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Abstrakt

Prace se zabyva optimalizaci Gpravy vodnych vzo#kpotniho prostedi pro stanoveni
perzistentnich polutafit— perfluorovanych organickych kyselin, které jsmotencialr
Skodlivé pro Zivé organismy. Cilem prace je optirmavat podminky pro SPE prekoncentraci
téchto latek pro jejich stanoveni metodou GC-MS. Jakalyty byly zvoleny perfluorované
organické kyseliny s uhlikovyrmettzcem od G do Ci,. i optimalizaci SPE postupu byly
studovany vlivy pH vzorku, typu a objemu ehiho ¢inidla, pridavku indiferentni soli a
iontowe parového cinidla. Vysledky ukazaly, Ze dinnost extrakce je zavisla na délce
uhlikovéhoretzce analytu a dosahuje hodnot od 75 do 110 % pye- Cs a od 55 do 95 %
pro G - Ci. Vysledkem optimalizace bylo zvySenicidnosti extrakce, které je
nejmarkantjSi pro kyseliny s kratkynrettzcem (G az 10 x), zatimco u kyselin s delSim

fettzcem doslo jen k mirnému zvyseni.
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Abstract

This thesis is focused on optimization of preparatof aqueous environmental samples for
determination of persistent pollutants — perfluated organic acids, which are potentially
dangerous for living organisms. The goal of thesiBas optimization of SPE conditions for
preconcentration of these compounds for their deteation by GC-MS. Perfluorinated
organic acids with carbon chain lenghts af C;, were selected as analytes. Effect of sample
pH value, effect of type and elution solvent volunagldition of indifferent salt and ion pair
reagent have been studied during the optimizatidhne results show that the extraction
efficiency depends on analyte carbon chain lengtti eaches values from 75 to 110 % for
Cs — Cg and 55 to 95 % for @- Ci, acids. The overall increase in extraction effiagrwas
more pronounced for acids with shorter chain len@bn Cs up to ten times), whereas for long

chain acids the improvement was only moderate.
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Pouzité symboly

ACN
ASE
FID
GC-MS
IBCF
LLE
MASE
MeOH
PFAS
PFCAs
PFDA
PFDoA
PFHpA
PFHXA
PFNA
PFOA
PFOS
PFS
PFSA
PFUNA
SAX
SCX
SFE
SPE
TBABr

Acetonitril

Accelerated solvent extraction, zrychlen& xtearozpou&tdly
Flame ionization detector, plamenrioonizatni detektor

Plynova chromatografie s hmotnostni detekci
Isobutylchloroformat
Liquid liquid extraction, extrakce z kapalinyodkapaliny
Microwave-assisted solvent extraction, extekanikrovinnym okevem
Methanol

Perfluorinated alkylated substances, perfluangé alkylované latky
Perfluorinated carboxylic acids, perfluorogdarboxylové kyseliny
Perfluordecanoic acid, kyselina perfluordekaio
Perfluordodecanoic acid, kyselina perfluorelanova
Perfluorheptanoic acid, kyselina perfluorteemva
Perfluorhexanoic acid, kyselina perfluorhexaa
Perfluornonanoic acid, kyselina perfluornonado
Perfluoroctanoic acid, kyselina perfluoroktaao

Perfluorooctane Sulfonate, perfluoroktansuifton

Perfluoralkyl sulfonates, perfluoroalkyl sul&ip

Perfluoralkyl sulfonamides, perfluoralkyl safamidy
Perfluorundecanoic acid, kyselina perfluorekanova
Strong anion exchanger,

Strong cation exchanger,

Supercritical fluid extraction, extrakce nadikkou tekutinou

Solid phase extraction, extrakce tuhou fazi

Tetrabutylamonium bromid



1. Uvod

Perfluooralkyl karboxylove kyseliny, pati do zn&n¢ Siroké skupiny perfluorovanych
slowenin, vyuzivanych jiz od padesatych let 20. stolatio nejen v pimyslovych, ale i ve
spotebnich vyrobcich.

Jsou to zarouei polutanty, které zatim nemaji zdkonem vymezen@thi koncentrace.
Posledni vyzkumy prokazuji, Zze se tyto sleniny vyskytuji ve vSech oblastech Zivotniho
prostedi. Vzhledem k ndistajicimu pétu studii o vlastnostechéthto latek je jasné, Ze
sledovani jejich vyskytu bude stalénovana zné&na pozornost.

Jejich koncentrace ve vodach se pohybujédu ng/L a proto je jejich monitorovani a
stanoveni standardnimi metodami &ma obtizné nebo finatn¢ narané (nap. HPLC
s dvojitou hmotnostni detekci).

Cilem této prace je proto optimalizovatiGnost SPE prekoncentrace pro stanoveéahto
kyselin na plynovém chromatografu s hmotnostni kietea umoznit tak jednoduchou,
finantné mére narainou aplikaci metody pro z&chyt perfluorovanych Kysez vodnych

vzork.



2. Teoreticka ¢ast

2.1.Optimalizace
Optimalizace experimentu je procegj gterém je hlavnim cilem upravit jeho podminky

tak, aby bylo dosazeno maxima resp. minima v jekisledcich, p zvazeni vSech vedlejSich
podminek. V praxi jsou mozné dva postupy. Prvni %iyd sloZitych matematicko-
statistickych postujg které umoZzni najednou modifikovat vice pré&mmych a tim snizit piet
nezbytnych nifeni. Ri druhém zmgsobu se postugnmeéni vzdy jen jedna progmna fi
konstantnosti ostatnich a hleda se jejich optimiéro pongrnou slozitost prvniho zisobu

byl v této praci zvolen druhy, jednodussi postup.

2.2.Extrakce
Extrakce je sepatai proces, probihajici mezi dwma fazemi, které jsou vzajerdn

nemisitelné. Faze mohou bytzného skupenstvi. Separované latky se mezi fazaehgi na
zakladt raznych rozélovacich koeficient pro tyto faze. Se ztSujicim se rozdilem mezi
rozdlovacimi koeficienty roste i kvalita vzajemné sepee. Vyuziti nachazi v selektivnim
odckleni analytu od ostatnich slozek nebo v odstrarruSicich sloZzek od analytu. DalSi
vyhodou je zakoncentrovani analytu do mensiho ohjextrakiniho cinidla, ke kterému
¢asto dochazi.

Latka se rozd8li mezi 2 heterogenni faze podle Gibbsova zakoa# f&4

f+v=s+2

kdef je pctet fazi,s pocet sloZzek v systémuapocet stugit volnosti.

Pokud uvedeme modelovyiflad extrakce se ddima fazemi, se zanedbanim plynné faze a
pokud roz@lujeme jednu sloZku za konstantniho tlaku a teplsgstém bude mit pr&jeden
stupei volnosti [1]. Pokud wtime koncentraci analytu v jedné fazi, ziskame imattl v druhé
fazi.

Rozctleni latky mezi d¢ faze bylo popsano Nernstovym zédkonem. Tikd&, Ze pokud se
latka cBli mezi dw nemisitelné faze, pak jaigkonstantnim tlaku a tepldtrovnovazny porér
koncentraci latky v obou fazich konstantni (molek# hmotnost je stejna v obou fazich).
Tento fakt popisuje distriini koeficient (koncentiai):

XLg
[X]aq

Kox =

kdeK’p x je koncentrani distribwini koeficient,[X] o relativni koncentrace analytu

v organické fazi 4X] a4 je relativni koncentrace ve vodné fazi.

-8-



2.3.Extrak ¢ni metody

2.3.1.Extrakce tuhé latky kapalinou
Timto zpisobem se vzorek z tuhého materialu vyextrahuje dodného rozpouétla.

Vzhledem k nemozZnosti upravitfipomné slozky tak, aby se potita nebo podptila
extrakce, je dleni selektivni a zavislé pouze na dvojici rozpe@dsd — vzorek [2]. Provedeni
muze byt jednorazové — vsadkové nebo kontinualni powsZitim extraktoru. Extrakce
s pouzitim Soxhletova extraktoru je relatévednoducha a nevyZaduje specialni laboratorni
vybaveni. Nevyhodou je vSak velmi dlouha doba dxtena velka spaeba rozpoustel.
Z téchto divodi se z&aly pouzivat automatické extraktory a vyvijet nawétody vyuZzivajici
vysoké teploty a tlaku, jako je n#glad zrychlend extrakce rozpoadty (ASE) nebo
superkriticka fluidni extrakce (SFE). DalSim igobem, jak podpdt extrakci, je vyuZiti
mikrovinného olevu rozpou&tdla (MASE) nebo ultrazvuku, kdy se vzorek umisti do
ultrazvukove laz#, pripadreé se gimo do r&j vlozi ultrazvukova sonda.

Metoda se vyuZziva pro analyzy vzarkostlinnych materidl, piad, kaki i anorganickych

latek (louzeni).

Zrychlena extrakce rozpousgédly (ASE)

Technika podobna extrakci v Soxhletogxtraktoru, ale vyuZivajici zvySené teploty (60 —
200 °C) a tlaku od 5 do 20 MPa. Touto Zrmou umozni provest extrakci v kratké doh
s malym mnoZstvim stejného rozpaidit.

Na vzorek umisiny v extrakini cele vtermostatu sefigadi pod tlakem rozpou&tlo
s nizkym bodem varu a extrakt je mozno jimat fiklpd ve zkumavce (obr. 1.) nebo SPE
kolonce [2].

Diky vySSi teplo¥ vzroste rozpustnost analytu v rozpawue a zvySeny tlak zabezgie
kapalné skupenstvi rozpo#dta. DalSi vyhodou mimo vySe popsané je také motnos
automatizace, kdy je mozno ASE spojtimo nag. s HPLC (viz obr. 2).



_Q__ extrakZni cela
v picce
ventil
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rozpoustédlo rkumavka

Obrazek 1 — Friklad aparatury pro zrychlenou extrakci rozpoustédly [2].
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Obrazek 2 — Fiklad spojeni zrychlené extrakce rozpoustdly kapalinovou chromatografii [2].

GC TERMOSTAT

Superkriticka fluidni extrakce (SFE)

DalSi ze specialnich variant je extrakce tuhé ldtkpalinou, kterd misto kapaliny vyuziva
nadkritickou tekutinu.

Tento zvlastni skupensky stav spojujici vliastnd&tpalin (hustota) a plyi (viskozita)
vznikne zakatim kapaliny nebo plynu nad jeho kritickou teplauzarové stlatenim nad
hodnotu jeho kritického tlaku [2].

Tyto vlastnosti se kni spoji€ s tlakem a teplotou viz obr. 3. Nigsgji pouzivany je CQ
diky snadno dosazitelnym hodnotam kritickych wili(Tx = 31,3 °C, p = 738 kPa) a jeho
vlastnostem: nehitavy, netoxicky, Ize snadno odlit odparenim a je kompatibilni sdzne
pouzivanymi chromatografickymi detektory (FID, UMJO, je nepolarni, proto se vyuziva
k extrakci nepolarnich latek, jeho polarita vSalza byt zvySena polarnimi modifikatory jako
je methanol, acetonitril nebo voda.

Hlavnimi vyhodami metody jsou velka extrak (innost a kratka doba extrakce.

-10 -



Nevyhodou je maly vy& modifikdton k CO,, vysokd poizovaci cena a obtizna

optimalizace.
120 i
= i nadkriticka
S 100r i tekutina
> ot kriticky bod !
L d
— 60
2
5

Obrazek 3 — Fazovy diagram oxidu uhlgitého [2].

2.3.2.Extrakce plynem
Vyuziva schopnosti¢kavych analyii prechazet do plynné faze nad roztokem, ktera se po

ustaveni rovnovahy odebere k dalSimu stanovenio Taétoda se vyuzivarevazri pro
stanovenidkavych organickych latek ve vodach.

V praxi jsou mozna d¥ provedeni: jednoduché statické @&nn¢jSi dynamicke.

U statického provedeni je roztok vzorku ¥atan vodni lazni, dokud nedojde k ustaveni
rozdklovaci rovnovdhy mezi kapalnym vzorkem a plynnowifénad nim, ktera je pak

jednorazo¥ pouzita k analyze (headspace analyza).

Pti dynamickém zpsobu provedeni roztokem vzorku probublava plyn axtgahované
organické latky jsou zachyceny na tuhém sorbentlikégel, Al,Os;, polymery, atd.) [3].
Analyt, ktery je zachycen v tomto sorbentusibe byt poté uvolaén termickou desorpci nebo

extrakci rozpougtlem.
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Obrazek 4 — Friklad aparatury pro extrakci plynem (a-statické a b-dynamické provedeni) [3].

2.3.3.Extrakce kapaliny kapalinou (LLE)
Tento typ extrakce stéle gatmezi dilezité separéni metody, protoZze umakije rychlé,

jednoduché a selektivniteni miznych latek v térsi neomezenych koncentracich [2].

Zakladni pravidlo pro &innou extrakci je najit 2 kapalinyaené polarity, které spolu
nereaguji a rozpustnost extrahované latky v kagalimiz ji chceme extrahovat, je o hagn
mensi, nez v kapali) do které ji chcemeigvést. Ve ¥tSirg pripadi se tedy pevadi analyt
z vodného roztoku do organického rozpad$d, které se s nim nemisi, takZze se vyiwbve
zietelre ohrantené vrstvy.

Samotny proces provedeme dumanuald, vytiepavanim v dici nélevce nebo
kontinualré v extraktoru.

Extrakce analyt z vodnych roztol je dilezitou zakladni operaci v organické labotato
vyuZziti nachazi fi stanoveni nekavych organickych latek &zkych kow, ty je vSak nutné
pievést na chelaty, jinak by extrakce nepfola. Intenzivni zbarveni gterych komplex
kovi je vyhodné pro spektrometrické stanoveni.

2.3.4.SPE (extrakce tuhou fazi)
Je relativie nova jednostuipovd metoda, f které dojde k roz8leni analytu mezi d¥

nemisitelné faze, z nichz jedna je tuha. Do tuhg&ef@echazi analyt z plynné nebo kapalné
faze [2]. Ostatni latky ze vzorku se adsorbuji velmalo nebo wibec. Princip sorpce je
obdobny jako u kapalinové chromatografie.

Metoda jecasto vyuzivana k odiou a Upra¥ vzorki ve spojeni se sepadmi metodami.
Umoziuje vzorkovat velké objemy a zaraveelektivié zkoncentruje vybrany analytimz

ale zne&ni slozeni vzorku.

-12 -



Diky stale se z#tSujici nabidce komenich produkt (kolonek, diski...) a vyhodam, které
SPE poskytuje, jako je rychlost, selektivita, regu&ovatelnost, citlivost a moznost
automatizace, se ve spojeni s plynovou nebo kapatin chromatografii vyuziva v analyze

sloZek Zivotniho progedi, ve farmacii, klinické praxi, toxikologii nebopotravin&stvi.

)

Plida
Oleje
Potraviny

Krev
Mo¢
Léciva

2 oOC 4 B0 e =

]
Pesticidy
PAH PCB
Drogy
Vitaminy

Obrazek 5 — Schematicka ukazka vyuziti extrakce na tuhé fazd].

Cely proces SPE fize byt rozdlen na rgkolik dil¢ich kroki:

e Prvnim a nejdlezit¢jSim krokem ped samotnou extrakci je vigbvhodného sloZeni tuhé
faze (sorbentu).

e Poté nasleduje kondicionace — kolonka se proplagiiedepsanymi roztoky rozpoustel,
které jsou u¥eny sloZzenim tuhé faze a poté roztokem podobnynriigaim se umozni
samotny zachyt hledaného analytu.

e DalSim krokem je samotné nadavkovani vzorkui kterém dojde ke specifickym
interakcim mezi tuhou fazi kolonky a latkami ve viko. Hledany analyt se sorbuje,
zatimco matrice projde beze zny.

¢ Nasledné promyti kolonky vede k vymyti nezadoudblgtki matrice.

e Predposlednim krokem je suSeni, které se provadf Imertnim plynem (M) nebo
vzduchem.

e Desorpce je dalsim a poslednim krokentj kterém dojde k uvoléni zachyceného
analytu. Aby bylo dosaZzeno co né&fgiho zkoncentrovani, vzorek se desorbuje do co

nejmensiho objemu.
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Desorpci lze proveést gkolika zptsoby:

1. pouzitim rozpouS€del — rychly, levny a snadno proveditelny igob dovolujici vice
analyz jednoho vzorku, protoZze extraktibe byt rozdlen na vice menSich dil Mezi
nevyhody pat zatiZzeni Zivotniho pro&di rozpou&tdly, horSi mez detekce vlivem rexkni
vzorku, nesnadna automatizace a hlaviutnost optimalizace vyu rozpoustdla podle
vzorku [2].

2. termicky — pii tomto postupu je vyuzivano uvaini zachyceného analytu do proudu
plynné faze zvySenim teploty, tim odpada pouzitipousédla a otvira se moznost velkého
vybéru sorbent, ziskani nizké hodnoty mezi detekce a moznostraatizace. Nevyhodou je
vysoka cena Zézeni a pouziti jednoho vzorku pouze na jednu analy

Tepelnou desorpci ziskametily objem plynu obsahujici analyt. Pr@ipy nastik do GC
je ale tento objemifiliS velky, proto je tepelna desorpce vZdy spojeeazachycenim analytu
do malého objemu [2].

Zachyt interferujicich latek

) ;
*
v J
7 + | +
BYs - +
L L b4
] I ] r ]
) b
Kondicionace Aplikace vzorku Eluce
analyt + interferujici latka

Obrazek 6 — Ukazka dalSiho vyuziti extrakce na tuhé fazi — zawyt interferujicich latek v matrici vzorku

[4].

Typy tuhych fazi
Pred volbou tuhé faze jeréba zjistit co nejvice informaci o vzorku a na z#kl téchto
informaci potom vybrat vhodny typ faze a velikosti&nky.
Rizné vlastnosti wujici mechanismus sorpce na tuhé faze (adsorpeporgstni, afinita,
iontova vyména nebo molekulové rozpoznavéani) dovolujzmé experimentalni uspadani

(terte, kolonky, vldkna), tim se metoda stavéa velmi ghiini [2].
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Reverzni faze

Reverzni faze se vyzwtaji nepolarni stacionarni fazi umiagici v polarni matrici vzorku
zachytit stedre nepolarni analyt. Jako pevné faze se vyuZivajevpzre alkyl nebo
arylkiemiitany. Organické analyty ve vzorcich se v kolonahytavaji diky pitazlivym
silam a funknim skupinam na povrchu pevné faze. Tyto nepoldfitazlivé sily jsou
nazyvany van der Waalsovy nebo disperzni. K elocbsvaného analytu se pouzije nepolarni
rozpoustdlo, které narusi vzajemné vazby mezi analytemhatufazi [5].

Zastupci této skupiny jsou néflad:

e (C18- oktadecyl vazany narkmikovy atom silikagelu, viz obr. 7a.

e HLB - je hydrofilne modifikovany polymer styrenu, pouzivany pro zacBiybké Skaly
latek z vodného prostdi. Diky hydrofilni Gpra¥ faze umo#uje zachytavat i polarni
sloweniny.

V praxi se vyuziva stovek dalSich typro zachyt éznych latek. VySe uvedené&iglady

jsou vybrany z toho dvodu, Zze C18 je typicky i@dstavitel reverzni faze a HLB kolon bylo
pouzivano pi optimalizaci.

Normalni faze

Normalni faze je polarni stacionarni faze ungjici zachyt polarniho analytu v nepolarni
matrici. Podminkou adsorpce analytu na pevnou fazizajemna interakce jejich polarnich
skupin, ta zahrnuje vodikové vazbysr interakce, dipol-dipdl interakce a dipdl indukowan
dipdl. K eluci analytu dojde pokud jefidlano rozpougdlo, které je vice polarni nezigodni
matrice vzorku [5].

lontové vyménné faze
lontow vymeénné tuhé faze jsou pouzivany pro steainy, jejichz roztoky obsahuji nabité
skupiny. Zachyt analytu se uskditije prevazi diky vzajemnym elektrostatickym
interakcim mezi nabitymi furdnimi skupinami analytu a tuhé faze. Podle nabojepsky se
deli na kation nebo anion-vyémné.
e SAX (strong anion exchanger) — polymeéraazany kvartérni amin (obr. 7c.)gin¢
pouzivany k zachytu aniointnukleovych kyselin, nukleotida organickych kyselin.
e SCX (strong cation exchanger) — na silikagel vazanazkbesulfonova kyselina (obr.
7b.), vyuZziti nachazi i z&chytu kationickych antibiotik, herbicid a dalSich
organickych latek.

lontoww vyménné faze zahrnuji i dalSi typycetre slabych analoy k SAX a SCX

s ozn&enim W (weak).
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—— CHCH,CH,OHCH;,

Hydrofébni
interakce

|
— S‘ii—* (CH2)2—© —S805H*

b
— Si— (CHp);N"(CH3)3
a J C

Obrazek 7 — Friklady fazi pouzivanych v SPE: a) C-18 reverzni faze aifiklad jeji interakce s analytem

[5], b) silny kationtovy ménié& (SCX), c) silny aniontovy méni¢ (SAX).

2.4.Perfluorované organické latky

PFAS (polyfluorované alkylované latky) jéiaznoroda skupina chemikdlii vyzéaici se
razré dlouhym hydrofobnim polyfluorovanynettzcem (gevazre C, az Ge), piipojeném
obvykle k hydrofilni ¢asti [6]. Hydrofobnicast mize byt casténé nebo zcela fluorovana.
V druhém gipad, pri Uplné nahrad vodiku za atomy fluoru, jsou sl@éaniny také nazyvany
perfluorované [7].

PFAS Ize rozdiit do tii skupin: perfluorované karboxylové kyseliny (PFQAs
perfluooralkyl sulfonaty (PFS) a perfluoralkyl satfamidy (PFSA). Nejvice studovanymi
zastupci jsou perfluoroktanova kyselina (PFOA) #lperoktansulfonat (PFOS) [6].

Diky vysoce pevné kovalentni vazimezi uhlikem a fluorem maji tyto molekuly jeditreé
chemické, fyzikalni a biologické vlastnosti.

Tyto vlastnosti jedini odolné vi¢i hydrolyze, fotolyze a mikrobialni degradaci.

Mnoho studii je oznéuje za PBT (perzistentni, bioakumulativni a toxigk& podle
nekterych existuje statisticky vyznamna souvislost zmexpozici PFOS a rakovinou
mocoveho néchyre [6]. Vzhledem k oblastem, ve kterych se tyto sleniny pouzivaji, jsou
spolu s odpadnimi produkty rigsgji vypouseny do vody a tim dochazi k jejich hrom&ud
témet ve vSech povrchovych vodach. Diky vysoké rozpustnperfluorovanych organickych
kyselin je voda nejvyznan#sim médiem pro distribucithto polutani do ostatnich slozek
Zivotniho prostedi [8].
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Perfluorované organickeé latky jsou jiz od roku 19%Quzivany jako povrchay aktivni
latky, k vyroke polymei, také se vyuZivaji v celgadt spotebnich a pimyslovych produki
pro své jedinéné vlastnosti, jako vynikajici tepelnou a chemickestélost a schopnosti
odpuzovat vodu a oleje [9]. Sokdhto kyselin jsou vyuzivany k vyrahteflonového nadobi.
Dale se vyuZivaji jako z#kéovadla v olejich, v ndrovych hmotach a leStidlech. Ve
fotografickém ptimyslu jsou pouzivany k pokovovani a takié yyrobé polovodi.

Jiz od roku 1960 byly tyto slaieniny povazovany za potenciélzneistujici latky, ale
nebyla jim w¥novana velka pozornost a byly dal maggeouzivany [9]. V roce 2001 byl
prokéazan jejich vyskyt v lidské krvi a vzorcich bwé Zijicich zviat. DalSi studie prokazaly,
Ze PFOA a PFOS jsou nigstji se vyskytujici zastupci této skupiny latek v btnim
prostedi, kté&i byli nalezeni i v mateském mléce [10, 11, 12].

Ke stanoveni&hto polutani ve vod se nefastji vyuziva HPLC s rkolikanasobnou

hmotnostni detekci. Pro zakoncentrovani se vébsto vyuziva LLE a SPE.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1.Chemikalie

Pouzitymi chemikaliemi byly: kyselina perfluorhepavd (PFHpA, <95 %),
perfluoroktanova (PFOA, 95 %), perfluornonanova ik 97 %), perfluordekanova (PFDA,
98 %), perfluorundekanova (PFUNnA, 95 %), perfluatdkanova (PFDoA, 95 %),
tetrabutylamoniumbromid ¢{sty, >98 %), pyridin (99 %), isobutylchloroform&98 %),
vSechny od Aldrich (Steinheim,&hecko).

Kyselina perfluorhexanova (PFHxA, <95 %), acetah{p.a. > 99,5 %), n-hexan (>95 %),
byly dodany firmou Fluka (Steinheim,dhecko).

Methanol (p.a., Lachema;R), NaCl (p.a. Lach-Ner, Neratovic&R), isobutylalkohol
(p.a.), HPO; (p.a., Penta, ChrudinCR) byly pouZity tak, jak byly dodany. Deionizovana
voda byla odebirana zeiaeni Milli-Q Plus (Millipore) a jeji kvalita odpoia redestilované
vock.

3.2.Pouzity material a zatizeni
K prekoncentraci byly pouzity SPE HLB a SAX kolonkyhbs Supel™ - Select (Supelco),

vakuova odsavaci souprava pro SPE (Visiprep, Sapelolokovy termostat (Start, SBH
130DC), automatické mikropipety,tepaka (Vortexgenie 2, Scientific Industries) a
ultrazvukova laze (Sonorex RK 100).

Roztoky byly analyzovany na plynovém chromatogr&@-17A s pouzitim GC MS-
QP5050A detektoru (Shimadzu) a kolony DB-5 MS (Agit Technologies), délky 30 m
s vnittnim praimérem 0,25 mm a 0,2um filmem. Jako nosného plynu bylo vyuZito hélia
(99,999 %, Linde).

3.3.Postup prace

3.3.1.P¥iprava roztoka kyselin
Standardni roztoky

Byly pripraveny standardnni roztoky sedmi perfluorovanyckyselin:  kyseliny
perfluorhexanové (PFHxA), kyseliny pefluorheptand®#®HpA), kyseliny perfluoroktanove
(PFOA), kyseliny perfluornonanové (PFNA), kyselipgrfluordekanové (PFDA) a kyseliny
perfluorundekanové (PFUNA) o koncentraci 10 Q@@mL a kyseliny perfluordodekanové
(PFDoA) o koncentraci 5 00Qg/mL. Bylo navaZeno igsné mnoZzstvi jednotlivych kyselin a
kvantitativre prevedeno do 5 mL polypropylenovych odmych bark a doplréno po rysku

acetonitrilem [13].
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Piiprava zdsobniho roztoku snési kyselin

Byl ptipraven 1 L zasobniho roztoku perfluorovanych kysdlCs — C;2) 0 koncentraci
1 ug/mL. Bylo odneteno 1000 mL deionizované vody defito do zasobni lahve. Poté bylo
postupr napipetovano 10QL standardni roztok vSech kyselin. Vzhledem k velmi malému
objemu pipetovanych roztdk (zanedbatelny ifristek objemu) nebyl zasobni roztok
pripravovan pimo v odneérné baice z divodu zamezeni kontaktu se sklem a Spatné
manipulace.

Priprava kalibra ¢ni Fady

Kalibracni fada byla pipravena ze zasobnich roztokyselin (G — Ci2) 0 koncentracich
1000, 200, 50 a 1Qg/mL. Ze zasobnich roztdljednotlivych kyselin bylo gipraveno 60QuL
roztoku sngsi kyselin o jednotné koncentraci 10Q@Qy/mL. Z tohoto roztoku bylo dale
odebrano 10QuL a piidano 400uL deionizované vody proifpravu vysledné koncentrace

200ug/mL. Obdobr bylo postupovanoip ptipraw dalSich koncentraci kalib¢ai rady.

3.3.2.Postup SPE
K ptipraw byly pouzity 6 mL HLB kolony s 200 mg napIni ads@mtu od firmy Supelco.

Kolona byla nejprve kondiciovana 6 mL methanolurétpkem 1 kapka/s a poté 10 mL
deionizované vody se stejnymipokem. Roztok standaiidbyl na kolonu pivadén podtlakem
piimo ze zasobni lahve a jehodpok byl priblizné 5 mL/min. Po protéeni veSkerého objemu
kolonou byla kolona prosavana vzduchem po dobu 8tutmNasledna eluce 4 mL methanolu
probihala s pitokem 1 kapka/s do plastové 15 mL Sroubovaci zkukgadento postup je
modifikaci postupu dle [14]. Nasledrbyl eluat odp&n do sucha a rozpu$t v 250 ulL
acetonitrilu, tudiz doSlo k zakoncentrovani analgt faktorem 1000, ale ziddodu nutnosti
provedeni minimalé tii paralelnich deprivatizaci (viz nize), kdy se pim@objem 20uL je
prekoncentréni faktor celého postupu roven 100. Taktdippaveny roztok byl déle

derivatizovan a analyzovan Mgr. Veronikou Dufkovou.

3.3.3.Derivatizace roztokii
Bylo ptipraveno reaéni medium v polypropylenovych vialkach. Postéprbylo

pipetovano: 20 pL roztoku s#si kyselin v acetonitrilu (vzorku), 161 puL acetomlis, 4 pL
pyridinu jako katalyzatoru reakce, 8 pL isobutylalolu jako pomocné latky a 10 pL
isobutylchloroformétu (IBCF) jakocinidla. Takto gipravena sms byla po dobu 20s
promichavéna v ultrazvukové lazni a poté ponech&®a8 minut stat a reagovat. Poté bylo
piidano jest 200 puL hexanu a nasledovalo pepani naiepace po dobu 1 minuty, kdy

vznikly isobutylester peSel do hexanoveé faze.
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K méfeni byla vyuZita pouze hexanova faze, kterd byletbina dodisté PP vialky o
objemu 300 uL s moZnosti pevného uzsni (crimpovaci Wka), aby nedochéazelo

k vyparovani hexanu [13,15].

3.3.4.GC-MS analyza
Nastik hexanové faze po deprivatizaci roztoku o objefhulL byl proveden ve splitless

rezimu @i uzaweném dlicim ventilu po dobu 1 min, pakistava po zbytek analyzy ventil
oteweny. Teplota kolony byla udrZzovana nac¢ptku analyzy g 40 °C po dobu iti minut,
poté byla zvySovana teplota po 10 °C/min na kaneh 170 °C a na této hodriobpst 3
minuty udrzovana. Ritok byl 1 mL/min. Teplota injektoru byla nastavena 250 °C, teplota
MS interface na 300 °C. Bteno bylo v SIM médu, sledovany byly jednotlivé ignd m/z:
69, 131, 169 a 181 odpovidajici fragmémt[CFs] ", [CaFs] ", [CaF-]", a [C4sF7] " [15].
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4. Vysledky a diskuze

Na obrazkw. 8. je vidt chromatogram isobutyl estesnesi kyselin po derivatizaci jejich
zasobniho roztoku o koncentracipy/mL, ze kterého je patrné, Ze rozliSeni jednottiry
kyselin je dostat&né. Retenni ¢as posledni kyseliny byl 11,125 min, ale analyzdaby
provedena aZz do 17 min Zidodu¢isténi kolony od neistot s vy$Sim bodem varu.

S,lO6 a.u.
(0]
N

~
1

0 L \l -JK] A lfj .ﬂLﬂ,J\.n_.. LA L L_-M_h

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
t, min
Obrazek 8 — Chromatogram snési kyselin (1 pug/mL) po prekoncentraci na SPE, derivatizovanych na
isobutylestery. Nast¥ik 1 pL, splitless méd (1 min), Teplota kolony 40 °C (3 min), 10 °C/rm do 170 °C
(3 min). Pritok 1 mL/min. Teplota injektoru 250 °C, teplota MS interface 300 °C. SIM mad,
fragmenty m/z: 69, 131, 169 a 181. Jednotlivé piky odpovidaji isaitylesterim kyselin: 1 — G5, 2 - G, 3
—Cq4-C,5-C0,6-C, 7-Cpp,
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4.1.Kalibra éni zavislosti
Byly proméieny kalibr&ni zavislosti jednotlivych kyselin v rozsahu 1 —Q@g/mL.

Vysledné zavislosti jsou zobrazeny v graful a hodnoty koeficieriitrovnic linearni regrese

jsou uvedeny v tabulcé 1.
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Graf 1 — Kalibra &ni zavislosti jednotlivych kyselin v rozsahu 1 — 10 pg/mL.

A .10° B.10° R*
Cs 52,45 90,84 0,9994
C, 91,50 51,35 0,9997
Cs 116,58 52,63 0,9994
Co 174,17  -139,06 0,9977
Cio 204,02 -35,79  0,9992
Cu 131,52 65,57 0,9993
Ciz 149,11 162,56  0,9989

Tabulka 1 — Hodnoty koeficienti rovnic linearni regrese (y = Ax + B) a hodnot kordaénich koeficienti

pro jednotlivé kyseliny.

4.2.Vybér tuhé faze

K optimalizaci byly vybrany dvairzné typy kolon, SAX a HLB. R po¢ate:nich analyzéach
se vSak ukazalo, Ze iigs vSechny vyrobcem dop@ené kroky pi extrakci, dochazelo u
kolony SAX k tak malému zachytu analytu, Ze byl pl&m s integraci pikv chromatogramu.

Z ¢asovych dvoda proto byly k optimalizaci pouzity pouze kolony HL Bejichz paateni
vysledky bylyiadow lepsi.
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4.3.0ptimalizace pH
Prvnim optimalizovanym parametrem bylo zvoleno ptbrku. Byla Fipravena sérigtyt

roztoki standard o koncentraci Jug/mL s tiznymi hodnotami pH.

Do ¢étyrech zasobnich lahvi o objemu 250 mL se standardmintokem snisi kyselin
piipraveném dle postupu 3.3.2., byla postémiidavana HPO, tak, aby vysledna hodnota
pH roztoli byla: 1,5; 2; a 3. Posledni roztok s hodnotou pHt2 odpovida deionizované
vodé bez gidavku kyseliny fosforéné.

Pripravené roztoky byly zachytavany na HLB kolonka@& mL, 200 mg) podle postupu
3.3.4. Po pevedeni kyselin na jejich isobutylestery (dle 3.B.Byla provedena GC-MS
analyza (dle 3.3.6.) a vysledek analyzy vynesergddu. Procentualni vgfek extrakce byl
ziskan jako mnoZstvi hledanych analyturcené z plochy pik a kalibrani zavislosti,
vztazeného k roztoku kalib¥ai fady o odpovidajici koncentraci (v tomtsipads 100 ug/mL,
viz prekoncentréni faktor 100 v bod 3.3.2.). Tento vyp&etni vztah bude pouzit i v dalSich

bodech optimalizace.
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Graf 2 — Zavislost vytéZku SPE extrakce perfluorovanych kyselin na pH vzoku.

Grafické vyjadeni (Graf 1) ukazuje, Ze vyrazné snizovani hodmulynema pozitivni vliv

na piibéh stanoveni a dalSi extrakce budou prasradbez Upravy pH.
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4.4.Druh a objem eluéniho ¢inidla

DalSim optimalizovanym parametrem byl druh@&liho ¢inidla. Testovanymi eluenty byly
methanol a acetonitril. Vysledky pokusu prokazatg, znéna pivodniho el@niho cinidla —
methanolu za acetonitril n&pasi Zadné vyrazné zvySeniéranych hodnot. Déle byla
vyzkouSena eluce t8im objemem ACN (8 mL). Ani tato zéma nepinesla zlepSeni, a

proto byl dale pouzivan edni objem 4 mL methanolu.

4.5.Pridavek NaCl
Je vSeobeanznamo, Ze extrakce Ize ovlivnit iontovou silou toku vzorku (salting-out,

vysolovaci efekt). Byla proto fjpravena sérigityt roztoki standard s riznymi pfidavky
NaCl. Do ¢tyfech 250 mL zasobnich lahvi se standardnimi roztskgsi kyselin o
koncentracich ug/mL jednotlivych kyselin, bylo postugnpridavany navazky: 12, 14, 16 a
18 g NaCl odpovidajici koncentracim 48, 56, 64 ggn2NacCl.

100

ml2g O16g E118¢g O0g

90 - -
80 -
70

60

50 A1

VytéZzek extrakce, %

40 -

30 A1

20 A

10 -
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Graf 3 - Zavislost vytéZku extrakce na pfidavku NaCl ke vzorku, nulova hodnota je uvedena po srovnani
a piedstavuje pivodni neupraveny roztok o pH =4,1.

Pridavek soli ke vzorku zjsobil razantni narust wyku pi extrakci u prvnichétyiech
kyselin. U Go — Cy» je patrny pokles oproti fvodnim hodnotdm. Po vyzkouSeniznych
hmotnostnich fidavka bylo zjistno, Ze optimalni hodnotaifglavku je 14 g (viz grat. 2).
Nevyhodou této optimalizace je vznikly solny odparé&tery se témsi nerozpousti v ACN
pied derivatizanim krokem. VzniklA emulze soli v ACN pak znesmage pipetaci, ale

neovliviiuje samotnou derivatizaci.
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4.6 Piridavek tetrabutylamonium bromidu
DalSi moznosti jak ovlivnit extrakci, jefgani latky tvdici s analytem iontovy par,

v tomto @ipact byl touto latkou TBABr. Ridavkem TBABTr dojde ke zgmé typu extrakce na
zachyt neutral&anabitého iontového péaru kyselina-TBABr na reveriézi.

Byla piipravena sériétyt roztoki standard s miznou koncentraci TBABr. Détyrech 250
mL zésobnich lahvi se standardnimi roztokyésmkyselin o koncentracich Jug/mL
jednotlivych kyselin byl postugnpridan tetrabutylamoniumbromid o navazkach: 6,25 mg
(25pg/mL), 12,5 mg (5Qug/mL), 18,75 mg (75wg/mL) a 25 mg (10Qug/mL).

140
130 -
120 -
110 -

= W25 pg/mL M50 pg/mL B75pug/mL E100 pg/mLt OO0 ug/mL

VytéZzek extrakce, %

C6 Cc7 C10 C11 Ci12

Graf 4 - Zavislost vytézku SPE extrakce na Fidavku tetrabutylamoniumbromidu ke vzorku. Nulovy

piidavek pfedstavuje pivodni neupraveny roztok o pH = 4,1.

Z grafu ¢. 3 je patrné, Ze neftSi vziist signalu se projevil ufjidavki 50 a 75ug/mL,

z nichz byla pro vyrovnatjsi vysledky v celém souboru vybrana koncentraceu§OmL. Pro
piipad, Ze by Slo pouze o detekci perfluoroktanovédtiny, je lepsi zvolit fidavek 25 mg
(100 ug/mL) TBABTr, neba’ v tomto gipact je vytéZek nad 90%.

Mozna gicina presahnuti 100 % vy¥ku u PFHXA je koeluce s interferentemi pnalyze.
Jelikoz jsou analyzy prov@&dé v SIM modu, tak interferent v chromatogramu nerdét,
protoZze jeho mozné m/z nejsou monitorovanyidd ale zjsobit d@&asnou zminu ioniz&ni
acinnosti iontového zdroje MS a tim pokles nanist plochy piku, s kterym interferuje,
v haSem pipadt nanmst plochy piku PFHxA. B chemické ionizace neni tento efekt

pozorovan.
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4.7.Pridavek NaCl a TBABr
Vzhledem k pedchozim velmi dobrym vysledkn po jednotlivych pidavcich NaCl a

TBABT byl poslednim optimalizénim krokem pidavek snisi NaCl a TBABT.
Byla pripravena seérieit roztoki standard obsahujici konstatntnitflavek 14 g NacCl
(56 g/mL) a fizné koncentrace TBABr (50 — 15@/mL).
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Graf 5 - Zavislost vytézku SPE extrakce na pFidavku smési tetrabutylamonium bromidu a NaCl ke
vzorku.

Predpokladany narust Wiku pfi kombinaci obou latek (NaCl + TBABr) se pokusem
nepotvrdil a vygZzky byly naopak nizSi. Ki&i vySe popsanym nevyhodam spojenym
s piidavkem soli a horSim vysledkn bylo rozhodnuto @stat pouze u fiddavku TBABT, ktery
poskytoval vygzky pies 70% i u kyselin s delSinietzci.
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5. Shrnuti
Prvnim krokem byla volba tuhé faze. Na zalkladysledki analyz byla vybrdna HLB

kolona proradow lepsi vysledky.

Nasled® byla provedena série optimalig@ch kroki u postupu [14] a navic byly
vyzkouSeny pidavky NaCl a TBABTr, znina pH, druhu elénich¢inidel a jejich objemu.

Sledovanim zavislosti vyzku extrakce na pH bylo zji&ho, Ze znéna pH nema pozitivni
vliv na prib¢h stanoveni, proto bylo dale pokaano bez Gpravy pH.

DalSim optimalizovanym parametrem byl druh @liho c¢inidla. Zména pivodniho
eluentu — methanolu za ACN niépesla vyrazné zlepSeni ankippouziti dvojnasobného
objemu ACN. Pokr&ovano bylo proto se 4 mL methanolu.

Vzhledem k moznosti ovlivnit extrakci iontovou silaoztoku, byl vyzkouSenifdavek
NaCl ke vzorku. Ztestovaného souboétyi pridavki byl vybran gidavek 14 g, ktery
poskytoval nejvyvazesjsSi vysledky (viz grafé. 2.). Tento optimalizéni krok se vSak ukazal
jako ne zcela idedlni, diky tvoétsolného odparku, &t ujiciho praci s roztokem.

DalSim krokem byl pidavek TBABr, ktery umoiuje zwtSit (€innost extrakce diky
tvorbe iontového péaru. Z grafd. 3. je patrné, Ze nast (Kinnosti oproti givodnimu postupu
se pohybuje od 20 do 80 % u kyselin s krat§&ttzcem a od 10 do 20 % u kyselin s delSim
rettzcem. Ridavek TBABTr Ize proto volit podle druhu hledanytdiek.

Posledni optimalizanim krokem byla zvolena kombinaceigavki smesi NaCl a TBABr
o raznych koncentracich. fBdpokladané zlepSeni extrakce se nepotvrdilo aopiotlo
rozhodnuto #stat pouze uiidavku TBABT.

Vzhledem k vysledikm optimalizace siidavkem tetrabutylamoniumbromidu je mozné
pokladat optimalizaci za Ugpre provedenou.

Predmétem dalSi studie fize byt testovani soli rozpustnych v acetonitrilubbaginych

¢inidel tvoricich iontovy par.
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