |
HO e
/&j 4 chlcrkahedﬂd
HOOC o
/ 4chlorbenzoos kyseling E'/(
o OH
e
DVDH Oz, OH CO-SCoA e HOOC,  gH
cl B OH
= ~ o
=
N el | Gﬁj
oy CO0H 250K e -
HooC OH cl
Protokatentovd kyssling 2 5-chlorbenzoomd kyselina
WC Oy, OH
HOOC 0oH
o om CO-5CoA . B H
e ’
o
| i
e
'“‘SP Enz 2 chlaterznog kisding lE.
OH
e
OH
CO-5CoA Cof$_ O OH
R C
I -~
= || Katechol
OH
Enz-d=p cl

z . A
3 d-chiorhenzoms kysdina

D%/CIH

Obr. 5 Cesty pro degradaci chlorobenzoat(;; A. PoCate¢ni metabolické kroky 3- a 4-
-CBA degradace vedouci k chlorkatechol B. 2- a 2,5-CBA zahrnujici 2-halobenzoat-
1,2-dioxygenasu C. 4-CBA zahrnujici hydrolytickou dehalogenaci D. 3- a 3,4-CBA
zahrnujici 4,5-dioxygenace; nestabilni meziprodukty jsou znazornény v hranatych

zavorkach (11)
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Oxidac¢ni degradace chlorbenzoati mize byt uskute¢néna jednim
ze dvou fetézci reakci: eliminaci nebo substituci chloru ptfed rozstépenim
aromatického kruhu (32).

Nékteré  bakterie  (hlavné rodu  Pseudomonas, Burkholderia
a Alcaligenes) jsou schopny utilizovat CBA jako jediny zdroj uhliku a energie
(33, 34). Pokud je k dispozici molekularni kyslik a exogenni NADH, vede tato
reakce k degradaci 2-CBA a 2,5-CBA na katechol a 4-chlorkatechol (35). Také
bakterie Pseudoxanthomonas sp. PNK-04 vykazala schopnost degradovat 2-
-CBA a 3-CBA. Dale bylo zjisténo, ze zaclenéni povrchové aktivnich latky
syntetizované z zivych bunék do kultivaéniho média stimuluje degradaci (36).

Metabolismus CBA u rostlin zatim neni dostatetné znam. Rostlinné
buniky jsou schopny metabolizovat CBA v riizném stupni. Ze tii testovanych
druhti rostlin in vitro péstovanych (kfen, lilek a tabak) pouze kien a lilek
ukdzaly vyznamnou schopnost transformace CBA. Ob¢ rostliny
metabolizovaly béhem dvou tydni vice nez 90 % 2-CBA a 20 - 40 % z 2,3-;
2,4-; 2,5- a2 2,6-CBA (37).

3.6 Metody extrakce CBA

Za Ucelem stanoveni koncentrace CBA pfitomné v environmentalnich
matricich je nutné zahrnout extrakci. Pro vodné vzorky obsahujici CBA byla
popsana metoda extrakce kapalina-kapalina pomoci extrakéniho rozpoustédla
n-butyl alkoholu (38), methyl t-buthyl etheru (39) a ethylesteru kyseliny octové
(EtAc) (38, 40). Bylo prokazano, ze niz$i extrakéni teplota ma pozitivni vliv na
vytéznost extrakce (38).

V literatufe existuyje mnoho praci zabyvajicich se extrakci pudy
obsahujici organické polutanty, naptiklad jednoducha extrakce ptidy obsahujici
CBA za pouziti detergentu Zwittergent a roztoku hexametafosfore¢nanu

sodného (41, 42), ktera byla aplikovana na CBA.
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Dalsi znamé zpisoby extrakci organickych polutantd jsou Soxhletova
extrakce, mikrovinna extrakce (MAE, zanglického Microwave-Assisted
Extraction) a vysokotlaka extrakce rozpoustédlem (ASE, z anglického
Accelerated Solvent Extraction) (43, 44). Tyto <¢lanky se zabyvaji
porovnavanim podminek jednotlivych zplsobl extrakce pidy. ASE ma
obvykle nejvétsi extrakéni ucinnost ve srovnani s MAE a Soxhletovou
extrakci. Efektivita extrakce V piipadé MAE a Soxhletovy extrakce byla
V tomto ptipad¢ oproti ASE vice ovlivnéna vlastnostmi zkoumanych sloucenin
a pudy. ASE a MAE nejsou tolik ¢asové narocné v porovnani se Soxhletovou
extrakci. Soxhletova extrakce také vétSinou vyzaduje véEtsi spotiebu
rozpoustédel (43). ASE a Soxhletova extrakce jsou oproti MAE vice
automatizované a extrahované vzorky vétSinou nevyzaduji dalsi filtrace (44).

Vyhody extrakce pidy ASE byly pouzity Vv publikaci Kiesinova a kol.
(45). Ktesinova a kol. extrahovali pidu obsahujici 15 CBA. Porovnavali
pouziti Ctyi rlznych extrakénich rozpoustédel, tlaki a teplot. Pouzito bylo
rozpoustédlo:  chlormethan, hexan/aceton, 1%  kyselina  mravenci
V hexan/acetonu a 1% kyselina octova v hexan/acetonu. Jako nejlepsi
rozpoustédlo bylo stanoveno 1% kyselina octova v hexan/acetonu (1:1 v/v) za
tlaku 10,34 MPa a teploty 150 °C. Vytéznost extrakce za téchto podminek byla
pro vSechny 15 CBA vyssi nez 82 % (45).
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3.7 Metody stanoveni CBA

Mezi vhodné metody pro stanoveni CBA patii vysokoucinna kapalinova
chromatografie (HPLC) spojena s ultrafialovou detekci (UV) nebo hmotnostni
detekci (MS) a plynovd chromatografie s hmotnostni detekci (GC/MS).
V literatufe byly popséany i jiné metody, jako je naptiklad stanoveni
spektrofotometrické, ovSem spolehlivost této metody je nizka (38).

Pro rutinni analyzu stanoveni koncentrace CBA ve vzorcich z zivotniho
prostedi byly vyvinuty mikrobialni biosenzory s detekci zalozenou na spotiebé
kysliku ve vztahu k oxidaci analytu (46), neumoziujici vSak selektivni detekci
teploté 4 °C) (38).

Dietz popsal ve své studii separaci CBA pomoci HPLC na C18 reverzni
fazi za pouziti eluce mobilni faze (MF) voda/acetonitril/kyselina octova a UV
detekce 222 nm (39). Jiné prace popisuje separaci na C18 koloné za pouziti MF
methanol/voda/kyselina fosforecna a UV detekce 205 nm (37). Byla
popséna separace  CBA na koloné ODS-AQ reverzni fize s pouZzitim
izokratické eluce s MF skladajici se ze smési 25% fosfatového pufru (50 mM,
pH 2,5), 25 - 50% methanolu (MeOH) a 50% acetonitrilu (ACN) pii pratoku
0,7 ml/min a UV detekce 238 nm (47). Okyseleni MF pii pouziti HPLC
vyZaduje nizka hodnota pKa chlorbenzoovych kyselin (37, 39, 47).

V literatute bylo popsdno néckolik chromatografickych metod pro
stanoveni koncentrace CBA ve vzorku. VétSina publikaci se ale prvotné€ zajima
o degradacni experimenty a vyuziva tak chromatografické metody pro
stanoveni pouze nékterych isomertt CBA (39, 47). Existuje jen malo publikaci
popisujici stanoveni a separaci mono-, di-, tri-, tetra- a penta- chlorbenzoovych
kyselin (45). Kiesinova a kol. popsali ve své studii zroku 2011 pouziti

n¢kolika MF a separace pomoci 4 riznych stacionarnich fazi (SF).
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Jako nejlepsi se ukazala faze C18 na hybridnim zékladé, umoziujici
uplnou separaci vSech 15 isomert CBA za pouziti mobilni faze ACN (B)
a 0,1% kyselina trifluoroctova (TFA) v 10% ACN (A) s pratokem 0,8 ml/min
(45).

3.8 Plynova chromatografie

V ptipad¢ stanoveni CBA pomoci plynové chromatografie (GC) je nutna
derivatizace jejich karboxylové skupiny. Nalezeni vhodného derivatiza¢niho
postupu pro CBA anasledné stanoveni pomoci GC je dilezité vzhledem
k vysoké selektivite¢ GC. Pouziti GC/MS umoznuje navic vysokou citlivost
stanoveni. Stanoveni CBA pomoci GC/MS derivatizaci karboxylové skupiny
kyseliny benzoové se zabyva nékolik publikaci.

Nejcastéji byla pouzita derivatizace pomoci diazomethanu (DM).
Napriklad derivatizace kyseliny benzoové 500 ml DM po dobu 2 h pti 4 °C
(48), kyseliny fluorbenzoové 100 ml DM (49) a také piimo kyseliny
chlorbenzoové 200 ul DM po dobu 2 h pfi teplote 25 °C. Vytéznost této
derivatizace v pfipad¢ izomert mono- a di- CBA byla stanovena
mezi 67 % a8l % (50). Jedna se o esterifikaci (methylaci). Produktem
derivatizace je methylester kyseliny chlorbenzoové (MeCBA), ktery je snadno
analyzovan pomoci GC/MS. Na Obr. 6 je zndzornén mechanismum reakce

vzniku derivatizan¢iho produktu MeCBA.
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4-chlomenzood kyzelina Diazomethan
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Obr. 6 Mechanismus derivatizace CBA diazomethanem

Dalsi mozna derivatizace CBA  je pomoci Cinidla
bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid (BSTFA) (51). Derivatizace s BSTFA je

trimethylsilylace a je zndzornéna na Obr. 7.

4-chlotenzoma kyseing B=TFA
0. _OH CH H3C|:
T 3 L
= O 0——Si—CH; "
HaC —Si—CH, o |
B C|J HyC ’ S0+ N
= '] H CJ:N—éi—CH
_ . 3 3
HsC N—=Si—CH, o |
Cl '| CH,
CHs o]

Obr. 7 Derivatizace kyseliny chlorbenzoové pomoci BSTFA

23



Literarni uvod

Pro derivatizaci karboxylové skupiny pouzili Citova 1. a kol., Petit-
-Dominguez M. a kol., Dufkova, V. a kol. ¢inidlo ester kyseliny chlormravenci.
Isobutylester  kyseliny  chlormraven¢i byl  pouzit  pro derivatizaci
perfluorovanych organickych kyselin za katalyzy pyridinu (Pyr) (52, 53, 54).
Postup byl dale optimalizovan ve vodném prostfedi, kdy bylo ziskéno
nejlepsich vysledki ve fosfatovém pufru (pH 2,5).

Citova I. a kol., Petit-Dominguez M. a kol. pouzili methylester kyseliny
chlormraven¢i (MCF) pro derivatizaci karboxylové skupiny aromatickych
kyselin (52) a pfirodnich olejii obsazenych v pryskyinikovych silicich (53).
Derivatizace byla provedena ve vodném prostfedi. Reakéni médium bylo
slozeno  z ACN:H,O:MeOH:Pyr, pficemz pomér byl upravovan
a optimalizovan. Nejlepsi vysledky  byly dosazeny  pouzitim
ACN:H20:MeOH:Pyr v poméru 14:10:2:3. Po derivatizaci karboxylové
skupiny aromatickych kyselin pomoci MCF a po aplikaci na GC/MS byl
naméfeny limit stanovitelnosti pro 6 analytd v rozsahu 2,2 — 11,9 pg/ml.
Uginnost derivatizace nebyla uvedena (52).

Produktem derivatizace CBA pomoci MCF jsou také MeCBA. Reakce je

znazornéna na Obr. 8.
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Obr. 8 Derivatizace kyseliny chlorbenzoové pomoci MCF
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4  Experimentalni ¢ast
4.1 Pouzivany material a chemikalie

Standardy 2-MeCBA (>98%); 3-MeCBA (98%); 4-MeCBA (99%); 2,4-
-MeCBA (97%); 2,5-MeCBA (99%); 3,5-MeCBA; 2,3-CBA (97%); 3,4-CBA
(99%); 2,3,5-CBA (97%); 2,4,6-CBA; 2,3,5,6-CBA; 2,3,4,5,6-CBA byly
zakoupeny od firmy Sigma Aldrich (USA). 2-CBA (>98%); 3-CBA (>98%); 4-
-CBA (>98%); 2,4-CBA (>98%); 2,5-CBA (>98%); 2,6-CBA (>98%) byly
zakoupeny od firmy Merck (Némecko). 3,5-CBA (>98%) byl zakoupen
od firmy Fluka (USA). 2,3,6-CBA (98%) byl zakoupen od firmy Supelco
(Némecko), 2,3,4,5-CBA (=97%) byl zakoupen od firmy TCI Europe (Belgie)
a 2,3-dichlorfenol (2,3-CIPh) (99%) od firmy Riedel-de Haén (Némecko).

MCF (99%); TFA (>99%); pyridin (>99,9%); hexachlorbenzen (HCB)
(99%); BSTFA:TMCS (99:1); nitrosomethyl mocovina (stab.; 98%) byly
zakoupeny od firmy Sigma Aldrich (USA). Diethylether (nestab.; 99,5%);
EtAc (>99,7%; HPLC); dichlormethan (DCM) (>99,9%; HPLC), aceton
(>99,5%; PESTAPUR); hexan (>95%; PESTAPUR); gel Bio-Beads®S-X12;
chloroform (stab. 99,8%; HPLC) byly zakoupeny od firmy Chromservis (CR).
ACN (299,95%; LC/MS); MeOH (>99,95%; LC/MS) byly zakoupeny
od firmy Biosolve (Nizozemsko). Kyselina chlorovodikova (35%) a NaySQO4
bezvody byl zakoupen od firmy Lach-Ner (CR). Hydroxid draselny (85 —
—100,5%) byly zakoupeny od firmy Riedel-de Haén (Némecko).
Uhligitan sodny (NaHCO3) (85%; p.a.) byl zakoupen od firmy Lachema (CR).
MF pro HPLC byla ptipravena v deionizované vodé Millipore-Q.
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Pida byla ziskana na pozemku Mikrobiologického tistavu Akademie veéd
CR s nasledujicimi vlastnostmi: celkovy obsah organického uhliku 0,8 %;
celkovy obsah organické hmoty 1,4 %; pH 5,3; vodni jimavost 31 %
a granulometrické slozeni: 50,9 % pisek; 31,2 jemny pisek; 10,8 % prach;
7,1 % jil (55).

Realné komtaminovana pida pochazi z oblasti Lhenice. Cvangarova M.
ve své diplomové praci z roku 2009 analyzovala hodnotu koncentrace PCB
ve stejném vzorku realné pudy. Stanovila koncentraci PCB 302,7 pg/g
(kongengery 16, 17, 18, 22, 28, 31, 32, 33, 37, 42, 44, 45, 48, 47, 49, 52, 56,
60, 66, 70, 71, 74, 76, 95, 99, 101, 105, 110, 113, 118, 149) (56).
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4.2 Chromatografické podminky — HPLC/UV

Vzorky byly analyzovany kapalinovym chromatogramem firmy Alliance
Waters slozeného ze separacniho modulu Waters 2695, PDA detektoru Waters
2996 a vyhodnocovaciho programu Empower? Waters (Waters, USA). Analyty
byly separovany na koloné XBridge C18 250 mm x 4,6 mm i.d., velikost ¢astic
3,5 um (Waters), za chromatografickych podminek uvedenych v Tab. 1.

Tab. 1 Podminky pfi méfeni vzorkd HPLC/UV

A 0,1% TFA v 10% ACN

Mobilni faze B 100% ACN

Gradient MF: min/%B 0/17; 30/17; 60/34; 70/50
Délka analyzy 80 minut
Davkovany objem vzorku 20 ul
Teplota kolony 35°C
Teplota vzorkil 25°C
Pratok mobilni faze 0,8 ml/min
Detekce 210 - 240 nm

Metoda analyzy HPLC/UV pro 15 CBA byla pievzata z prace
Kfesinova a kol. (45) v€etné podminek méteni, vyhodnocovani a charakteristik
kalibra¢nich kiivek.

Metoda byla pouZita pro kvantifikaci 15 derivati CBA v ASE extraktech
(Kap. 4.8), ve frakcich gelové permeaéni chromatografie (GPC) (Kap. 4.9.2)
azaroven knepiimé kvantifikaci ucCinnosti derivatizace (Kap. 4.10.1).
Chromatografické podminky uvedené v Tab. 2 byly pouZity pro urceni ubytku
nezderivatizovanych CBA a piibytku MeCBA (Kap. 4.10.2.3).
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Tab. 2 Podminky pfi méfeni derivatizovanych vzork( HPLC/UV

Mobilni fize A 0,1% TFA v 10% ACN
B 100% ACN
Gradient MF: min/%B 0/17; 30/17; 60/34; 70/50
Délka analyzy 110 minut
Davkovany objem vzorku 20 pl
Teplota kolony 35°C
Teplota vzorka 25°C
Pratok mobilni faze 0,8 ml/min
Detekce 210 — 240 nm
4.3 Chromatografické podminky — GC/MS

Plynovym chromatogramem firmy Varian 450-GC (USA) s hmotnostnim
detektorem 250-MS IT mass spectrometer (Varian), autosamplerem Combi Pal
(CTC Analytics, Svédsko) a vyhodnocovacim programem Varian workstation
(Varian) byly analyzovany methyl estery CBA.

Pro separace byla pouZita kolona DB-5MS o délce 30 m, priméru
0,25 pm a tloustkou SF 0,25 um (Agilent Technologies, USA).

Teplotni program =zacal izotermalné¢ pi1i 60 °C pifi zavieném
déli¢i po dobu 1 minuty. Nasledné byl déli¢ otevien v poméru 1:50 a teplotnim

programem uvedenym v Tab. 3.
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Tab. 3 Podminky pfi méfeni vzorkd pomoci GC/MS

Nosny plyn helium
Pritok nosného plynu 1 ml/min
Split ratio (1 min) 1:50
Dévkovany objem vzorku 1ul
Teplota injektoru 240 °C

Teplotni gradient: °C v Case analyzy 60(0); 60(1); 100(2,6); 135(37.6);
(min) 185(52,6); 240(74.8)

Délka analyzy 75 min

Pro ionizaci latek byla pouzita metoda dopadu elektronu (70 eV) a pro
detekci byl pouzit detektor na principu iontové pasti. Byl méfen celkovy
iontovy proud v rozsahu hmot 50 - 400 m/z od 6. do 55. minuty analyzy.

Jednotlivé derivatizované latky a vnitini standard HCB byly

identifikovan na zédkladé hmotnostnich spekter a reten¢nich cast.
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4.4 Priprava zasobnich roztoku

Pro analyzu pomoci GC/MS byly vSechny zéasobni a pracovni roztoky
pripravovany v EtAc, pro analyzu pomoci HPLC/UV v ACN.

Odvazenim pevnych standardd jednotlivych isomert CBA do 12 ml
sklenénych vial a rozpusténim v pfislusném mnozstvi ACN/EtAc byly
pfipraveny zasobni roztoky o koncentraci 2000 pg/ml. Z téchto zasobnich
roztoki byl fedénim v ACN/EtAc pfipraven smésny roztok 15 CBA
0 koncentraci 100 pg/ml.

Stejnym postupem byly pfipraveny zasobni roztoky MeCBA a smésny
roztok 6 MeCBA a zasobni roztoky vnitinich standarda 2,3-CIPh a HCB.

Ze zasobnich roztokd byly fedénim v ACN/EtAC ptipravovany pracovni

roztoky o riiznych koncentracich.

4.5 Priprava pudy pred stanovenim

Pida byla dodana jiz vysuSend. Pfed vlastnim stanovenim byla piida

presata pies sito o velikosti ok 1 mm.

4.6 Uméla kontaminace pudy

Ze zésobnich roztokii standardi 15 CBA byl fedénim v acetonu
ptipraven smésny roztok 15 CBA o koncentraci 100 pg/ml. Postup
kontaminace a ptiprava extrakcénich patron byly pfevzaty ze zavedené praxe
Vv laboratofi (55). 20 g pudy bylo odvazeno do kadinky. K ptdé byly pipetou
opatrné pifidany 4 ml pracovniho roztoku 15 CBA v acetonu o koncentraci
100 pg/ml tak, aby nepfiSel do kontaktu se st€énami a dnem kadinky.

Takto pfipravend puda byla ponechana v digestofi, dokud se aceton

neodpafil a sucha ptida byla promichana.
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4.7 Priprava extrakénich patron pro extrakci vzorku
pomoci ASE

Umeéle kontaminovana a suchd pida byla odvazena do kadinek vzdy
po 3g. Ke 3 g pudy bylo piidano 300 pl destilované vody tak, aby nedoslo
ke kontaktu se sténami a dnem kadinky. Pida byla promichana, do kadinek
bylo odvédzeno 3 g NaySO4 a obsah byl promichan. Ptipravené vzorky pudy
byly ptesypany do pfipravenych ASE patron.

Nerezové ASE patrony o velikosti 11 ml byly sestaveny tak, ze na dno
byly umistény dva papirové filtry, moisky pisek a vzorek pudy. Patrony byly
dosypany motskym piskem, na vrch byl pfidan papirovy filtr a patrony byly

uzavieny. Celkem bylo pfipraveno 6 patron se vzorky pady.
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4.8 Vysokotlaka extrakce rozpoustédiem

Pida byla extrahovana pomoci extraktoru ASE200 Accelerated solvent

extraktor od firmy Dionex (Francie).

Tab. 4 Extrakéni podminky pfi extrakci pdy pomoci ASE

1% kyselina octova v hexan:aceton

Rozpousteédlo (1:1, vv)
Teplota 150 °C

Tlak 1600 Pa

Pocet extrakénich kroki 3
Piedehiivani 0 min
Zahftivani 5 min
Extrakeni krok 7 min
Promyvaci objem patrony 60 %
Promyti 60 s

V Tab. 4 jsou uvedeny xtrakéni podminky pro extrakci pudy pomoci
ASE, které byly pfevzaty z publikace Kiesinova a kol. (45).

Tti extrakty byly zakoncentrovany odpafenim ve vyhfivaném bloku
pfi teplot¢ 40 °C a tlaku 60 kPa na zhruba 1 ml. K zakoncentrovanym
extraktim bylo pfidano 250 pl pracovniho roztoku 2,3-CIPh o koncentraci
80 pg/ml v acetonitrilu jako wvnitini standard a vzorky byly analyzovany
pomoci HPLC/UV. Nékteré takto pfipravené vzorky obsahovaly nerozpusténou
pevnou fazi, kterd byla pted HPLC analyzou odstranéna filtraci pfes PTFE
filtry.
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Dalsi tfi extrakty byly pouzity pro aplikaci na GPC. Protoze extrakcni
rozpoustédlo obsahuje kyselinu octovou, kterd by mohla mit negativni uc¢inek
na gel vkoloné GPC, bylo potfeba mnozstvi této kyseliny miminalizovat.
Extrakty byly zakoncentrovany odpafenim ve vyhifivaném bloku pii teploté
40 °C a tlaku 60 kPa na zhruba 1 ml. Nasledné byl k extraktim pifidan 1 ml
DCM, kdyz doslo opét k odpateni rozpoustédla na zhruba 1 ml, byl ptidan 1 ml
DCM a vzorek odpaten na zhruba 200 ul. Ke vzorku bylo pfidano 600 ul DCM
a vzorek byl aplikovan na GPC.

Dale byly pfipraveny tii vzorky standardi v extrakénim rozpoustédle
o koncentraci 60 ug/ml. Tyto vzorky pro kontrolu ztraty analyti b&hem
odpafovani byly zakoncentrovdvany odpafenim ve vyhtivaném bloku

ze stejného mnozstvi extrakéniho rozpoustédla a za stejnych podminek.

4.9 Precisténi extraktu pudy gelovou permeacni
chromatografii

4.9.1 Priprava gelu a kolony

Gel BioBeads SX12 byl pfipraven navazenim 20 ¢ gelu do
Erlenmayerovy banky se zabrusem. Ke gelu bylo pfiddno Sestindsobné
mnozstvi DCM, neZ byla navazka gelu. Erlenmayerova baiika byla uzaviena
a ponechana na 24 h ve 4 °C pro dostatecné nabobtnani gelu. Nasledné byla
Erlenmayerova baika s nabobtnanym gelem ponechana 20 min v ultrazvuku
K12 Kraintek (Slovensko) pro odstranéni pifitomného vzduchu. Kolona
Omnifit Glass Column, 10 x 500 mm (Chromservis, CR) byla naplnéna gelem,
neprodys$né uzaviena a spojena s davkovaci smyckou, pratokem mobilni faze
Modifier pump (Suprex, USA) a automatickym sbératem frakci Fraction

collector frac-100 (Pharmacia, Svédsko).
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4.9.2 Retenéni chovani analyta pfi pouziti gelové
permeacni chromatografie a stanoveni vlivu
pudni matrice

Pro pfipravu gelu a jako MF bylo pouzito rozpoustédlo DCM. MF byla
pted kazdym pouzitim kolony pro GPC umisténa na 15 min do ultrazvuku pro
odvzdusnéni.

Retencni chovani analytd pii pouziti GPC bylo stanoveno pouzitim
pracovniho roztoku 15 CBA o koncentraci 20 ug/ml ptipraveného v DCM.
800 ul pracovniho roztoku bylo aplikovdno na GPC kolonu. Pritok mobilni
faze byl 0,75 ml/min.

Pro urceni reten¢niho chovani analyti byly sbirany frakce po 2 min
Vv celkové délce 45 min. Frakce byly zakoncentrovany pod proudem dusiku.

Poté bylo pfidano 250 ul pracovniho roztoku 2,3-CIPh o koncentraci
80 pg/ml v ACN jako vnitini standard a frakce byly analyzovany HPLC/UV.
Dale byly pftipraveny tfi vzorky standardi v DCM o koncentraci 20 pg/ml.
Tyto vzorky pro kontrolu ztrity analyti béhem odpafovani byly
zakoncentrovavany odpafenim pod proudem dusiku ze stejného mnozstvi
DCM.

Vytéznost GPC s DCM jako mobilni fazi byla stanovena aplikaci 800 pl
pracovniho roztoku 15 CBA o koncentraci 20 pg/ml v DCM a byly sbirany dvé
frakce 1 — 14 min a 15 — 30 min. Vzorky byly odpafeny a analyzovany
dle postupu uvedeného vyse.

Stanoveni vlivu plidni matrice bylo provedeno uzitim ASE extraktu
nekontaminované pudy (Kap. 4.8) K extraktu zkoncentrovanému odpafenim
ve vyhiivaném bloku pfi teploté 40 °C a tlaku 60 kPa na ptiblizn€ 200 pl bylo
pfidano 600 pl pracovniho roztoku standardid 15 CBA o koncentraci 20 pg/ml
v DCM a roztok byl aplikovan na GPC. Byly sbirany dvé frakce 1 — 14 min
al1l5 — 30 min. Vzorky byly odpafeny a analyzovany shodnym postupem

uvedeném vyse.
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4.10 Derivatizace vzorkli pro méireni GC/MS

Uginnost derivatizaéniho kroku byla stanovena derivatizaci jednotlivych
standardti 15 CBA o koncentraci 20 ug/ml v ACN dle postupu uvedeného nize.
Vzorky byly poté odpateny pod proudem dusiku do sucha a bylo k nim
pipetovano 1000 pul ACN. Takto pfipravené vzorky byly analyzovany pomoci
HPLC/UV. Byl sledovan ubytek nezderivatizovanych CBA a pfiibytek
MeCBA.

4.10.1 Pouziti derivatiza¢niho ¢inidla methylester
kyseliny chlormravengi

Do 12 ml vialy bylo odpipetovano 240 pl pracovniho roztoku 15 CBA
0 koncentraci 200 pg/ml v ACN. Ke vzorku byly pfidany 3 ml reak¢éniho
média. Reakéni médium bylo piipraveno smichanim ACN, H,O, MeOH a Pyr
Vv poméru 14:10:2:3. Uzaviené vzorky byly na 1 min ponechany pro smichani
Vv ultrazvuku (1. derivatizacni krok). Nasledn¢ byl ke vzorku odpipetovan MCF
v mnozstvi 450 pl. MCF byl pipetovan opatrné po kapkach, jelikoz dochazelo
k bouflivé reakci za soucasného uvolnovani CO,. Vzorek byl uzavien a 1 min
ttepan (2. derivatizacni krok). Ke vzorku byly pfidany 3 ml chloroformu
a vzorek byl 2 min tfepan, az doSlo k vytvoreni 2 vrstev (3. derivatizacni krok).
Ke vzorku byly pfidany 3 ml 1M NaHCO3 a 2 min byl tfepan (4. derivatiza¢ni
krok). Ze vzorku byla opatrné odebrana spodni organicka vrstva.

Pro odstranéni stop vody z organické vrstvy byl pouzit bezvody siran
sodny. 2 g siranu sodného byly ptfidany do sklenénych kolonek o objemu
10 ml, siran sodny byl nejprve promyt 5 ml ACN, poté byl k nému pfidan
vzorek a nakonec bylo vSe promyto 1 ml ACN. Ke vzorku bylo pfidano 200 pl
pracovniho roztoku 2,3-CIPh o koncentraci 200 ug/ml v ACN. Takto
pfipraveny vzorek byl analyzovan pomoci HPLC/UV, kde byl sledovan ubytek
CBA.
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Vzhledem Kk vysokym interferencim v HPLC vlivem pouzitych

derivatizacnich rozpoustédel bylo nutné rozpoustédlo pied analyzou odpafit

pod proudem dusiku a vzorek rozpustit v 1 ml ACN.

Derivatizacni postup byl rizné¢ modifikovan. Podminky jsou uvedeny

v Tab. 5.

Tab. 5 Pét riznych podminek pouzitych pfi derivatizaci CBA pomoci MCF

1 2 3 4 5
Vzorek 200 pg/ml 240l 240l 240l 240l 240 ul
HCI 1M ol 10 pl 10 ul 10 ul 10 ul
Reakéni médium 3ml 3ml 3ml 3ml 3ml
o, Imin 10min 10min 10min 10 min
1. Derivatiza¢ni krok 25 °C 25 °C 25 °C 25 9C 25 9C
MCF 450 450l 450l 450l 450 ul
o, 2min - 20min  10min 20 min 10 min
2. Derivatizacni krok 259C  259C  259C  55°C  55°C
Chloroform 3ml 3ml 3ml 3ml 3ml
o, 2min - 20min  10min 10min 20 min
3. Derivatiza¢ni krok 25 °C 25 °C 25 °C 25 °C 25 °C
NaHCO; 1M 3ml 3ml 3ml 3ml 3ml
o, 2min - 20min  10min 10min 20 min
4. Derivatiza¢ni krok 25 9C 25 °C 25 9C 25 °C 25 °C
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4.10.2 Pouziti derivatizacniho ¢inidla diazomethan

4.10.2.1 Priprava diazomethanu

Do 250 ml Erlenmayerovy banky bylo odméfeno 100 ml chladného
diethyletheru, ke kterému bylo pfidano 35 ml chladného 40% KOH.
Erlenmayerova bailka byla umisténa do ledové lazn¢ a teplota byla udrzovana
okolo 5 °C. Za stalého michani bylo po malych davkéach ptidavano predem
navazené mnozstvi nitrosomethylmocoviny na celkovou koncentraci 0,1 M
anasledné¢ byl roztok ponechan 10 min odstit. Roztok byl pfenesen do
predchlazené uzaviratelné sklenéné nadoby obsahujici pecky KOH v mnozstvi
cca 5 g. Po pul hoding byl roztok opét odpipetovan do nddoby obsahujici KOH.
DM byl skladovan v mrazaku pti -20 °C (57).

4.10.2.2 Derivatiza¢ni postup

Do 1,5 ml vialy bylo odpipetovano 100 pl pracovniho roztoku 15 CBA
0 koncentraci 200 pg/ml. Ke vzorku byl pifidin DM a MeOH, vzorek byl
promichdn a ponechdm v digestofi. Mnozstvi DM a MeOH, c¢as a teplota
derivatizace byly rizné¢ modifikovany a jsou uvedeny v Tab. 6. Nasledné¢ bylo
rozpoustédlo odpafeno pod proudem dusiku, pfidan 1 ml ACN a analyzovéan

pomoci HPLC/UV, kde byl sledovéan ubytek nezderivatizovanych CBA.
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Tab. 6 Osm rliznych podminek derivatizace 15 CBA pomoci DM

Vzorek 200 pg/ml - 100wl 100l 100l 100l 100l 100 pl 100 pl 100 pl

Diazomethan 05m 05m 05m 1Iml O05m 1Iml 05ml 05ml

MeOH 0l S5ul Oul  10pl  10ul  10ul  10pul 10l
Cas 1h 1h 1h 1h 2h 2h 1h 1h
Teplota 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C 55°C 5°C

4.10.2.3 Ovéreni ucéinnosti derivatizace DM

Komeréné bylo Kk dispozici pouze 6 standardi MeCBA (2-MeCBA; 3-
-MeCBA; 4-MeCBA,; 2,4-MeCBA; 2,5-MeCBA a 3,5-MeCBA). Ostatnich
9 CBA byly jednotlivé derivatizovany postupem uvedenym v Kap. 4.10.2.2 pfi
riznych podminkéch (Tab. 7). Tyto podminky byly zvoleny tak, aby doslo
k takové derivatizaci analytd, kdy se ubytky CBA pohybuji v rozmezi 100 —
—0%. Vzorky byly analyzovany pomoci HPLC/UV. Byl sledovan procentni
pomér piku nezderivatizovanych CBA a zderivatizovanych CBA (MeCBA).
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Tab. 7 Sest rlznych podminek derivatizace 9 CBA pomoci DM pro dosaZeni

stechiometrie derivatizace

Vzorek 200 pg/ml 100l 100l 100wl 100pl  100pl 100 pl

Diazomethan 0,5ml 0,5ml 05ml 0250ml 0,250ml 0,250 ml
MeOH 10 pl 10 ul Sul 10 ul Sul 10 pl
Cas 1h 0,5h 1h 1h 1h 0,5h
Teplota 5°C 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C

4.11 Validace metody

Kvantitativni analyza byla provedena na zakladé vysky jednotlivych
pikt, kvalitativni analyza na zéklad¢ shody retencnich ¢asii a hmotnostnich
spekter.

Kalibraéni kiivka — Kalibra¢ni kiivky (6 — 9 kalibracnich bodl) pro
jednotlivée  MeCBA byly pfipraveny a meéfeny v linearnim rozsahu
od 0,003 pg/ml (2-MeCBA,; 2,6-MeCBA,; 2,3,5,6-MeCBA), 0,005 pg/ml (3-
-MeCBA+4-MeCBA; 2,3-MeCBA; 2,5-MeCBA; 3,4-MeCBA; 2,3,4,5-
-MeCBA) a 0,01 pg/ml (2,4-MeCBA; 3,5-MeCBA; 2,3,6-MeCBA; 2,4,6-
-MeCBA) do 10 pg/ml. Kazdy bod kalibra¢ni kiivky byl méten tiikrat.
byl kvantifikovan s pfesnosti RSD nizs§i nez 20 % pro n = 3. Limit detekce
LOD byl stanovena jako 1/3 hodnoty LOQ.

Pfesnost a spravnost metody — 6 vzorkii pudy bylo kontaminovano
postupem uvedenym v Kap 4.6 nakoncentraéni hladinu 0,001 pg/ml;
0,003 pg/ml; 0,005 pg/ml; 0,01 pg/ml; 0,05 pg/ml a 0,1 pg/ml. Kazda

koncentracni hladina byla pfipravena ve ¢tyiech paralelach vzorki pudy.
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ASE patrony byly pfipraveny dle postupu v Kap. 4.7. Puda byla
extrahovana metodou uvedenou v Kap. 4.8. Extrakty byly déale upraveny dle
Kap. 4.9.2 a 4.10.2.2 a analyzovany GC/MS. Vzorky, ve kterych nebyly
nékteré analyty detekovany, byly desetinasobné zakoncentrovany odpatfenim
pod proudem dusiku a opétovné analyzovany GC/MS. Spravnost byla urena
jako hodnota relativnich smérodatnych odchylek a ptesnost jako hodnota

procentualniho rozdilu mezi hodnotami namétenymi a vypoctenymi.
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5. Vysledky a diskuze

51 Optimalizace derivatizace €inidlem methylester
kyseliny chlormravengi

Vzorky byly derivatizovany MCF za podminek podobnych v ¢lanku
Citova, L. a kol (52). Podminky byly rtizné¢ optimalizovany pro dosazeni
nejlepsich vysledkd. VSechny podminky jsou uvedeny v Kap. 4.10.1 v Tab. 5.
Uginnost derivatizace byla stanovena derivatizaci jednotlivych standardi
o koncentraci 20 pg/ml v ACN dle postupu viz Kap. 4.10.1. Uginnost byla
kvantifikovana  nepfimo  pomoci HPLC/UV  sledovanim  tbytku
nezderivatizovanych analytd. Nejlepsi Gc¢innost byla dosazena za podminek
uvedenych v Tab. 8. Uginnost derivatizace za téchto podminek je uvedena

v Tab. 9.

Tab. 8 Podminky derivatizace MCF, pfi kterych bylo dosazeno nejlepSi ucinnosti

§ ?1? - N w N
= ] e a 0O a Z o
a T ~ = ) > o) S o)
~ Q« a =. = =, I =8
. O =2 zZ = zZL 9 T q &g
S = 5 28 © 28 g 28 0O 28
= =z 5 ~g M *Frg T g ¢ R
& Ex 2 & 3 & g &
= = &« =1 =1 =]
a B E‘ =, =. =,
10 min 10 min 20 min 20 min
Podminky 5 240ul 10ul 3 ml 450 ul 3ml 3ml
odminky K K 25°C K s50¢ 25°C 25°C

Derivatizace CBA za podminek 1 uvedenych v Tab. 5 byla neu¢inna. Po
ptidani HCI doslo k nardstu ucinnosti derivatizace (podminky 2 — 5; viz Tab. 5)
(data neprezentovana). Stejného zvySeného ucinku se docililo pii zvySeném
casu jednotlivych derivatizacnich krokii. ZvySena teplota 2. derivatiza¢niho

kroku vedla k dalsimu zvySeni G¢innosti derivatizace.
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Soucasné se zvysSenou teplotou ale bylo nutné snizit ¢as druhého
derivatizacniho kroku na 10 min. Do$lo ke snizenému celkovému casu

derivatizace. Nejlepsi ucinnosti tedy bylo dosazeno pii dodrzeni podminek 5.

Tab. 9 Prdmérna ucinnost derivatizace MCF standardi 15 CBA o koncentraci
20 pg/ml postupem uvedenym v Kap. 4.10.1 za podminek uvedenych v Tab. 8
a analyzované pomoci HPLC/UV; RSD (%): Relativni smérodatna odchylka

may o 009
(n=3)

2-CBA 94,0 % 5,2
3-CBA 83,2 % 6,4
4-CBA 87,8 % 3,2
2,3-CBA 100,1 % 3,5
2,4-CBA 92,4 % 11,5
2,5-CBA 99,8 % 5,6
2,6-CBA 47,5 % 9,8
3,4-CBA 92,2 % 7,1
3,5-CBA 96,7 % 3,2
2,3,5-CBA 83,8 % 6,5
2,3,6-CBA 31,2 % 8,2
2,4,6-CBA 55,0 % 13,2
2,3,4,5-CBA 97,0 % 5,2
2,3,5,6-CBA 78,2 % 12,3
2,3,4,5,6-CBA 69,7 % 9,2
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Z Tab. 9 je patrné, ze ucinnost derivatizace se u analyti 2-CBA; 3-CBA,
4-CBA; 2,3-CBA; 2,4-CBA; 2,5-CBA; 3,4-CBA; 3,5-CBA; 2,3,5-CBA,
2,3,4,5-CBA blizi ku 100 %. U analyta 2,3,6-CBA; 2,6-CBA; 2,4,6-CBA,
2,3,4,5,6-CBA a 2,3,5,6-CBA je ucinnost derivatizace pouze 31,2 — 78,2 %.

Nizkd ucinnost pro téchto pét analyti je pravdépodobné zplsobena
strukturou téchto derivat, resp. polohou chlort. Chlory vytvéii sterickou
zabranu okolo karboxylové skupiny a nedochazi tak k Gplné methylaci
karboxylové skupiny. Citova, 1. a kol. pouzivali MCF pro derivatizaci
karboxylové skupiny aromatickych kyselin (52). Derivatizace byla u¢inna, coz
bylo nejspi§ zpisobeno nizsi sterickou zédbranou kolem karboxylové skupiny.
Alkylestery kyseliny mravenéi jsou pro svou vysokou reaktivitu casto
vyuzivany jako derivatiza¢ni ¢inidla. Tyto kyseliny methyluji amino skupinu
(55, 58), hydroxy skupinu (52, 59) a karboxylovou skupinu (54, 52, 60).
Alkylestery kyseliny mravenci jsou univerzalnim cinidlem pouzitelnym pro
nckolik funkénich skupin. Podminky derivatizace musi byt ale pro jednotlivé
skupiny modifikovany. Vliv na derivatizaci nemd pouze funkéni skupina
analytu ale i struktura.

Kvalitativnim méfenim GC/MS bylo zjisténo, ze u 2,3,4,5,6-CBA
nevznikd predpokladany derivatizacni produkt MeCBA, ale dochazi
k dekarboxylaci a vznikd pentachlorbenzen. Charakteristické ionty pro
pentachlorbenzen jsou 215 + 248 + 250 m/z.

Problém v ptipadé selektivni kvantifikace je 1 vznik dvou derivatiza¢nich
produktti v pfipadé dvou derivatt CBA. V pfipad¢ analyti 2,4,6-CBA
a2,3,5,6-CBA dochazi k netplné dekarboxylaci. Derivatizace davd vznik
dvéma produktim 2,4,6-MeCBA i 2,4,6-trichlorbenzen s charakteristickymi
ionty 180 + 182 + 207 + 209 m/z a 2,3,5,6-MeCBA i 2,3,5,6-tetrachlorbenzen
s charakteristickymi ionty 179 + 216 + 218 m/z.

Slozitost, mnozstvi pouzitych chemikalii a ¢asova naro€nost derivatizace

pomoci MCF neni vhodna pro praktické aplikace stanoveni CBA.
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5.2 Optimalizace derivatizace Cinidlem
diazomethan

5.2.1 GC/MS podminky pro 6 standardi MeCBA

Standardy pro vSechny 15 MeCBA nebyly komeréné k dispozici.
Uginnost derivatizace byla ovéfena také pomoci zakoupenych MeCBA
standardli u 2-CBA,;, 3-CBA,; 4-CBA; 2,4-CBA,; 2,5-CBA a 3,5-CBA.

Kalibra¢ni kiivky 6 MeCBA byly pfipraveny fedénim zasobniho roztoku
standardi v EtAc do péti koncentra¢nich trovni v rozmezi 0,1 — 10 pg/ml,
ve kterém se pohybovaly 1 hodnoty derivatizovanych standardu.
Charakteristika kalibra¢nich kfivek je uvedena v Tab.10. Hodnoty LOD
a LOQ nejsou prili§ nizké vzhledem k tomu, Ze kalibrace byla pouzita pouze

pro ucely stanoveni ucinnosti derivatizace.

Tab. 10 Kalibraéni kfivky 6 MeCBA v EtAc vrozsahu 0,1 — 10 yg/ml o 5 bodech
méfenych pomoci GC/MS; hodnota LOD pro vSechny analyty je 0,03 ug/ml, hodnota
LOQ je pro vSechny analyty 0,1 ug/ml

Pocet Rozsah
Analyt Rovnice bodit (ng/ml) r?
primky HE

2-MeCBA y = 14771x - 2732 5 0,1-10 0,9917
3-MeCBA+4-MeCBA  y =63036x + 39566 5 0,1-10 0,9939
2,4-MeCBA y =9318,9x — 1696,5 5 0,1-10 0,9976
2,5-MeCBA y =9203x + 1684,8 5 0,1-10 0,9974
3,5-MeCBA y = 8750,5x + 1379,5 5 0,1-10 0,9980
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5.2.2  Stanoveni U€innosti derivatizace pomoci DM

6 CBA byly derivatizovany postupem uvedenym v Kap. 4.10.2.2.
Podminky derivatizace byly riizné a jsou uvedeny v Kap. 4.10.2.2 v Tab. 6.

Uginnost byla sledovana méfenim GC/MS.

Tab 11. Podminky derivatizace, pfi kterych byla dosazena nejvy3si u¢innost

[u/3 00
M2I0ZA
ueylewozelq
HO3IN
S‘B;)
vi0|da L

Podminky8  100ul 05ml 10pl  1h  5°C

Pro derivatizaci 6 CBA byly modifikoviny podminky (Tab. 6).
Derivatizace za podminek 1 nebyla U¢innd (data neprezentovéana).
Pti derivatizaci za podminek 1 nebyl vzorek okyselen 1M MeOH. Derivatizace
za podminek 5 — 7 nebyla u¢inna (data neprezentovana). Za podminek 5 — 7
byl pouzit MeOH, ale zaroven doslo v pfipad¢ podminek 5 a 6 k prodlouzeni
Casu derivatizace na 2 h a v pfipad€ podminek 7 ziistal ¢as derivatizace 1 h,
ale doslo ke zvyseni teploty derivatizace na 55 °C. Prodlouzeni ¢asu i zvySeni
teploty mé tedy negativni vliv na G&innost derivatizace. Uginnost derivatizace
za podminek 4 byla pouze do 50 — 60 %. Niz§i Gcinnost byla nejspiSe
zpusobena zvySenim mnozstvi DM na 1 ml. Na Obr. 9 je vidét ucinnost
derivatizace za podminek 2, 3 a 8. Pfi téchto podminkach byl pfidan MeOH,
derivatizace za podminek 2 a 3 probihala za teploty 25 °C, za podminek 8 pii
teploté 5 °C.

Z Obr.9 a z vysledkt predchozich podminek je patrné, ze ucinnost se

zvysuje pfidanim MeOH, tedy vytvofenim kyselého prostfedi derivatizace.
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V kyselém prostiedi dochézi k lepsi disociaci karboxylové kyseliny a tim
klepsimu vzniku derivatizaéniho produktu methyl esteru Kkyseliny
chlorbenzoové. Mnozstvi ptidaného MeOH nema vliv na G¢innost.

Utinnost se zvysuje se snizujici se teplotou. K stejnému vysledku
dochazi i v ptipade prodlouzeni ¢asu derivatizace.

Niedan, V. a kol. derivatizovali kyselinu chlorbenzoovou po dobu 2 h za
pokojové teploty a Gcéinnost stanovili v rozsahu 67 — 81 % (50). Za téchto
podminek (podminky 5; viz Tab. 6) derivatizace u¢inna nebyla a to i pfes
ptidavek MeOH.

Ucinnost derivatizace DM 15 CBA pfi riznych podminkach

(podminky viz Tab 2)

. 120%

8 100% -

8 so% = 2-CBA
E 60% 3-CBA + 4 CBA

4 -

= m 2,4 CBA
T 40% -

2 m2,5CBA
O 20% -

£ = 3,5 CBA
>g 0% -

Podminky 2 Podminky 3 Podminky 8

Obr. 9 Uginnost derivatizace DM 15 CBA postupem uvedenym v kap. 4.10.2.2 za
rdznych podminek uvedenych v Tab. 6
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5.2.3 Ovéreni ucéinnosti derivatizace DM

Predchozi postup ovétil, ze derivatizace dle postupu uvedenym
v Kap. 4.10.2.2 a za podminek 8, které jsou uvedeny v Tab. 1l je uc¢inna
u 6 CBA (=88 %). Postupem uvedenym v Kap. 4.10.2.3 byla ovéfena ucinnost
derivatizace u zbylych 9 CBA a byly piipraveny vlastni standardy MeCBA.
V Tab. 7 je uvedeno 6 raznych i méné uéinnych (mirnych) podminek,
aby doslo k takové derivatizaci analyti, kdy se ubytky CBA pohybuji
vrozmezi 100 — 0 %. Vzorky byly analyzovany pomoci HPLC/UV. Byl
sledovan procentni pomér piku nezderivatizovanych CBA a zderivatizovanych
CBA (MeCBA). Podminky byly zvloeny takové, aby bylo umoznéno sledovani
stechiometrického nardstu, resp. poklesu piku MeCBA, resp. CBA.

Grafy zobrazujici stechiometricky nartst Géinnosti derivatizace pro
9 CBA jsou prilozeny v pfiloze A — |. Z hodnoty regresniho koeficientu %,
ktery je u vSech rovnic pfimky roven 1 vyplyva, ze nartst ucinnosti
derivatizace je rovnomérny a stechiometricky. Ze stechiometrie je také patrné,
ze nedochdzi k zadnym vedlejSim reakcim. Timto postupem byla ovéfena
ucinnost derivatiza¢niho postupu a mohlo dojit k pfipravé vlastnich standard.

V Tab. 12 je uvedena primérna ucéinnost derivatizace DM pro vSech
15 CBA pftipravenych postupem viz Kap. 4.10.2.2 za podminek 8 uvedenych
v Tab. 11. Na Obr. 10 je srovnani u¢innosti derivatizace DM a MCF za
nejlepSich dosazenych podminek. Z Obr. 10 je patrné, Ze derivatizace DM je
ucinngjsi. Velky rozdil uc¢innosti sledujeme zejména u analytt 2,6-CBA; 2,3,6-
-CBA; 2,4,6-CBA; 2,3,5,6-CBA a 2,3,4,5,6-CBA. Derivatizace DM je pro
smés vybranych 15 CBA vhodné;jsi.

47



Vysledky a diskuze

Tab 12. Primérna ucinnost derivatizace standardi 15 CBA o koncentraci 10 pug/mi
postupem uvedenym v Kap. 4.10.2.2 za podminek: 100 upl, DM 0,5 ml, MeOH 10 ul,
Cas derivatizace 1 hodina za teploty 5 °C; vzorky byly analyzovany GC/MS

Analyt lilf;?;f)lslf FE(ZI)D
(n=3)
2-CBA 90,7 % 8,2
3-CBA+4-CBA 87,9 % 2,2
2,3-CBA 105,9 % 11,0
2,4-CBA 110,5 % 2,1
2,5-CBA 90,2 % 6,9
2,6-CBA 83,7 % 51
3,4-CBA 96,6 % 4,1
3,5-CBA 110,6 % 8,1
2,3,5-CBA 105,9 % 3,4
2,3,6-CBA 105,5 % 14,2
2,4,6-CBA 101,1 % 3,2
2,3,4,5-CBA 101,5% 9,1
2,3,5,6-CBA 85,4 % 53
2,3,4,5,6-CBA 92,3% 14,1
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Srovnani ucinnosti derivatizace DM a MCF
140%
—_ m 2-CBA
X 120% m 3-CBA
E I . m 4-CBA
o 100% I e m 2,3-CBA
= I J - i 0 u 2,4-CBA
© o/ || I |- L1 |- -
S 80% {— 2,5-CBA
= I m 2,6-CBA
L 60% - - o H 3,4-CBA
73 m 3,5-CBA
° 40% + — - m2,3,5-CBA
= m 2,3,6-CBA
3 20% 1 H - 2,4,6-CBA
2,3,4,5-CBA
0% - 2,3,5,6-CBA
Diazomethan MCF 2,3,4,5,6-CBA

Obr 10. Srovnani Uc€innosti derivatizace DM (postup Kap. 4.10.2.2, podminky
v Tab. 11) a MCF (postup 4.10.1, podminky v Tab. 8)

5.2.4  Optimalizace GC/MS podminek pro 15 CBA

V ramci této prace byly pouzity dva typy GC/MS kolon liSici se
staciondrni fazi. Ani na jedné z kolon se nepodafilo dosdhnout ulné separace
vSech 15 zastupcli methylovanych chlorbenzoovych kyselin. Kolona DB-5,
ktera je univerzalni a pfevazné nepolarni, byla srovnavana s kolonou o stfedni
polarit¢ DB-200 (o délce 30 m, priméru 0,25 pum a tloustkou SF 0,25 pm
(Agilent Technologies, USA)), kterd je od vyrobce doporu¢ovana pro
chlorované latky. Kolony mély stejné parametry. Kolonou DB-200
nebylo mozné  dosahnout rozliSeni  analytt 3,5-MeCBA a 2,6-MeCBA.
Na kolon¢ DB-5, byly tyto dva analyty separovany, ale nepodatilo se rozdélit
analyty 3-MeCBA a 4-MeCBA, ani po optimalizaci teplotniho gradientu
metody. Proto byly tyto dvé¢ latky kvantifikovany jako smésny pik s reten¢nim

¢asem 11,939 min.
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Charakteristické ionty a retencni Casy analytl, které byly pouzity pfi

identifikaci latek a pti vyhodnocovani jejich koncentrace ve vzorcich jsou

uvedeny v Tab. 13. Na Obr. 11 je uveden piiklad GC/MS chromatogramu

standardti 15 MeCBA s hexachlorbenzenem jako vnitinim standardem.

Tab. 13 Reten¢ni ¢asy a charakteristické ionty analyt( pfi méfeni vzorkd GC/MS

Retenc¢ni Cas

Analyt (min) m/z
3-MeCBA+4-MeCBA 11,939 111,2+139,2+141,2+170,1
2-MeCBA 12,355 111,2+139,2+141,2+169,1
3,5-MeCBA 18,718 145,2+147,2+173,2+175,1+204,1+207,1
2,6-MeCBA 19,416 145,3+173,2+175,1+204
3,4-MeCBA 20,809 145,3 + 147,2 + 175,1 + 204
2,5-MeCBA 21,162 145,2+173,2+175,1+204,1
2,4-MeCBA 22,173 145,2+173,2+175,1+204
2,3-MeCBA 23,007 145,2+173,2+175,1+204
2,3,5-MeCBA 26,614 179,3+209,1+211+238,1+240
2,3,6-MeCBA 30,805 179,3+209,1+211+238,1+240,2
2,4,6-MeCBA 32,338 179,3+209,1+207+211+240+241,9
2,3,5,6-MeCBA 40,385 213,3+241,4+243,1+245+274+276
HCB 41,395 284+286
2,3,4,5-MeCBA 42,641 215,3+241,3+243,1+245+274+276
2,3,4,5,6-MeCBA 45,329 249,3+275,5+277,2+279+308
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Obr. 11 CG/MS chromatogram 15 MeCBA a vnitiniho standardu HCB; poradi
analyt(: 3-MeCBA+4-MeCBA; 2-MeCBA; 3,5-MeCBA; 2,6-MeCBA; 3,4-MeCBA;
2,5-MeCBA,; 2,4-MeCBA; 2,3-MeCBA,; 2,3,5-MeCBA,; 2,3,6-MeCBA; 2,4,6-MeCBA,;

2,3,5,6-MeCBA, HCB; 2,3,4,5-MeCBA, 2,3,4,5,6-MeCBA
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5.4 Precisténi extraktu gelovou permeacni
chromatografii

Pro aplikaci vzorkli extrahovanych postupem uvedenym v Kap. 8
na GC/MS musel byt zahrnut Cistici mezikrok. Z divodu znacné rozdilnosti

polarit jednotlivych analytd byla pro piec¢isténi vzorki zvolena GPC.

5.4.1 Retenc¢ni chovani analytu

Pro pfipravu gelu a jako mobilni faze bylo pouzito rozpoustédlo DCM.
Pro hodnoceni reten¢niho chovani analytd a vytéznosti GPC s DCM jako MF
byly frakce sbirdny po 2 min v celkové délce 45 min a nésledné kvantifikovany
HPLC/UV. Takto bylo zjisténo, Ze analyty eluuji mezi 15 — 20 min.

Pro zjisténi celkové vytéznosti GPC byl v ramci optimalizace metody
proveden experiment zahrnujici sbér frakce mezi 15 — 30 min. Vytéznost

se blizila ku 100 % (data neprezentovana).

5.4.2  Uréeni vlivu matrice pady na retenéni chovani
analytt
Urceni vlivu matrice pidy na reten¢ni chovani analyti v GPC bylo
provedeno uzitim ASE extraktu nekontaminované puady (Kap. 4.9.2).
Po aplikaci na GPC bylo zjisténo, Ze pudni matrice nema na reten¢ni chovani

analyti vliv a analyty eluuji mezi 15 — 30 min.

5.5 Analyza 15 CBA v uméle kontaminované pudé

Vytéznost analytické metody zahrnujici extrakci ASE uméle
kontaminované pudy 15 CBA, piecisténi pomoci GPC a derivatizace pomoci
DM byla méfena uzitim GC/MS. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 14. Podminky
extrakce ASE byly pievzaty z prace Kiesinova a kol. (45). VytéZnost extrakce
ASE meétena pomoci HPLC/UV v této praci byla 82,0 — 114,0 % s RSD 0,7 —
—9,4 % (45).
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Tab. 14 Primérné vytéZnosti 15 CBA po extrakci plidy ASE s koncentraci 3 ug/g pudy

pfi precCisténi pfes GPC, derivatizaci pomoci DM a s naslednou kvantifikaci pomoci

GCIMS

may emes D
(n=9)
2-CBA 104,3 % 11,3
3-CBA+4-CBA 92,0 % 3,7
2,3-CBA 132,5% 3,7
2,4-CBA 104,3 % 4,6
2,5-CBA 97,0 % 7,0
2,6-CBA 94,0 % 12,1
3,4-CBA 100,1 % 9,2
3,5-CBA 99,6 % 5,8
2,3,5-CBA 101,8 % 4,5
2,3,6-CBA 96,5 % 3,8 (n=4)
2,4,6-CBA 92,4 % 2,5
2,3,4,5-CBA 99,6 % 3,2
2,3,5,6-CBA 91,7 % 2,1
2,3,4,5,6-CBA 96,2 % 2,1

53



Vysledky a diskuze

5.6 Validace metody

Celd metoda umoznujici kvantifikaci MeCBA v pud¢ zahrnuje extrakci
pudy ASE, piecisténi extraktd pady pomoci GPC a derivatizaci
diazomethanem s kone¢nou kvantifikaci GC/MS. Metoda byla validovana

postupem uvedenym v Kap. 4.11.

5.6.1 Kalibraéni krivky

Kalibracni kiivky 15 CBA byly pfipraveny fedénim zasobniho
roztoku standardi 15 MeCBA v EtAc. Charakteristika kalibra¢nich ktivek je
uvedena v Tab. 15. Kalibra¢ni k¥ivka v piipadé analyta 2,3,4,5,6-MeCBA
a2,3,5-CBA je devitibodova s linearnim rozsahem koncentraci 0,003 —
—10 pg/ml, v piipadé¢ analyta 2-MeCBA; 2,6-MeCBA; 2,3,5,6-MeCBA je
osmibodova s linearnim rozsahem koncentraci 0,005 — 10 pg/ml, u analytt 3-
-MeCBA+4-MeCBA; 2,3-MeCBA; 2,5-MeCBA; 3,4-MeCBA a 2,3,4,5-
-MeCBA je sedmibodova s linearnim rozsahem koncentraci 0,01 — 10 pg/ml
au analytd 2,4-MeCBA; 3,5-MeCBA; 2,3,6-MeCBA a 2,4,6-MeCBA je
Sestibodova s linedrnim rozsahem koncentrace 0,05 — 10 pg/ml. Kazdy bod

kalibra¢ni kiivky predstavuje aritmeticky prumér ¢tyt hodnot
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Tab 15. Kalibraéni kfivky 15 MeCBA v EtAC méfené pomoci GC/MS

Analyt Rovnice I;ZZ?: Rozsah r2 LOD LOQ
pfimky (pg/ml) (ng/ml)  (ng/ml)
2-MeCBA y =21878x - 1814 8 0,005-10 0,9897 1,7 0,5
3-MeCBA+4-MeCBA y = 44649x + 5071 7 0,01-10 10,9939 3,3 10,0
2,3-MeCBA y =16033x + 667,53 7 0,01-10 0,9979 3,3 10,0
2,4- MeCBA y =12745x - 87,972 6 0,05-10 0,9925 16,7 50,0
2,5-MeCBA y = 43527x + 427,08 7 0,01-10 0,9991 3,3 10,0
2,6-MeCBA y =38677x - 1377,5 8 0,005-10 0,9991 1,7 0,5
3,4- MeCBA y =23619x - 0,8202 7 0,01-10 0,9914 3,3 10,0
3,5-MeCBA y =13115x + 3663,2 6 0,05-10 0,9818 16,7 50,0
2,3,5-MeCBA y =31418x - 3599 9 0,003-10 0,9955 1,0 0,3
2,3,6-MeCBA y =32759x - 11145 6 0,05-10 0,9916 16,7 50,0
2,4,6-MeCBA y = 38576x - 2398,6 6 0,05-10 10,9934 16,7 50,0
2,3,4,5-MeCBA y = 28279x + 2870,7 7 0,01-10 0,9984 3,3 10,0
2,3,5,6-MeCBA y =38619x - 1263,9 8 0,005-10 0,9987 17 0,5
2,3,4,5,6-MeCBA y = 30594x - 641,08 9 0,003-10 0,9990 1,0 0,3
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5.6.2 Limit stanovitelnosti LOQ zvolené analytické
metody

v

zvolené analytické metody na uméle kontaminovanou ptdu pro vSech 15 CBA,
byla 0,003 png/g. V piipadé 11 CBA (2-CBA; 3-CBA; 4-CBA,; 2,3-CBA; 2,4-
-CBA; 2,5-CBA; 2,6-CBA, 3,4-CBA, 3,5-CBA, 2,3,5-CBA a 2,3,4,5,6-CBA)
byla tata hodnota stanovena bez nutnosti zaclenéni dal§iho analytického kroku.
Aby mohly byt ostatni analyty (2,3,6-CBA; 2,4,6-CBA,; 2,3,4,5-CBA a 2,3,5,6-
-CBA) detekovany na koncentra¢ni hladiné 0,003 ug/g, byly vzorky
desetinasobné zakoncentrovany a opétovné analyzovany pomoci GC/MS.

Timto postupem doslo k zaclenéni dalSiho analytického kroku
zahrnujiciho zakoncentrovdni odpafenim rozpoustédla pod proudem dusiku
do sucha a rozpusténi vzorku v 100 pl EtAc. Vytéznost 15 CBA analytické
metody se snizila a je uvedena v Tab. 16. Z Tab. 16 je patrné, ze vytéznost
analytické¢ metody (ASE extrakce, GPC precisténi, DM derivatizace, GC/MS
analyza) se v pfipadé zahrnuti zakoncentrovani vzorku snizila pro 15 CBA
00,0-10,5 %.

Koncentraéni hladina 0,001 pg/g nebyla bez zakoncentrovani detekovana
u zadnych z analyti. Vzorek byl tedy desetinasobné zakoncentrovan
a opétovné analyzovan pomoci GC/MS. Detekovat se podafilo 11 CBA (2,3-
-CBA; 2,4-CBA; 2,5-CBA; 2,6-CBA; 3,4-CBA; 3,5-CBA, 2,3,5-CBA; 2,3,6-
-CBA; 2,4,6-CBA,; 2,3,5,6-CBA a 2,3,4,5,6-CBA). Analyty 2-CBA,; 3-CBA; 4-
-CBA a2,3,4,5-CBA detekovany na koncentra¢ni hladin€é 0,001 pg/g nebyly
ani po zakoncentrovani vzorku. Vytéznost 11 CBA se vtomto pfipadé také
snizila.

Snizeni vytéznosti poukazuje na mozné ztraty derivatizacnich produktt
MeCBA, které jsou tékavé. Vysledky prumérnych vytéznosti pro vSechny

koncentra¢ni hladiny jsou uvedeny v Tab. 16.
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5.6.3  Spravnost a pfesnost metody

Ptesnost a spravnost celého postupu byly urCeny analyzou uméle
kontaminovanych pidnich vzorkd (viz Tab. 16) ve ctyrech paralelach na
koncentra¢nich hladinach 0,001; 0,003; 0,005; 0,01; 0,05; a 0,1 pg/g. Hodnoty
spravnosti metody se pohybovaly od 87 % do 130 % s pfesnosti od 2 - 12 %
vyjadiena % RSD.
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Tab. 16 Primérné vytéznosti (%) a RSD (%) pro n = 4 analytické metody zahrnujici extrakci pudy pomoci ASE, precisténi pomoci GPC,
derivatizace pomoci DM a analyza pomoci GC/MS; v pfipadé koncentracnich hladin 0,001 ug/g a 0,003 ug/g byl vzorek navic 10x
zakoncentrovan odparenim rozpoustédla pod proudem dusiku a rozpusténim v 100 pl EtAc

Analyt 0,001 pg/g 0,003 pg/g 0,005 pg/g 0,01 ng/g 0,05 ng/g 0,1 pg/g
2-CBA n.d. 99,2 (3,5) 102,0 (8,7) 104,0 (2,3) 101,2 (6,1) 110,3 (11.2)
3-CBA+4-CBA n.d. 87,4 (5,0) 95,3 (5,6) 96,0 (5,9) 90,5 (7,0) 98,0 (3,7)
2,3-CBA 1245 (5,6) 122,0 (10,3) 128,2 (3,2) 122,4 (5,6) 130,2 (2,3) 129,6 (5,7)
2,4-CBA 98,0 (2,1) 101,0 (3,5) 99,5 (12,3) 102,5 (6,7) 107,0 (5,1) 109,2 (3,0)
2,5-CBA 95,0 (3,4) 95,3 (3,6) 97,5(5,3) 96,2 (2,8) 95,2 (8,1) 98,6 (2,0)
2,6-CBA 90,2 (4,0) 92,3(2,1) 91 (3,4) 96,7 (5,2) 92,1 (2,0) 97,2 (8,1)
3,4-CBA 98,4 (10,1) 100,2 (12,5) 102,2 (8,7) 105,2 (6,2) 98,0 (3,2) 105,4 (6,0)
3,5-CBA 94,5 (6,2) 90,2 (5,5) 99,2 (3,1) 101,2 (5,0) 105,3 (5,6) 102,0 (3,4)
2,3,5-CBA 99,2 (3,7) 95,3 (2,3) 102,2 (4,0) 103,0 (2,1) 99,6 (4,1) 99,6 (3,0)
2,3,6-CBA 96,0 (5,2) 91,2 (3,2) 98,0 (3,1) 92,1 (4,0) 100,6 (5,1) 93,2 (6,7)
2,4,6-CBA 87,9 (4,5) 88,2 (2,9) 97,2 (2,5) 94,2 (2,5) 90,5 (7,0) 98,7 (3,0)
2,3,4,5-CBA n.d. 98,7 (9,5) 101,2 (3,4) 97,0 (5,1) 97,0 (4,1) 102,3 (6,2)
2,3,5,6-CBA 87,7 (2,3) 87,7 (5,6) 95,0 (2,1) 96,0 (3,1) 92,6 (7,0) 96,2 (4,1)
2,3,45,6-CBA 88,2 (7,6) 95,3(3,1) 96,0 (3,2) 96,8 (5,1) 101,2 (11,3) 98,2 (6,2)

n.d.: analyt nedetekovan
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5.7 Analyza realného vzorku pudy

Realny vzorek piidy pochazel z oblasti Lhenice. Cely analyticky postup
stanoveni 15 CBA vcetné extrakéniho kroku, precisténi a derivatizace byl
aplikovan na stanoveni 15 CBA v redlném vzorku pudy. Ziskané vysledky jsou
shrnuty v Tab. 17.

Kiesinova a kol. stanovovali koncentraci 15 CBA v redlné pudé
pochézejici ze stejné oblasti. Pro stanoveni byla pouzita metoda zahrnujici
extrakci ASE za stejnych podminek jako v této praci a vzorky byly
kvantifikovany HPLC/UV. Detekovany byly 3-CBA; 4-CBA; 2,3-CBA; 2,4-
-CBA; 2,5-CBA; 2,6-CBA; 2,3,5-CBA,; 2,3,6-CBA, 2,4,6-CBA a 2,3,5,6-CBA
s nejnizs$i hodnotou koncentrace 0,02 pg/g pro 2,3-CBA a s nejvyssi hodnotou
koncentrace 0,62 pg/g pro 2,4,6-CBA (45).

V této diplomové praci byla redlnd ptida ze stejné oblasti analyzovédna
metodou zahrnujici extrakéni krok pomoci ASE, piecisténi pomocé GPC,
derivatizace pomoci DM a vzorky byly kvantifikovany GC/MS. Detekovano
bylo vSech 15 derivati CBA s nejnizs$i hodnotou koncentrace 0,04 ng/g pro
2,6-CBA a s nejvyssi hodnotou koncentrace 0,85 pg/g pro 2,4-CBA.

Z vysledki je patrné, Ze metoda stanoveni pomoci GC/MS s derivatizaci
vzorkli pomoci DM dosahuje vyrazné nizsich detekcnich limitd.

Cvanéarova, M. ve své diplomové praci stanovila ve stejném vzorku
pudy celkovou koncentraci PCB 302,7 ng/g (koncentrace kongengri jsou
uvedeny v Kap. 4.1). Kyseliny chlorbenzoové jsou produktem bakterialni
degradace PCB. CBA se kumuluji v Zivotnim prostiedi a ovliviiuji dalsi
bakterialni degradaci PCB. Ptitomnost CBA v environmentalnim vzorku ma za
nasledek inhibici bakteridlni degradace PCB. Stanovend koncentrace CBA
V realném vzorku pidy miiZze mit za nasledek, Ze koncentrace PCB 302,7 pg/ml

se v pud¢ nebude dale degradovat a nedojde tak jeji dekontaminaci.
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Tab 17. Primérna koncentrace 15 CBA v realném vzorku pudy extrahovaném ASE,

precisténém pfes GPC, derivatizované pomoci DM s kone¢nou kvantifikaci GC/MS

Primeérna
Analyt koncenErace RSD (%)
png/g pudy (n=4)
(n=4)

2-CBA 0,102 12,1 %
3-CBA+4-CBA 0,124 10,0 %
2,3-CBA 0,778 10,2 %
2,4-CBA 0,852 8,1 %
2,5-CBA 0,058 10,1 %
2,6-CBA 0,041 11,9%
3,4-CBA 0,222 8,2 %
3,5-CBA 0,203 57 %
2,3,5-CBA 0,139 125%
2,3,6-CBA 0,308 10,2 %
2,4,6-CBA 0,071 9,0%
2,3,4,5-CBA 0,066 12,4 %
2,3,5,6-CBA 0,061 7,1%
2,3,4,5,6-CBA 0,080 6,5 %
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6. Zaver

Byla vypracovana a validovana metoda stanoveni dostupnych 15 CBA
v pidé zahrnujici ASE extrakci pudy, precisténi extrakti puady pies GPC
a derivatizaci analyti pomoci DM a kone¢nou kvantifikaci vzorkdi pomoci
GC/MS.

Pfi samotné analyze GC/MS se hodnota LOQ pohybovala v rozsahu
0,003 - 0,01 pg/ml.

Utinnost derivatizace diazomethanem byla pro viechny analyty
v rozsahu 83,7 — 110,6 % s RSD 2,2 — 14,2 %. Derivatizace DM je jednoducha,
Casoveé a cenoveé nenarocnd. Vytéznost 15 CBA v pudée se pii zahrnuti vSech
krokd stanoveni (extrakce, precisténi a derivatizace) pii analyze GC/MS
pohybovala v rozsahu 91,7 — 132,5 % s RSD 2,1 — 12,1 %.
hladiny CBA v pud¢, kterou mizeme pomoci této optimalizované metody
(extrakce, preciSténi a derivatizace) detekovat. Pro analyty 2,3-CBA; 2,4-CBA,
2,5-CBA; 2,6-CBA,; 3,4-CBA, 3,5-CBA,; 2,3,5-CBA; 2,3,6-CBA; 2,4,6-CBA;
2,3,5,6-CBA a 2,3,4,5,6-CBA byla nejnizs$i detekovana koncentra¢ni hladina
0,001 pg/g. Pro analyty 2-CBA; 3-CBA,; 4-CBA a 2,3,4,5-CBA byla nejnizsi
detekovana koncentracni hladina 0,003 pg/g. Nékteré analyty byly na téchto
koncentra¢nich hladinach detekovany pouze v pfipadé zahrnuti dalSiho
analytického kroku a to desetindsobném zakoncentrovani. S timto krokem
doslo zaroven ke snizeni u¢innosti celého analytického postupu o 0,0 — 10,8 %.

Hodnoty spravnosti metody se pohybovaly od 87 % do 130 % s piesnosti
od 2 - 12 % vyjadiena % RSD.

Aplikaci zvolené metody na analyzu realného vzorku pidy bylo
detekovano vSech 15 derivata kyseliny chlorbenzoové. Nejvyssi koncentrace

cv v

2,6-CBA 0,041 pg/g.
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Zaver

Detekovanim kyselin chlorbenzoovych ve stejném vzorku poukazuje
na dilezitost ~ vypracovani  vhodné metody pro analyzu CBA
v environmentalnich vzorcich.

Vypracovani vhodné metody pro selektivni stanoveni kyselin
chlorbenzoovych v piidni matrici pomoci GC/MS zahrnujici extrakéni krok,
Cistici mezikrok a derivatizace umoziujici méfeni pomoci GC/MS je dilezité
pro zivotni prostiedi, piesto takovd metoda vypracovana doposud nebyla.

Vysledkem této diplomové prace je selektivni metoda umoziujici
stanoveni koncentrace vybranych 15 ti derivati CBA v pade¢, kterd mize byt
kontaminovana PCB. Metoda muze byt pouzita pro stanoveni vlivu pfitomnosti
CBA na dalsi degradaci PCB. Tato metoda také mize najit uplatnéni pfi studiu
biodegradace PCB.
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Pfilohy A - |

Piiloha A: Podminky derivatizace DM 2,3,4,5,6-CBA pro dosazeni stechiometrie derivatiza¢ni reakce. Graf: pomér procent

ploch pikt nezderivatizované 2,3,4,5,6-CBA a zderivatizované 2,3,4,5,6- CBA

Podminky 1 Podminky 2 Podminky 3 Podminky 4 Podminky 5 Podminky 6
Vzorek 100 pul 200 ppm | 100 pl 200 ppm | 100 pl 200 ppm | 100 ul 200 ppm | 100 pl 200 ppm | 100 pl 200 ppm
Diazomethan 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,250 ml 0,250 ml 0,250 ml
MeOH 10 ul 10 ul 5yl 10 ul 5ul 5ul
Cas 1 hodina 0,5 hodina 1 hodina 1 hodina 1 hodina 0,5 hodina

Pomér procent ploch pikt nezderivatizované 2,3,4,5,6 - CBA
Podminky 1,4 (osa x) a zderivatizované 2,3,4,5,6 - CBA (osa y)
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Piiloha B: Podminky derivatizace DM 2,3,5,6-CBA pro dosaZeni stechiometrie derivatiza¢ni reakce. Graf: pomér procent

ploch pikt nezderivatizované 2,3,5,6-CBA a zderivatizované 2,3,5,6-CBA

Podminky 1 Podminky 2 Podminky 3 Podminky 4 Podminky 5 Podminky 6
Vzorek 100 pl 200 ppm | 100 ul 200 ppm | 100 pl 200 ppm | 100 ul 200 ppm | 100 pl 200 ppm | 100 pl 200 ppm
Diazomethan 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,250 ml 0,250 ml 0,250 ml
MeOH 10 ul 10 ul 5yl 10 ul 5ul 5ul
Cas 1 hodina 0,5 hodina 1 hodina 1 hodina 1 hodina 0,5 hodina
Pomér procent ploch pikli nezderivatizované 2,3,5,6-CBA
o Podminky L, 4 (osa x) a zderivatizované 2,3,5,6-CBA (osa y)
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Piiloha C: Podminky derivatizace DM 2,3,4,5-CBA pro dosazeni stechiometrie derivatizacni reakce. Graf: pomér procent

ploch pikt nezderivatizované 2,3,4,5-CBA a zderivatizované 2,3,4,5-CBA

Podminky 1 Podminky 2 Podminky 3 Podminky 4 Podminky 5 Podminky 6
Vzorek 100 pl 200 ppm | 100 ul 200 ppm | 100 pl 200 ppm | 100 ul 200 ppm | 100 pl 200 ppm | 100 pl 200 ppm
Diazomethan 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,250 ml 0,250 ml 0,250 ml
MeOH 10 ul 10 ul 5yl 10 ul 5ul 5ul
Cas 1 hodina 0,5 hodina 1 hodina 1 hodina 1 hodina 0,5 hodina
Pomér procent ploch pikt nezderivatizované 2,3,4,5 - CBA
Podminky 1 (osa x) a zderivatizované 2,3,4,5 - CBA (osa y)
100% Podminky 3
’\.\Podminky 4 c
90% Podminky 2
80% ‘{minkv6
g 70% -
= 60%
% 4
E. 50% 1
:. 40%
- 7 R2 = 1
o 0,
o~ 30% ]
20%
10% .
] \W“ky 5
0% . : . : . : . : . : . : . : . : : .
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
2,3,4,5- CBA (%)

Priloha C



Piiloha D: Podminky derivatizace DM 2,4,6-CBA pro dosazeni stechiometrie derivatiza¢ni reakce. Graf: pomér procent ploch

pika nezderivatizované 2,4,6-CBA a zderivatizované 2,4,6-CBA

Podminky 1 Podminky 2 Podminky 3 Podminky 4 Podminky 5 Podminky 6
Vzorek 100 pl 200 ppm | 100 ul 200 ppm | 100 pl 200 ppm | 100 ul 200 ppm | 100 pl 200 ppm | 100 pl 200 ppm
Diazomethan 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,250 ml 0,250 ml 0,250 ml
MeOH 10 ul 10 ul 5yl 10 ul 5ul 5ul
Cas 1 hodina 0,5 hodina 1 hodina 1 hodina 1 hodina 0,5 hodina
Pomér procent ploch pikti nezderivatizované 2,4,6 - CBA
Podminky 1,2 (osa x) a zderivatizované 2,4,6 - CBA (osa y)
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Ptiloha E: Podminky derivatizace DM 2,3,6-CBA pro dosazeni stechiometrie derivatiza¢ni reakce. Graf: pomér procent ploch

pika nezderivatizované 2,3,6-CBA a zderivatizované 2,3,6-CBA

Podminky 1 Podminky 2 Podminky 3 Podminky 4 Podminky 5 Podminky 6
Vzorek 100 pl 200 ppm | 100 ul 200 ppm | 100 pl 200 ppm | 100 ul 200 ppm | 100 pl 200 ppm | 100 pl 200 ppm
Diazomethan 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,250 ml 0,250 ml 0,250 ml
MeOH 10 ul 10 ul 5yl 10 ul 5ul 5ul
Cas 1 hodina 0,5 hodina 1 hodina 1 hodina 1 hodina 0,5 hodina

Pomér procent ploch pikli nezderivatizované 2,3,6 - CBA

(osa x) a zderivatizované 2,3,6 - CBA (osa y)
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Piiloha F: Podminky derivatizace DM 2,3,5-CBA pro dosazeni stechiometrie derivatizacni reakce. Graf: pomér procent ploch

pika nezderivatizované 2,3,5-CBA a zderivatizované 2,3,5-CBA

Podminky 1 Podminky 2 Podminky 3 Podminky 4 Podminky 5 Podminky 6
Vzorek 100 pl 200 ppm | 100 ul 200 ppm | 100 pl 200 ppm | 100 ul 200 ppm | 100 pl 200 ppm | 100 pl 200 ppm
Diazomethan 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,250 ml 0,250 ml 0,250 ml
MeOH 10 ul 10 ul 5yl 10 ul 5ul 5ul
Cas 1 hodina 0,5 hodina 1 hodina 1 hodina 1 hodina 0,5 hodina
Pomér procent ploch pikli nezderivatizované 2,3,5 - CBA
(osa x) a zderivatizované 2,3,5 - CBA (osa y)
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Piiloha G: Podminky derivatizace DM 3,4-CBA pro dosazeni stechiometrie derivatiza¢ni reakce. Graf: pomér procent ploch

pika nezderivatizované 3,4-CBA a zderivatizované 3,4-CBA

Podminky 1 Podminky 2 Podminky 3 Podminky 4 Podminky 5 Podminky 6
Vzorek 100 pl 200 ppm | 100 ul 200 ppm | 100 pl 200 ppm | 100 ul 200 ppm | 100 pl 200 ppm | 100 pl 200 ppm
Diazomethan 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,250 ml 0,250 ml 0,250 ml
MeOH 10 ul 10 ul 5yl 10 ul 5ul 5ul
Cas 1 hodina 0,5 hodina 1 hodina 1 hodina 1 hodina 0,5 hodina

Pomér procent ploch pikli nezderivatizované 3,4 - CBA
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Piiloha H: Podminky derivatizace DM 2,6-CBA pro dosazeni stechiometrie derivatiza¢ni reakce. Graf: pomér procent ploch

pika nezderivatizované 2,6- CBA a zderivatizované 2,6-CBA

Podminky 1 Podminky 2 Podminky 3 Podminky 4 Podminky 5 Podminky 6
Vzorek 100 pl 200 ppm | 100 ul 200 ppm | 100 pl 200 ppm | 100 ul 200 ppm | 100 pl 200 ppm | 100 pl 200 ppm
Diazomethan 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,250 ml 0,250 ml 0,250 ml
MeOH 10 ul 10 ul 5yl 10 ul 5ul 5ul
Cas 1 hodina 0,5 hodina 1 hodina 1 hodina 1 hodina 0,5 hodina
Pomér procent ploch pikli nezderivatizované 2,6 - CBA
(osa x) a zderivatizované 2,6 - CBA (osa y)
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Piiloha I: Podminky derivatizace DM 2,3-CBA pro dosazeni stechiometrie derivatizacni reakce. Graf: pomér procent ploch

pikd nezderivatizované 2,3-CBA a zderivatizované 2,3-CBA

Podminky 1 Podminky 2 Podminky 3 Podminky 4 Podminky 5 Podminky 6
Vzorek 100 pl 200 ppm | 100 ul 200 ppm | 100 pl 200 ppm | 100 ul 200 ppm | 100 pl 200 ppm | 100 pl 200 ppm
Diazomethan 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,250 ml 0,250 ml 0,250 ml
MeOH 10 ul 10 ul 5ul 10 pl 5 ul 5 ul
Cas 1 hodina 0,5 hodina 1 hodina 1 hodina 1 hodina 0,5 hodina
Pomér procent ploch pikli nezderivatizované 2,3 - CBA
) (osa x) a zderivatizované 2,3 - CBA (osa y)
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