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1. Uvod

Velmi dilezitym bodem pro chemickou analyzu se stal vyvoj rychlejsi, jednodussi,
levnéjsi, piesné€jsi a k Zivotnimu prostiedi vice Setrné techniky tpravy vzorku. Navzdory
velkym pokrokim v technologii, nemlize mnoho analytickych metod méfit piimo za
pfitomnosti matrice vzorku, a proto musi byt nejdiive obvykle proveden separaéni krok
analytu ze vzorku. Pfi stopové analyze organickych smési tento krok zahrnuje nejcastéji
extrakci, kterd ma izolovat slou¢eniny z matrice vzorku. Koncentrace cilovych smési je tak
zvySena (obohaceni) a pfitomnost slozek matrice je redukovana (vy¢€isténi vzorku).

Posledni trendy vyzkumu zahrnuji miniaturizaci tradi¢ni extrakce kapaliny kapalinou
(LLE) tim, Ze se vyznamné redukuje objemovy podil akceptorové k donorové fazi, pro
dosaZeni vysSich prekoncentrac¢nich faktorti [1]. Jednou z metod, kterd se vyvinula praveé
z tohoto pristupu je mikroextrakce na jedné kapce (Single Drop Microextraction, SDME)
[10].

Ma4 prace méla dva cile. Prvnim, teoretickym, bylo provést reSer§i o mikroextrak¢nich
technikach, zvlast¢ o SDME. Druhym, experimentalnim cilem bylo otestovat pouziti SDME

na vodném vzorku dimethylftalatu a zjistit zavislost extrakéni u¢innosti SDME na case.

2. Teoreticka ¢ast
2.1 Princip extrakce

Extrakce je délici proces, pfi kterém jsou v kontaktu dvé vzajemné nemisitelné faze,
které mohou byt i rizného skupenstvi. Analyty se rozd€luji mezi tyto faze na zéklad€ rtizné
rozpustnosti (rozdilnych rozdélovacich koeficientit) v pouzitych rozpoustédlech. Cim vétsi je
rozdil mezi rozpustnosti latek, tim dokonalejsi je jejich vzajemné oddéleni. Extrakce byva
Casto provadéna tak, Ze pii ni dochadzi nejen k separaci, ale i k nakoncentrovani analytu
z relativné velkého objemu vzorku do malého objemu kontaktni faze - extrakéniho €inidla.
Cilem extrakce je selektivni oddéleni analytu od ostatnich sloZek, nebo naopak oddéleni

ruSicich latek od analytu [2].



Idedlni rozdéleni urcité latky mezi dvéma fazemi se fidi Gibbsovym zdkonem fazi
ftv=s+2
kde f je pocet fazi, v poCet stupiili volnosti a s pocet sloZek v systému.

Extrakéni systém ma obvykle dvé faze, kdyZ zanedbame vlivy plynné faze, které jsou
v prabé¢hu extrakéniho experimentu zpravidla nevyznamné. Pokud rozdélujeme jednu sloZzku
za predpokladu, Ze teplota a tlak jsou v pribéhu extrakce konstantni, pak systém ma jeden
stupenl volnosti. Uréenim koncentrace sloZky ve fazi 1 uréime i jeji koncentraci ve fazi 2 [3].
Mezi koncentracemi rozpu$téné latky v obou fazich tedy existuje uréity vztah, jenZ je
kvantitativné popsan zdkonem rozdé€lovaci rovnovahy [4]. Znaény pocet organickych latek
pti extrakci splituje Nernstiv rozdélovaci zakon, protoZze se vétSinou pracuje s nizkymi
koncentracemi a misitelnost fazi je zanedbatelna [5]. Rozdéleni latky mezi dvé faze popsal
Nernst nasledujicim zédkonem: ,,Rozdé€luje-li se latka mezi dv€é nemisitelné faze, pak je
rovnovazny pomeér koncentraci latky v obou fazich konstantni pfi konstantni teploté a tlaku a
za predpokladu, Ze molekulovd hmotnost latky je stejna v obou fazich* [3]. Vyjadiime-li
rozdé€leni latky X mezi organickou a vodnou fazi pomoci rovnovaznych koncentraci [X],

dostaneme:

_Lxl,

T
aq

kde Kpje koncentra¢ni distribu¢ni konstanta [5].

Vétsina extrakénich systému se ovSem od ideality zrtznych divodu odchyluje.
fazich, které bud’ nastavaji spontanné, nebo je vyvolavame umeéle (zména pH), abychom
podpotili extrakci zddanym smérem. Zname-li stechiometrii pfisluSnych reakci a jejich
rovnovazné konstanty, miiZeme i pies neidealni chovani extrakéniho systému vypocitat jeho
rovnovazné slozeni na zaklad¢ distribuéni konstanty. Pro popis rovnovéhy v takovém

obecném systému se proto 1épe hodi rozdélovaci pomér D:



kde C jsou celkové analytické koncentrace extrahované latky X v pfislusnych fazich [5].
Pokud se latka chova idealné, je rozdélovaci pomér identicky s distribu¢ni konstantou.
Pro prakticky popis extrakéniho procesu je vhodné pouZiti pojmu stupen extrakce [4].

Udava se jako procentualni podil latky £ (%), ktery se vyextrahoval do organické faze,

tzv.procentualni vytéZek extrakce [2]. Jestlize se ucinnost extrakce blizi 100 %, tak se

rozdélovaci pomér blizi nekonecnu [4]. E 1ze vypocitat podle vztahu:

B(%)= 100D

V
D+
V

org
kde V,.g a V4 jsou objemy organické a vodné faze a D je rozdélovaci pomér

Cim je Vorg. VEtS, tim je extrakce u€innéjsi. Pomér objeml organické a vodné faze se
oznacuje také jako fazovy pomér . ZvétSeni uCinnosti extrakce lze dosahnout rozdélenim
objemu organické fadze na vice Céasti a opakovanou extrakci vodné féze, nasledovanou
slou¢enim vyslednych extraktd. Vysledny obsah extrahované latky ve spojenych extraktech

1ze vyjadtit celkovou Géinnosti po n opakovanych extrakcich E,: [2]

5,010 -2 |

2.2 Extrakéni metody
2.2.1 Extrakce z kapaliny do kapaliny

Extrakce z kapaliny do kapaliny (Liquid Liquid Extraction, LLE) stale patfi mezi velmi
dalezité analytické separaéni metody a umoziiuje mnoho jednoduchych, rychlych a
selektivnich déleni riiznych druht latek v Sirokém rozmezi koncentraci. I kdyZ LLE nabizi
vysokou reprodukovatelnost a navzdory svému roz$ifenému pouziti v mnoha standardnich
analytickych metodach, je povazovana za Casové a pracné naro¢nou, mnohostupiiovou

metodu, kde problémy s utvafenim emulzi Casto brzdi automatizaci [1,6]. LLE je dale



omezena fazovym pomérem objemi extrakéniho ¢inidla a vodného roztoku [7], ktery jen
ziidka klesa pod 0,1. LLE vyZaduje velkd mnoZstvi rozpoustédel o vysoké Cistoté, ktera jsou
Casto draha a toxicka [6], coZ predstavuje zdravotni riziko pro laboratorni personal a ma za
nasledek produkci nebezpe¢ného laboratorniho odpadu [1]. Hlavnim zdrojem chyb u LLE
jsou ztraty analytu pfi provadéni opakovanych extrakci [6].

Potieba piekonat tyto stinné stranky vedla k vyvoji novych metod pro rychlou a efektivni
piipravu vzorku a sniZeni spotfeby toxickych organickych rozpoustédel, metod schopnych
detekovat analyty ve velmi nizkych koncentracich [1]. Dynamicka forma LLE ozna¢ovana
jako Flow Injection Extraction (FIE) je vysledkem téchto snah a navic umoziiuje snadnou

automatizaci [6].

Flow Injection Extraction

V typické FIE je vzorek vstiiknut do nosného proudu, do kterého je kontinudlné vnaseno
organické rozpoustédlo, ¢imz vznik4a segmentovany proud, ktery nasledné prochazi spiralou,
kde dochazi k vlastni extrakci. Vodna faze vzorku je postupné oddélena od organické, ktera
je vedena do pritokové meéfici cely. FIE ma vyhodu oproti LLE v nizké cené, vysoké
extrakéni rychlosti, redukované spotfebé€ rozpoustédla a vzorku. OvSem mnozstvi uzivaného
rozpoustédla je stale jest€¢ fadov€ nekolik set mikrolitri na analyzu a navic dochazi k
problémiim s adsorpci ¢astecek na optickém okénku cely [6,8].

Dals$i usili vedené smérem k vét$i miniaturizaci LLE a redukci poméru rozpoustédla
k vodné fazi vzorku vedlo k vyvoji mikroextrakénich metod [6]. Kromé metod pouZivajicich
k extrakcim kapalinu byly vyvinuty také metody vyuZivajici k extrakci adsorpci na pevné

fazi (Solid Phase Extraction, SPE). Tyto metody jsou zminény dale v textu.

Mikroextrakce na jedné kapce a mikroextrakce pouzivajici kapalnych filmia

Mikroextrakéni metody zaloZené na extrakci z kapaliny do kapaliny 1ze rozdélit do dvou
kategorii [1,6]: mikroextrakce na jedné kapce (SDME) a mikroextrakce pouZivajici
kapalnych filmi.

Mikroextrakce na jedné kapce (SDME) je metoda, kde extrahujici faze je mikrokapka
(typicky 1 ul) s vodou nemisitelného rozpoustédla vytlateného z jehly konvenéni
mikrostfikacky (nejéast&ji se zkosenym hrotem), ponofena ve vodném vzorku (dvoufazovy
systém) [6,9]. SDME ma dva typy vzorkovani, pfimou SDME a Head Space SDME (HS
SDME), u které je mikrokapka extrakéniho rozpoustédla vystavena prostoru nad vzorkem

(head-space) a neni v ném piimo ponofena [10].
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Mikroextrakce pouZivajici kapalnych filmi mohou zahrnovat mikroextrakci kapaliny
kapalinou (LPME) bud’ v dvoufazové soustavé nebo v tfifazovém provedeni pouzivajicim
zpétnou extrakci [1,6]. Kapalné filmy u LPME mohou byt imobilizovany riznym zplisobem,
jako napftiklad v porézni membréan¢ ¢i ve vlakné.

LPME pouzivajici porézni duté vlakno napusténé organickym rozpoustédlem prokézala, Ze
je neobyCejné jednoduchda, levna, rychla a prakticky bezrozpoustédlova technika, jenz
poskytuje vysoky stuperi selektivity a dobré faktory obohaceni spolu s efektivnim vy¢iSténim
vzorku. Tato metoda navic vyluduje moZnost pfenosu vzorku mezi analyzami. V jednom
z moznych uspotadani je vlakno spojeno jednim z jeho koncid ke $picce jehly mikrostiikacky,
zatimco dal$i konec je zanechan povésen v roztoku vzorku. Toto uspofadéni je povaZovano za
rozvinuti SDME, protoZe mikrokapka organického rozpoustédla je chranéna dutym vlaknem
[9]. Pravé diky jednorazové povaze dutého vlakna je eliminovano riziko pfenosu vzorku mezi
analyzami a zabezpeCena vysoka reprodukovatelnost. Maly rozmér péri vlakna navic
zabraiiuje ¢asteCkam pfitomnych v roztoku vstoupit do extrakéni faze [1].

Duté vladkno pouzivané v LPME by mélo byt hydrofobni a slu€itelné s uZivanym
organickym rozpoustédlem. Nejvice uZivané je polypropylenové porézni duté vlakno.
Nejbézné€jsi typ téchto vlaken ma vnitini primér fadové 600 um, coZ odpovidd fadove
mikrolitrtim akceptorového roztoku. Tloustka stény (200 um) poskytne vynikajici
mechanickou stabilitu a velikost pért (0,2 um az 0,64 um) zajisti efektivni mikrofiltraci [1].

Extrakéni rozpoustédlo uzivané v LPME by mélo spliiovat kromé obecnych poZadavki
(schopnost poskytnout vysokou rozpustnost cilovych analyti, byt kompatibilni s pfimym
nastfikem do kapilary GC kolony, mit nizkou rozpustnost ve vodé€) i polaritu odpovidajici
polypropylenovému dutému vlaknu. Vzhledem k umisténi akceptorového roztoku uvnitf
vlakna se mohou pouZit velmi vysoké rychlosti michéni, bud’ ultrazvukem nebo magnetickym
michanim. Ultrazvuk mé tu vyhodu, Ze eliminuje moZnost zne€iSténi vzorku pouZitim

magnetického michadélka pokrytého teflonovou vrstvou [1].

V LPME mohou byt uzivany dva typy vzorkovani: dvoufazové a tiifazové.

V dvoufdzovém LPME vzorkovacim moédu je analyt extrahovan z vodného vzorku
(donorova faze) ptes s vodou nemisitelné rozpoustédlo, imobilizované v pérech dutého vlakna,
do stejného organického rozpoustédla pfitomného uvniti dutého vlakna (akceptorova faze).

V tfifazové LPME je analyt extrahovan z vodného roztoku (donorové faze) skrz organické

rozpoustédlo, imobilizované v porech dutého vldkna (organicka faze), do dal§i vodné faze
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(akceptorova faze) pfitomné uvnitf dutého vlakna. Organicka faze v tomto pfipad¢ slouzi jako
bariéra mezi vodnymi roztoky, zabranujici jejich smiseni.

Uspotadani dutého vlakna pro dvoufiazové a tfifizové LPME systémy ma dvé odlisné
konfigurace, které jsou pro nazornost zobrazeny na obr. ¢. 1 a 2. Podrobnosti 1ze nalézt
v literatute [1].

Optimalizace parametri extrakce (Cas extrakce, pH, pfidani soli) je shodna s pravidly

optimalizace SDME uvedenymi dale v textu.

Needie for

injection of T
the acceptor Needle for
solution collection of
the acceptor —
solution ==
= 10 uL HPLC
f b—~_{  Syringe
; =
=
Hollow fibre
containing s 100 donor phase
the acceptor
solution } B quUGOUS ‘
TP - onor porous hollow fiber
- © 44— solution |
I S| "
magnetic stirrer
Obr.&.1[1] Obr.&.2 [1]
LPME - konfigurace A LPME - konfigurace B

Dal$im moZnym tvarem polymernich membrénovych jednotek je membrana plosna,
pouzivand naptiklad v SLM (Supported Liquid Membrane) nebo v MMLLE (Micropore
Membrane Liquid Liquid Extraction) [1]. Tyto techniky ovSem nemohou byt z hlediska GC
zahrnuty do skupiny mikroextrakénich metod, protoZe objemy pouzitych rozpoustédel

vétSinou presahuji objem stovek mikrolitri.

2.2.2 Extrakce na pevné fazi

Také metoda oznaCend jako extrakce na pevné fazi (Solid Phase Extraction, SPE)
rozdéluje analyt mezi dvé nemisitelné faze, z nichZ jedna je pevna. Pevna faze mé vyssi
afinitu pro Zadanou latku neZ rozpoustédlo, ve kterém je analyt rozpu§tén. Analyt z{stava a
koncentruje se na povrchu pevné faze, kterd je nejCastéji umisténa ve formé sloupce nebo

membrany v kratké kolonce, tzv. cartridge [2]. Riizné druhy pevnych fazi pouZivanych v SPE
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umoziuji extrakce zaloZené jak na rozpou$téni a adsorpci, tak i na iontové vymeén¢,
molekulové sitovém efektu a tvorbé komplexti. SPE je v soucasnosti nejvice pouZivanou
extrakéni technikou a metodou Gpravy vzorku. Vzhledem k obrovskému po¢tu publikaci neni

tato technika zahrnuta v praci.

Stirr Barr Sorptive Extraction a Semipermeable Membrane Device

Specialnimi mikroextrak¢énimi metodami jsou Stirr Barr Sorptive Extraction (SBSE) a
Semipermeable Membrane Device (SPMD).

U SBSE je extrakéni polymer, nejcastéji derivat polysiloxanu, zakotven na povrchu
magnetického michadélka. K vlastni extrakci pak dochazi jednoduchym pouzZitim michadélka
v roztoku vzorku. K desorpci analytd dochazi bud’ termalné u GC v nastfikovém prostoru,
nebo rozpoustédlem ¢ mobilni fazi u HPLC [5]. Uginnost zakoncentrovani je u SBSE lepsi
nezZ u SPME (viz niZe), protoZe objem extrakéni faze, ktery pokryva michadélko, je vétsi
[10].

V piipadé¢ SPMD je extrakéni polymer nanesen na semipermeabilni folii, umozZiujici
selektivni prechod ¢astic podle jejich velikosti, tvaru a povrchovych vlastnosti, oddé€lujici

dvé fluidni (kapalné ¢i plynné) faze [5].

Mikroextrakce pevnou fazi

Specidlné pro chromatografické techniky byla vyvinuta mikroextrakce pevnou fazi
(SPME), pouzivajici tenké kfemenné vldkno (nosi€), pokryté extrahujici fazi ve formé
tenkého filmu. Vldkno je vystaveno vzorku nebo jeho headspace prostoru, ¢imz nastava
rozdéleni cilovych analytd mezi matrici vzorku aextrakéni fazi. Po extrahovéani a
prekoncentraci po definovaném cCase je vlakno s nakoncentrovanymi analyty pifemisténo do
injekéniho portu GC nebo HPLC [6]. Tato metoda ziskala rychle oblibu tim, Ze spojila
vzorkovani, extrakci a prekoncentraci na témze vlakné€ do jediného kroku [1,6].
Po zavedeni SPME ale byly zji§tény jeji ur€ité nevyhody - nemala cena, omezena Zivotnost a
relativni k¥ehkost SPME vléken a moZnost pfenosu analytu mezi rozbory. Castedna ztrata
stacionarni faze ma za nasledek piky, které mohou koeluovat s cilovymi analyty [6]. Také
desorpce analytu z polymeru v horkém vstiikovaéi je vyznamné pomalejsi nez vypafovani
rozpoustédla v pripad€ klasického nastiiku, které ma za nésledek chvostujici piky [8]. Presto
SPME prokazala, ze je silnou alternativou k tradi¢ni extrakéni technice s rozsahlou

pouzitelnosti (environmentalni, potravinové, klinické a soudni analyzy) [1,6]. Doposud je
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uspé$né uzivana pro analyzu plynnych, kapalnych a pevnych vzorkli obsahujicich §irokou

§kalu analytu, od t€kavych k méné té¢kavym polutantim [6].

2.2.3 Mikroextrakce pouzivajici jedné kapky rozpoustédla

Patrani po novych technikdch pfedb&Zzné upravy vzorku vedlo k vyvoji extrakénich
metod, jejichz hlavni vyhody jsou rychlost a zanedbatelny objem uZivanych rozpoustédel.
Vysledkem této snahy jsou metody pouZivajici pouze jediné kapky organického rozpoustédla
(miniaturizaci tradi¢ni extrakce kapaliny kapalinou) [6]. Mezi tyto metody patfi napf.: systém
kapky zavéSené na konci teflonové ty¢ky nebo na hrotu jehly mikrostiikacky, ve statickém
nebo dynamickém provedeni, systém kapky v kapce a dalsi.

Jako prvni byla uvedena mikroextrakéni technika, kde mikrokapka (8 pl) organického
rozpou$tédla, obsahujiciho ur€ité mnozstvi vnitfniho standardu, byla zavéSena na konci
teflonové tyCky a ponofena po ur€ity ¢as do michaného vodného roztoku. Na konci extrakce
byla tyCinka vytaZena ze vzorku a za pomoci mikrostiikacky byl vSechen podil organické
kapky vstiiknut do GC [6]. Tato mikroextrakéni metoda byla vyhodna vzhledem k citlivosti,
pfesnosti, ¢asu analyzy a relativni jednoduchosti [7,11]. Nebyla v8ak dostate¢né vyhovujici,

protoZe vyzadovala slozité naplnéni jamky teflonové ty€inky organickou kapkou [11].

Single Drop Microextraction

Pozdé&ji byla proto navrhnuta alternativa, oznacovana jako mikroextrakce na jedné kapce
(Single Drop Microextraction, SDME), kde mikroextrakce byla provedena zavéSenim 1 pl
kapky pfimo na Spic¢ce jehly mikrostfikacky ponotfené v michaném vodném roztoku vzorku.
Po extrahovani po pfedepsanou dobu byla mikrokapka natazena zpét do jehly a pfenesena do
GC pro naslednou analyzu [6]. Praktickou vyhodou tohoto systému pouzivajiciho

mikroinjekéni stiikacky oproti pfedeslému systému je vyssi rychlost extrakce [11].

Dalsi z publikovanych metod byla modifikace mikroextrakce kapalnou fazi (LPME)
zaloZena na pouziti jedné kapky rozpoustédla. Tento zplisob extrakce mizZe byt proveden ve

dvou rtiznych rezimech: ve statickém a dynamickém.

Staticka LPME
Statickd LPME, skladajici se z kapky o objemu 1 pl zavéSené na Spi¢ce mikroinjekéni
jehly a ponofené v nemichaném vodném roztoku [6], se oproti SDME li$i pouze v tom, Ze

vzorek neni michan. Tento maly rozdil je typickym piikladem variability oznafovani
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podobnych metod a pouzZivani jejich zkratek, coz je nékdy v publikované literatufe znacné

zavadéjici.

Dynamicka LPME

Dynamickd LPME, nékdy také LPDE (Liquid Phase Dynamic Extraction), je metoda
extrakce kapaliny kapalinou v mikroméfitku, pfi které je alikvotni podil vodného vzorku
periodicky pumpovan ven a dovnitf sklenéné mikrostfikacky, pfedem naplnéné malym
mnoZzstvim organického rozpoustédla [7,8]. K extrakci dochdzi v prvni fad€ v tenkém
organickém filmu utvofeném na vnitini strané mikroinjekéni stfikatky béhem jejiho plnéni
organickym rozpoustédlem. Efektivni extrakéni plocha je tudiz rovna ploSe vnitiniho povrchu

mikrostiikacky.

(s)

[ -
Organic Plunger
s Plug (OP)
TP =
e mlaen - €---
(b) 3] == ——— -
i ——— - ——e aml
i l’ ———————— - - -
/ N
Aqueous Sample Plug  Orgamic Film
(ASP) (OF)

)

==+ Bolus flow amul- Plunger movement

Obr.¢.3: Schéma znazornujici pohyb pistu v dynamické LPME [8]

Po natazeni vzorku, nasledujici za nabranim definovaného objemu organické faze, nastava
klidova doba nékolika sekund pfi niz je dosaZeno rozdélovaci rovnovahy mezi vodnou fazi
vzorku (Aqueous Sample Phase, ASP) a mezi povrchem organické faze (Organic Film, OF).
Analyt je béhem nasledného zpétného pohybu pistu stfikacky rychle piemistén z OF do OP
(Organic Phase, OP), takze OF pracuje jako transportér analytii. Navic malé procento analytu v

ASP je piimo pfeneseno do OP pfes jejich spole¢né rozhrani. Tento pfimy pfenos je
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pravdépodobné zanedbatelny ve srovnani s nepfimym pienosem pies OF, protoZe styCna
plocha mezi OF a ASP je mnohem vétsi nez sty¢né plocha mezi OP a ASP [8].

Opakované nataZeni vzorku nasledujici po prvnim vzorkujicim cyklu zajisti, aby jak OF tak
i ASP byly obnoveny. Tim padem je OF v kontaktu s Cerstvym vodnym vzorkem, majicim
pocateéni analytickou koncentraci stejnou jako ve vzorkové vialce. KliCovou operaci u
dynamické LPME je opakovany pohyb pistem nahoru a dold, takZze ASP a OF jsou pravidelné
obnovovany a stale vice analytu je pfepravovano z vodného roztoku ve vialce do OP v mikro-
améné reprodukovatelna [8]. Cely proces je schematicky zndzornén na obrazku ¢.3.

Dynamickd LPME poskytuje mnohem vysSi faktor obohaceni v diisledku vyhodného
poméru fazi béhem mnohem krat$i doby extrakce nez statickh LPME a SDME, ale jeji
reprodukovatelnost je hor$i [6]. Parametry ovliviiujici dynamickou LPME jsou: druh
rozpoustédla, Cas, teplota a pocet tahti pistem. Dynamickda LPME poskytuje atraktivni

alternativu pro tradi¢ni FIE a SPME pro GC analyzu [7,8].

Drop-in-Drop extrakce

Jinou mikroextrakéni technikou je systém kapky v kapce (Drop-in-Drop, viz. obr. €. 4).
V této metodé je mikrokapka organického rozpoustédla nemisitelného s vodou zavéSena
uvnitf vét§i vodné kapky vzorku. Vodna faze vnéjSi kapky obsahujici analyt je béhem
vzorkovani soucasné kontinualné dodédvana a odsavana, takze proud Ccerstvého vzorku
nepfetrzité oplachuje kapku extrakéniho rozpoustédla. Po definované dobé extrahovani a
prekoncentrace je vodna vrstva vzorku nahrazena omyvacim roztokem pro odstranéni zbytka
matrice. Jakmile je organickd faze odebrana a analyzovana, analyticky cyklus mizZe byt
opakovan s novou kapkou a s dal§im vzorkem. Systém kapky v kapce ma né€kolik vyhod,

jako je nizka spotteba organického rozpoustédla a snadné automatizovatelnost [6].
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Chloroform

Obr.¢. 4: Schéma systému kapky v kapce [6]

Byla rovnéz publikovana modifikace této metody, kdy mezi akceptorovou kapku
vodného roztoku pufru a donorovou fazi vodného vzorku byla umisténa kapalnd membrana
organického rozpoustédla. Konkrétné, n-oktan, slouzici jako organicka kapalnd membrana,
byl napustén dovnitt teflonového krouzku uchyceného nad vodnym pufrovanym vzorkem a
mikrokapka akceptorového vodného tlumivého roztoku byla za pomoci mikrostiikacky
zavéSena uvniti n-oktanu. Kyselé analyty (neutralni za nizkého pH) byly pak extrahovany do
organické kapalné membrany a zpétn€é extrahovany do zasadité vodné mikrokapky
(protonizované za vysokého pH). Po urcité dobé extrakce byla mikrokapka pfenesena za
pomoci mikrostiikacky do HPLC a analyzovana. Toto uspofadani mélo tu vyhodu, Ze bylo
velmi stabilni a dovolilo pouziti michani o vysoké rychlosti. Tato metoda nabizi vysokou
prekoncentraci béhem kratkého ¢asu [6]. Vpodstaté se jednd o LPME metodu, kdy kapalna
membrana neni mechanicky imobilizovana, ale je volné plovouci na vodném vzorku. Ptiklad
tohoto uspofadani je zobrazen na obr. €. 5., kde Ma a Cantwell [12] touto metodou (taktéz
oznacovanou jako Semipermeable Membrane Extraction with Back Extraction, SME/BE)
provedli stanoveni bazickych latek methamfetaminu, mephenterminu, 2-fenyl-etylaminu a
methoxyphenaminu za pouZiti 30 pl n-oktanu jako kapalné membrany na vodném vzorku o
objemu 1,6 ml a pH upraveném na hodnotu 13, a jako akceptorové faze 0,5 nebo 1,0 pl
kapku pufru o pH 2,1. Autofi zjistili, Ze pfitomnost malého viru utvofeného pfi magnetickém

michani na spodni ¢asti faize membrany je nezbytna, protoZe vodna kapka a organicka
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mebrana se tak stanou velmi stabilnimi. DosaZené prekoncentraéni faktory byly mezi 160 a

500.

1 sl aqueous
(a2) drop

Obr.¢. 5: Schématicky diagram SME/BE systému [12]

Continuous Flow Microextraction

Dalsi extrakéni metodou, pouzivajici jedné kapky rozpoustédla je mikroextrakce
kontinudlnim tokem (Continuous Flow Microextraction, CFME). CFME je jednostupniova
extrakéni metoda, kdy pouze jedind kapka rozpoustédla je kontinualné v Kkontaktu
s proudicim roztokem vzorku. Extrakce je zde ovliviiéna nejen typem rozpoustédla a ¢asem
extrakce, ale i rychlosti toku roztoku vzorku a materidlem kapilary. Vysoka u¢innost CFME
dovoluje prekoncentraci analyti v rovni pg/ml s ¢asy extrakce krat§imi neZ 10 minut. [7].
CFME byla provedena v nékolika mililitrové sklenéné komote, k niZ byla pfipojena PEEK
trubicka, zajist'ujici dodavku vzorku z rezervoaru pomoci HPLC pumpy. Po naplnéni komory
vodnym roztokem vzorku, byl poZadovany objem organického rozpoustédla nadavkovan
davkovaci smyckou. KdyZ zéna nadavkovaného rozpoustédla dosahla konce PEEK trubicky,
vytvofila se na jejim konci mikrokapka rozpoustédla, ktera byla prakticky imobilizovana na
jejim vystupu. Pozice kapky dovolila piimou interakci se spojitym proudem roztoku vzorku
vystupujicim z PEEK kapilary, ¢imZz nastala extrakce. Po extrahovdni byla mikrokapka
nataZena do mikrosttikacky a davkovana do injekéniho portu GC [6,7].

Ptikladem CFME je prace autord Liu a Lee [7], ktefi provedli CFME v kombinaci s GC-
ECD pro analyzu stopovych mnoZstvi nitroaromatickych smési a chlorobenzent v
environmentalnich vzorcich moiské vody. Provedli také srovnani ucinnosti s dynamickou

LPME (viz dale). Studovano bylo pét nitroaromatli a Sest chlorovanych benzend. Vzorky
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povrchové vody byly odebrany z jizniho pobfezi Singapuru a 100 nebo 1000 krat zfedény.
Zasobni roztoky analytti byly pfipraveny v methylalkoholu. Extrakce vzorku o objemu 3 ml
byla provedena v 0,5 ml sklenéné komoie (viz. obr.¢. 6) s organickou kapkou toluenu o objemu

1-5 pl a pratokovou rychlosti 0,05 ml/min.

i‘l ‘|
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. T g
Vxtraction unit  —— ] Lo Tl gl e
l l l ot i - a PHER uomg
" o™
A ] — T . B
Raonhe Puap tygzetin
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Obr.¢. 6: Schéma CFME systému: 1. spojovaci PEEK trubi¢ka, 2. upravena $picka pipety, 3.
O-krouzek, 4. PEEK kapilara, 5. extrakéni komora, 6. mikrostiikacka, 7. kapka rozpoustédla
[7]

Mikroextrakce byla dale nasledovana GC analyzou pouzivajici kolonu HP-1 (Hewlett
Packard, 25 m x 0,32 mm s tlouStkou filmu 0,52 um). Tato technika poskytla prekoncentra¢ni
faktory mezi 260 a 1600 u 1000 krat zfedénych vzorkd béhem 10 minut extrakce. V kombinaci
s GC/ECD, CFME umozZiiuje stanoveni analyti v urovni pg/ml. Linearita CFME byla
testovdna s koncentra¢ni fadou 10-1000 pg/ml pro nitroaromaty a s 0,5-500 pg/ml pro
chlorbenzeny. Ve vzorcich moiské vody bylo stanoveno Sest chlorobenzent: 1,2
dichlorbenzen, 105 pg/ml; 1,3-dichlorobenzen, 51.2 pg/ml; 1,2,3-trichlorobenzen, 2,26 pg/mli;
1,3,5-trichlorobenzen, 6.17 pg/ml; 1,2,4,5-tetrachlorobenzen, 4,12 pg/ml; a pentachlorobenzen,
1.82 pg/ml. Nitroaromaty nebyly ve vodnych vzorcich nalezeny.

V této studii byly srovnany kapilary z nerezové oceli a PEEKu. Pfi rychlosti toku 0,1
ml/min byla PEEK kapiléra schopna udrZet kapku do velikosti 20 pl, zatimco ocelova kapilara
kapku pouze o velikosti 4 pl pfi 0,5 ml/min. Vysvétleni pro vySe uvedena pozorovani je, Ze van
der Vaalsovy sily existujici mezi molekulami kapky rozpoustédla a PEEKem jsou silnéjsi, nez

ty mezi molekulami kapky rozpoustédla a nerezovou oceli.
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V CFME hraje rychlost toku vzorku velmi dilezitou roli. S klesajici tloustkou sty¢né
vrstvy (obklopujici kapi¢ku rozpoustédla) mezi kapkou rozpoustédla a vzorkem dochazi ke
zrychleni extrakce. OvSem poté, co rychlost toku dosahla maximalni hodnoty (0,75 ml/min), je
jiz ptili§ vysoka, nez aby mohlo dojit k ustanoveni rovnovéhy ve stykové vrstvé obou fazi
zapojenych do extrakce. TlouStka Nernstova filmu v miSeném roztoku je obvykle v fadu
nékolika desitek mikrometri. Ackoli vysoka linearni rychlost ma prospé€$ny ucinek na
minimalizaci tlou$tky Nernstova filmu a zrychluje pfenos hmoty, tak naopak wvnitfek
proudiciho roztoku vzorku miZe minout kapku, aniZ by se ji dotknul, coZ zplisobuje, Ze jen
relativné mala ¢ast roztoku vzorku je podrobena extrakci.

Pokud jde o sily ptsobici na kapku rozpoustédla u CFME, tak kromé& vztlakové (Fy),
gravitaéni (F}), a adhezni sily (F}), existuji dalsi tfi sily (viz. obr. €. 7). A to sila kolizni (F¢),
pochazejici z molekulové hybnosti roztoku vzorku, intramolekularni (van der Waalsova) sila
(F,) mezi molekulami kapky rozpoustédla a PEEK trubic¢kou a tazna sila (Fy). Sily Fy, Fu, a F;
jsou orientované nahoru a vytlacuji kapicku rozpoustédla ze Spicky kapilary, zatimco F, F,, a
F, jsou orientované dold a zajiStuji, aby kapka rozpoustédla byla drzena ve Spicce trubicky.
Lze popsat dva stavy kapky rozpoustédla ve vodném roztoku v zavislosti na silové rovnovaze:
1) kapka rozpoustédla je drZzena na konci kapilary  (extrakce miZe pokracovat)
(Fg+F,+F) 2 (Fp+F.+Fy)

2) kapka rozpoustédla se odlou¢i od vystupu trubi€ky (Zadnd extrakce neprobiha)

(Fg+Fa+Fv) < (Ff+Fc+Fd) [7]

- Nolvent
drep

Obr.¢. 7: Sily pasobici na kapku béhem CFME [7]
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Podrobnou analyzou a pochopenim téchto sil 1ze napomoci zvySeni G¢innosti extrakce.

Pfi srovnani s LPME byly u CFME dosazZeny lepsi limity detekce a vyssi celkovy vykon
extrakce. Pro extrakci chlorbenzeni v CFME bylo zji§téno, Ze toluen je lepSim
rozpousStédlem nez isooktan. Naproti tomu byl isooktan vhodnéj$im rozpoustédlem
v dynamické LPME u stejné tfidy smési. Dal§i vyhodou CFME je, Ze diky vysokému

prekoncentraé¢nimu faktoru jsou potfeba mensi objemy vodnych vzorkt (3 ml a méné) [7].

2.3 Srovnani SDME s vybranymi extrakénimi metodami

SDME jako alternativni technika pfedbézné upravy vzorku provadéjici extrakci analytu
do jediné kapky organického rozpoustédla vyrazné sniZuje pouZiti objeml rozpoustédel,
které je zanedbatelné ve srovnani se SPE a LLE. SDME se vyhyba problémim vypafovéni
rozpou$tédla béhem extrakce, ke kterému dochazi u LLE a SPE. SDME neni oproti SPE
vyCerpavajici technikou, ktera potfebuje k analyze del$i ¢as a vétsi objemy organického
rozpou$tédla. Kladem SDME je cena zanedbatelnd ve srovnani s cenou komerénich SPE
kolonek a SPME vlaken [13]. Oproti SPME vlaknim netrpi SDME Zadnou degradaci
akceptorové faze a tudiz ani omezenou Zivotnosti [13]. Pro kazdou SDME mikroextrakci je
kapka obnovena, takZe zde neni Zadna moZnost pienosu analytu mezi probihajicimi
extrakcemi [14]. U SDME lze pouZit vice typt rozpoustédel nez je druht vlaken u SPME pro
extrakci riznych analytt. Dal$i vyhodou SDME je i to, Ze se kapka z jehly vypafi pii
davkovani do GC rychleji, neZ probiha desorpce analyti z SPME vldkna [15,16], coz se
projevi vys$i u¢innosti separa¢niho systému. Nicméné, u SDME je ptfi GC analyze vzdy
ptitomen velky pik rozpoustédla, ktery mtiZe prekryt €asné¢ eluujici analyty [6].

Dal$i vyhody SDME zahrnuji vysokou rychlost extrakce a jednoduchost této metody,
sta¢i ji pouze bézné laboratorni vybaveni, nevyZaduje specialni $koleni laboratorniho
personalu a poskytuje vysoky vykon [17]. Dale ma moZnost automatizovatelnosti, coz
umoZnuje teoreticky nekone¢né mnoZstvi po sobé naslednych analyz [6]. Obecné vzato,
aCkoli mikroextrakce jedinou kapkou je jednoducha, levna, rychlda a prakticky
bezrozpoustédlova technika, vyskytuji se i zde ur€ité potiZe, kterymi jsou stabilita kapky a
niZ§i citlivost. Citlivost u stanoveni SDME miiZe byt pfizptisobena né€kolika zplisoby, a to

zménou periody a objemu vzorkovani, nebo dokonce po¢tem vzorkovacich kroku [9,6].
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2.4 Mikroextrakce na jedné kapce (SDME)

SDME kombinuje extrakci, zakoncentrovani a ddvkovani vzorku do dvou jednoduchych
kroki. Je zaloZena na distribuci analytd mezi mikrokapkou organického rozpoustédla
(akceptorova faze) na Spi¢ce mikroinjekéni jehly a vodnou fazi vzorku (donorova faze) a
umoziuje tak extrakci organickych latek z vodného vzorku do mikrokapky (typicky 1pl)
organického rozpoustédla [18,19].

U SDME je kapka rozpoustédla ovlivnéna pouze tfemi silami (viz. obr. €. 8):

1) vztlakovou silou (Ft = Vorg p o), kde pgq je hustota voné faze a V,,, je objem kapky

2) gravitaéni silou (Fy= Vorg p org), kde porgje hustota organické faze a V,,, je objem kapky

3) adhezni silou (F,) vyplyvajici z povrchového napéti (¢) a udrzujici kapku na hrotu jehly; za
experimentalnich podminek je ¢ konstantni .

V ptipadé kdyZ (F; - Fy) > F, vzhledem k velikosti Vorg ( pag > porg), s€ kapka utrhne a
zatne se pohybovat vzhiru od $picky jehly [8]. V opa¢ném piipadé kdyz (Fr - Fy) < F, je

kapka stabilni a extrakce mliZe probihat.

Obr.¢. 8: ZvétSeny pohled na kapku vysici na hrotu jehly véetné na ni pisobicich sil [8]

SDME je ve spojeni s chromatografii UispéSnou metodou pro stanoveni stopové trovné
polutanti environmentalnich a biologickych vzorkt [14]. SDME byla zdarné aplikovana pro
analyzy alkohold, drog, chlorbenzent, nitroaromatickych vybusnin, t€kavych organickych
slou¢enin (VOCs) a organocinovych smési z riznorodych matric a také pro screening
pesticidi ve vodnych vzorcich [19]. Dale byla wuzita pro extrakci dialkylftalata,
polycyclickych aromatickych uhlovodiki, triazinovych herbicidi, kokainu, endosulfanu a

dal3ich [10,18]. SDME tedy poskytuje citlivy a snadno pouzZitelny nastroj pro monitorovani
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stavu Zivotniho prostifedi. Osvéd¢ila se také jako citliva analytickd metoda zkoumani vzorki
vodovodnich a povrchovych vod s nizkym az stiednim obsahem rozpusténé organické hmoty
[19].

Postup SDME je jednoduchy. Vodny vzorek je umistén do vialky s magnetickym
michadélkem. Rozpoustédlo, obvykle obsahujici wvnitini standard, je nataZzeno do
mikrostiikacky. Jehla stfikacky je probodnuta skrz septum vialky a ponofena piimo do
vodného roztoku a nebo ponechéna v prostoru nad vzorkem (Head Space, HS).
Mikroinjekéni pist je stlacen pro vytlaéeni kapky organického rozpoustédla do roztoku nebo
HS. Jedina kapka organického rozpoustédla ( typicky 1ul ) je tedy zavéSena na konci hrotu
injek&ni mikrostiikacky ve vodné fazi ¢i HS vzorku a systém je michan pro pfenos analytl
do kapky. Po mikroextrakci je kapka pistem nataZzena zpét do mikrostfikacky, jehla je
vytazena z vialky a posléze je proveden rychly néstfik do chromatografického zafizeni. Tento
postup je schématicky znazornén na obr.¢.9. Cely proces extrakce je pfesné opakovatelny.
Kritickym faktorem opakovatelnosti (reproducibility) jsou teplota a ¢as extrakce, které musi

byt udrZzovany stale stejné [13,16].

GC
Microsyringe

1 gL toluenc —p

Watcer -
Samplc I

obr.¢. 9: Schéma postupu SDME [20]
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2.4.1 Praktické typy a pozadavky SDME

K tomu, aby SDME byla dostate¢né piesnd a reprodukovatelna, musi byt b&éhem
experimentu provedeno nékolik praktickych kroki. Tyto kroky jsou poZadovany vzhledem
ke skuteCnosti, Ze prostor mezi pistem a vnitini st€énou injekéni jehly neni nulovy. Tento
prostor je obsazen bud’ vzduchem nebo filmem kapaliny. Existuji zde tii praktické poZadavky
vyplyvajici z ptitomnosti tohoto filmu: [11]

1) Je vhodné mnohokrat vymyt mikrostiikatku uzivanym roztokem rozpoustédla pro
mikroextrakci za ucelem odstranéni vzduchu. Pist ma byt vytazen velmi pomalu a rychle
stlaCen, aby nedochéazelo ke vzniku vzduchovych bublin [6,11]. Vzduchové bubliny v
mikrokapce totiZ mohou ménit rychlost extrakce a byt zdrojem chyb analyzy [6].

2) Jestlize stfikaCka neni spravné naplnéna a proplachnuta extrahovadlem pied dal$im
nabérem rozpoustédla, kapalny film zlstavajici v jehle mize po nastiiku do GC zpusobit
pfenos vzorku do dalsi extrakce ¢i analyzy.[11].

3) Kdyz je kapka po ukonceni extrakce vtaZzena zpét do jehly, dochazi k jejimu smichani
s rozpou$tédlem ¢i vnitinim standardnim roztokem (€asti filmu), a tim i k poextrakénimu
zfedéni kapky. Tak se redukuje pomér mnozstvi analytu k vnitfnimu standardu a koncentrace
analytu jsou ovlivnény zfed’'ovacim faktorem [11]. Tento tzv. mrtvy objem rozpoustédla
obsazeného uvniti jehly nemusi byt bran v Gvahu, pokud jsou vidy pouzZivany stejné
extrakéni podminky. Nicméné€, u experimentl, kde jsou kalibra¢ni standardy pfimo soucasti
rozpoustédla nebo vnitiniho standardniho roztoku, zfedujici u€inek nemiiZze byt ignorovan,
protoze hodnoty pozorovanych koncentraci jsou nizsi nez skute¢né. V téchto ptipadech musi
byt vypoctena hodnota zied'ovaciho faktoru [6]. Napiiklad, pouzitim mikrostiikacky o
objemu 1,00 pl pro vytvofeni 0,9 pl kapky, dojde ke zlepSeni opakovatelnosti objemu a
nastfiku kapky, protoZe je pouzit jeji maximalni objem a neexistuje zde prakticky zadny
mrtvy objem {21].

ZvétSeni stability kapky lze dosdhnout zvySenim sklonu jehlového hrotu, coz zvysi
soudrzné sily mezi jehlou a kapkou. VétSi stabilita kapky umoziiuje pak aplikovat vyssi
rychlosti michani [21].

Piesnost a reprodukovatelnost metody lze také zlepsit stabilnim umisténim vialky se
vzorkem a injekéni stiika¢ky za pomoci stojanu a svorek. Ztraty kapky zpisobené otfesy jsou
timto minimalizovany a hloubka ponofeni jehly ve vzorku zlstdva fixovana po vSechna
vzorkovani.

Stejny zplUsob michani fazi lze dosahnout pouzitim vialek s plochym dnem, kdy je

zabezpecena pozice michadélka [6].
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Peclivé ociSténi jehly tkaninou po provedené analyze zabrani moZné kontaminaci

vodného vzorku [18].

2.4.2 Optimalizace extrakéniho procesu SDME

Pro efektivni provedeni mikroextrakce analyti zvodnych vzorki musi byt
optimalizovano né€kolik parametri majicich vliv na u€innost extrakce. Tyto faktory zahrnuji:
typ extrakéniho rozpoustédla, objem kapky, rychlost michani vzorku, €as extrakce, teplotu,
ucinek pridané soli (iontova sila roztoku), ptipadné také vnitiniho standardu a pH vzorku.
Vsechny extrakéni experimenty byvaji uskute¢nény na vzorcich Cisté vody spikovanymi

studovanymi analyty [13,14].

2.4.2.1 Typ organického rozpoustédla

Vybér nejvhodnéj§iho extrakéniho rozpoustédla je velmi dulezitym krokem
v optimalizaci metody. Princip “podobné se rozpousti v podobném*® je aplikovan pro SDME
stejné tak jako pro klasickou LLE. Pro docileni dobré selektivity a zlepSeni extrakéni
efektivity by mélo byt testovano né€kolik s vodou nemisitelnych rozpoustédel, lisicich se v
polarité a rozpustnosti ve vodé€ [6,10]. MozZné je i pouziti smésnych organickych rozpoustédel
[1]. Volba vhodného rozpoustédla zavisi hlavné na rozpustnosti analyti v extrakénim
rozpous$tédle [13], které musi spliiovat nasledujici pozadavky: mit nizkou rozpustnost ve
vode (aby se zabranilo zmenSovani kapky béhem extrakce), vhodnou t€kavost (kterd omezi
jeho vypafovani béhem extrakce, ale umoziiuje reprodukovatelny nastfik v GC), dobfe

extrahovat analyty, podporovat stabilitu kapky a mit nizkou toxicitu [1,6,7,10,21].

2.4.2.2 Objem organické kapky

U SDME jsou uzivany mikrolitrové objemy kapek, protoZe takové kapky jsou vice
stabilni, 1ze je reprodukovatelné€ vytvofit a dovoluji tak pouZiti rychlého michani [6].

Pouziti vétSich objeml kapek zvySuje sice odezvy analytického signalu, ovSem také
souCasné zvySuje riziko ztraty kapky b&hem extrakce. Navic je zapottebi delSiho ¢asu na
dosazeni rovnovahy [10,13] a nastfik vétSich objemt zplsobuje roz§ifeni piku rozpoustédla v

GC [6].

2.4.2.3 Rychlost michani vzorku
Michani vzorku zvySuje extrakéni efektivitu a redukuje Cas na ustanoveni

termodynamické rovnovahy mezi vodnou a organickou fazi. Podle teorie extrak¢éniho filmu
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se pfenos hmoty z vodné faze zvySuje se stoupajici rychlosti proudéni, protoZe rychlejsi
michéni snizuje tlouStku difuzniho filmu na povrchu kapky [10]. Rychlej$i promichavani
tedy pfispivd ke zvySeni uCinnosti extrakce, protoZe se neustile exponuje povrch kapky
Cerstvému vodnému roztoku vzorku.

OvSem existuje urcity limit v rychlosti michani, protoZe vyssi intenzita michani urychluje
nejen extrakcei cilovych analytq, ale také rozpousténi kapky extraktantu v roztoku vzorku. Pfi
prodlouzenych extrakénich ¢asech roste také nebezpeci odtrzeni kapky [6]. Dale se ¢asto pti
velkych rychlostech tvofi vzduchové bubliny vedouci k problémim pii nasledném
natahovéanim kapky rozpoustédla.

Vys§3i rychlosti michdni mze byt dosazeno bez ztraty kapky upravou hrotu jehly a
pouzivanim malych objemi kapky [21]. Pro dostate¢nou reprodukovatelnost je zapotfebi

pouziti malého michadélka a konstantni rychlosti jeho otac¢eni [6].

2.4.2.4 Koncentrace piidané soli ke vzorku

V tradini extrakci kapaliny kapalinou se extrak¢ni efektivita obvykle zvySuje se
stoupajici koncentraci soli a s klesajici polaritou analytt v disledku tzv. vysolovaciho efektu.
Pfidavek jistého mnozZstvi soli obecné sniZuje rozpustnost nepolarnich analyti ve vodné fazi
a zvysuje jejich prechod do faze organické [18]. Piidavek soli (napt. NaCl nebo Na,SO4) ke
vzorku ma na SDME rtizné vlivy, podle druhu analytu a typu organického rozpoustédla [10].
U vétSiny extrakci se u€innost extrakce na rozdil od klasické LLE s pfidavkem soli sniZuje.
Toto omezeni prechodu analyti do organické faze je pifisuzovano zméné fyzikélnich
vlastnosti Nernstova difuzniho filmu, kdy dochazi k poklesu difuzni rychlosti cilovych
analyti do organické kapky [18]. Pfitomnost soli mize vSak extrakci analytd také zlepsit,
kdyz vysoka iontova sila roztoku vyznamné redukuje jejich rozpustnost ve vodé [10]. Byly
publikovany i pfipady, kdy zmény v iontové sile roztoku vzorku neptisobi na ucinnost

extrakce [19].

2.4.2.5 Vliv teploty

Extrakéni efektivita stoupd se zvySujici se teplotou pouze do urcité miry. Nad tuto danou
teplotu se pak mnozstvi extrahovanych analyti opét sniZzuje [8]. Se stoupajici teplotou se
totiz zvySuje difuzni koeficient analytl, ovSem na druhou stranu klesd hodnota rozdélovaci
konstanty. Divodem niZ$i reprodukovatelnosti za vysSich teplot je vétSinou zvySena

rozpustnost rozpoustédla ve vodé, dale ztraty kapky, zplisobené snizenim jejiho povrchového
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napéti a sniZzenim viskozity rozpoustédla [13]. Pti vy$Si teploté také dochdzi Casto k

nepiiznivé tvorbé vzduchovych bublin [10].

2.4.2.6 Extrakeni Cas

Mnozstvi extrahovaného analytu se u SDME obecné zvySuje se stoupajici dobou
expozice. Zavislost mnoZstvi extrahované latky (G¢innost extrakce) na case, za dannych
experimentalnich podminek (hlavné teplota a michani [19]), je oznafovana jako extrakéni
profil. Tento profil méd vétSinou charakteristicky pribéh, kdy na pocatku extrakce je velmi
strmy a s pokraCujicim ¢asem jeho strmost klesa a zavislost limituje ke konstantni
rovnovazné hodnoté [14]. Divodem tohoto tvaru kiivky je zavislost pfenosu hmoty mezi
roztokem a kapkou na Case, kdy se jeho rychlost sniZuje, jak se systém pfiblizuje k
rovnovaze [1,19]. U SDME existuji dvé zékladni varianty vzhledem k ¢asu vzorkovani.

RovnovaZzna metoda pouzZiva ¢asy z rovnovazné oblasti extrakéniho profilu, tedy ¢asu po
kterém se systém dostane do rovnovahy. Tento zpisob je citlivéjsi, protoze koncentrace
analytu v kapce dosahuje za danych experimentalnich podminek maximélni hodnoty
odpovidajici rovnovazné rozdélovaci konstanté. Piesnost méfeni ¢asu u tohoto zplsobu
nemusi byt vysoka, protoZe koncentrace analytu dosahuje limitni hodnoty. Na tomto misté je
tteba upozornit, Ze se jedna o metodu rovnovaznou a nevycerpavajici, protoze fazovy pomér
L dosahuje vysokych hodnot.

Druhou variantou je vyuZiti ¢asu ze strmé ¢asti extrakéniho profilu, kdy systém sice neni
v rovnovaze, zato ale je rychlost pfenosu hmoty vyssi [10,14]. Tento zptlisob neni tak citlivy
jako ptedchozi, ale je rychlejsi a voli se proto u analytti, pro které by byl ¢as potiebny pro
dosazeni rovnovahy piili§ dlouhy a pro které je naslednd analytickd metoda dostatecné
citivdi. U tohoto zplsobu je pro dosaZeni dostatecné piesnosti a reprodukovatelnosti
nezbytné presné méteni Casu [6].

VétSinou je vybrana kompromisni doba expozice mezi pfijatelnym extrakénim Casem,
citlivosti a dobou analyzy [8,14]. Je potieba si také uvédomit, Ze se vzristajicim s ¢asem

extrakce roste i riziko odtrZeni kapky [21].

2.4.2.7 Vnitini standard
Vnitini standard miZe byt pfidan pfimo k vodnému vzorku, kdy slouzi k monitorovani
ucinnosti extrakce (recovery), nebo k extrakénimu rozpoustédlu, kdy kompenzuje

nereprodukovatelnost objemu kapky (nasttiku) [13].
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2.4.2.8 pH vzorku

Obecné lze extrakci kyselych &i zasaditych analyti ovlivnit vhodnou upravou pH
vodného vzorku. Pro upravu pH pfti extrakci plati stejné zasady jako pro klasickou LLE.
Vhodnym pufrem lze také zabezpecit vysokou reprodukovatelnost metody [6].

Vzorky Zivotniho prostfedi byvaji Casto kratce po odbéru okyselovany kvili zamezeni
biologické degradace organickych sloucenin. Ionizované formy né€kterych analytii se ale

nasledkem toho mohou zménit a tim ovlivnit jejich rozpustnost ve vod¢ a extrahovatelnost
[10].

2.4.2.9 Matrice vzorku

Bézné slozky vodnych vzorki, v€etné huminovych a fulvinovych kyselin, anorganickych
soli apod., mohou redukovat pouZitelnost metody, tim Ze sniZuji vyt€Znost nebo rusi
stanoveni [13]. V pfipad€ silného vlivu matrice vzorku na extrakci je obecnym feSenim

problému stanoveni analytu pouZiti metody standardniho pfidavku.

2.4.3 Publikovana literatura tykajici se aplikaci SDME

Jeannot a Cantwell [16] z Univerzity v Alberté provedli srovnani metod SDME a SPME
pro extrakci 4-methylacetofenonu (4-MAP) z vody do n-oktanu s obsahem n-dodekanu jako
vnitiniho standardu.

Zatizeni (viz. obr. ¢. 10) se sestavalo z vialky s michadlem, kterd obsahovala 1 ml
vodného vzorku a teflonové ty€inky ponofené do roztoku na jejimZz konci byla pilkulata
jamka naplnéna 8 pl n-oktanu. Teplota byla udrZovana pii 25 °C cirkulujici vodni lazni. Po 5
min byla ty€inka vytaZena ze vzorku, a 1 pl organické fize bylo natazeno 10 pl
mikrostiikackou pro nasttik do GC. Pro stanoveni 4-MAP byl pouzit GC HP5840 A (Hewlett
Packard) s napliiovou kolonou a Apiezonem L, jako stacionarni fazi, a FIDem.

Srovnani obou technik ukazalo, ze SDME je z hlediska ptfesnosti a Casu analyzy
srovnatelna s SPME. U SPME se na rozdil od SDME nevyskytuje pik rozpoustédla, oviem

z diivodu pomalejsi desorpce z polymeru dochazi u SPME k vétSimu chvostovani pika.
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Obr €. 10: Schema mikroextrakéniho systému pouzitého v praci [17]

He a Lee [8] na Narodni Univerzit¢ v Singapuru studovali statickou a dynamickou
mikroextrakci kapaliny kapalinou (LPME) s pouzitim béZné mikrostiikacky o objemu 10 pl a 4
ml vialky. Ob¢ techniky aplikovali na stanoveni 1,2,3-trichlorbenzenu a 1,2,3,4,5-
pentachlorbenzenu, které extrahovali do 1pl toluenu.

Dynamickou LPME provedli nataZzenim 1 pl toluenu a poté 3 pl vodného vzorku (bé¢hem 2
s) s naslednym ¢ekanim 3 s, dale vytlaenim (béhem 2 s) a opé€tovnym ¢ekanim po 3 s. Tento
extrakéni krok s jednim vzorkem byl opakovan 20x béhem 3 minut. Kromé toluenu byl v
dynamické LPME testovan také chloroform.

U statické LPME se analyticky signal rychle zvySoval s ¢asem vzorkovani v rozsahu 1-15
min a po 15 min se tempo rdstu zpomalilo. Rovnovahy nebylo dosaZeno dokonce ani po 35
minutach. Pro dal§i experimenty byla vybrana doba expozice 15 min. Studim vlivu velikosti
kapky ukazalo, Ze analyticky signal vzrustal s objemem od 0,5 do 3 pl. KdyZ rozmér kapky
presahnul 5 pl, stala se nestabilni.

Analyza organické faze byla uskuteénéna na GC-ECD. Toluen byl méfen na kfemenné
kapilarni koloné Ultra-2 (Hewlett Packard) s rozméry 25 m x 0,32 mm a s tlouStkou filmu 0,5
um, zatimco chloroform na kfemenné kapilarni koloné¢ DB-5 (J&W Scientific, Folsom, CA) o
rozmérech 30 m x 0,32 mm s 0,5um filmem.

Srovnani metod ukézalo, Ze staticki LPME byla jednoduchd, ale méla relativné dlouhy
extrakéni ¢as (15 min) a niz$i faktory obohaceni (12x), zatimco dynamicka LPME poskytla
vy$8i obohacovaci faktory (27x) béhem mnohem krat§iho ¢asu (3 min). Limity detekce pro
dynamickou LPME 0.05 pg/l pro pentachlorobenzen a 0,1 pg/l pro 1,2,3-trichlorobenzen byly
2 krat niZ8i neZ u statické LPME (0,1a 0,3 w1) a plné srovnatelné s SPME.
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Palit M. se spolupracovniky [18] z laboratofe Vertox v Indii studovali pouziti SDME ve
spojeni s GC-MS pro analyzu chemickych bojovych latek (CAWs). Smési vybrané pro tuto
studii zahrnovali jednak netoxicka strukturni analoga organofosfati - zakladnich bojovych
latek (vedlej$i produkty, prekursory, vychozi materidly nebo degrada¢ni produkty): O,O-
dibutyl n-propylfosfonat (A), O-ethyl O-cyklohexyl n-propylfosfonit (B), O,0O-dimethyl
methylfosfonat (C), O,0-dimethylethylfosfonat (D), O,0-diethyl-N,N-diethylfosfoamid (E),
0,0-dicyklohexyl methylfosfonat (F), tak i vysoce toxické latky se zpuchytujicim u¢inkem: O-
isopropyl methylfluorfosfonét (Sarin, G), O-cyklohexyl ethylfluorfosfonat (Cyklosarin, H) a
bis-(2-chlorethyl)sulfid (I). Cilem této studie bylo optimalizovat extrakéni parametry SDME s
netoxickymi analogy (A-F) a vysledky pouzit pro extrakci jedovatych latek. Zasobni roztoky
standardu a roztok vnitiniho standardu (heptadekan) byly pfipraveny v acetonitrilu.

Pro SDME pouzili mikrostfikacku naplnénou 1pl extrakéniho rozpoustédla obsahujiciho
vnitini standard (10 mg/l) s ponofenim jehly 1 cm pod povrch kapaliny. Roztok byl michan pfti
300 rpm po dobu 30 minut. GC-MS analyza byla provedena na kolon¢ SGE BPX 5 o
rozmérech 30 m X 0,32 mm a tloustce filmu 0,25 pm. Nejlepsi vysledky extrakce analyti byly
dosazeny s 1 pl rozpoustédla o slozeni CH,Cl,:CCl, (3:1, v/v), po dobé 30 min pii 300 rpm .
Rychlost michani nad 400 rpm totiZ destabilizovalo kapku. Byl studovan rovnéz vliv pfidavku
aZ 30 % NaCl. SDME poté provedli s 30 % piidavkem i bez piidavku NaCl.

Autofi provedli také srovnani SDME s SPME a LLE pro stejné analyty. SPME ukazala
lep$i odezvu pro hydrofobni smési, ale nebyla efektivni pro polarni analyty, zatimco SDME
extrahovala vSechny smési s dostatenou odezvou v GC-MS analyze. Lepsi extrakce polarnich
fluorofosfonatti (vzhledem k P-F vazb€) u SDME nez u SPME muze byt vysvétlena rozdilem
polarit mikrokapky a PDMS vlakna, které je méné polarni. LLE také extrahovala vSechny
analyty, ale jeji pouziti pro stanoveni extrémné jedovatych CWAs vyZaduje zvlastni opatrnost.
LOD v GC-MS analyze pro SDME byly v rozsahu od 10 az 75 ug/l. RSD pro vétSinu analytd
se pohybovaly kolem 10 % (pro Sarin 14 %).

Studie Psillakise a Kalogerakise (Technical University of Crete) [20] poskytla
experimentalni srovnani mezi SPME a SDME zaloZeném na vysledcich ziskanych pfi analyze
11 nitroaromatickych vybusnin ve vodnych vzorcich.

Pfipraveny byly dva standardni roztoky v acetonitrilu. Prvni smés obsahovala 2-amino-4,6-
dinitrotoluen (2- ADNT), 1,3 dinitrobenzen (1,3-DNB), 2,4 dinitrotoluen (2,4-DNT), 1,3,5-
trinitro-1,3,5-triazin (RDX), nitrobenzen (NB), 1,3,5,7-tetranitro-1,3,5,7-tetraazacyklooktan
(HMX), 1,3,5-trinitrobenzen (1,3,5-TNB) a 2,4,6-trinitrotoluen (TNT). Druhd smés
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obsahovala: 4-amino-2,6-dinitrotoluen (4- ADNT), 2,6-dinitrotoluen (2,6-DNT), 2-nitrotoluen
(2- NT), 3-nitrotoluen (3- NT), 4-nitrotoluen (4 NT) a tetryl. 2,3 dinitrotoluen (2,3-DNT) byl
uzivan jako vnitini standard.

SPME byla provedena s pouZitim polydimethylsiloxan-divinylbenzenového vlékna
(PDMS-DVB), jenz bylo vystaveno vodné fazi odpovidajiciho spikovaného roztoku vzorku
(Sml) s ptidavkem 20 % NaCl po dobu 15 minut pfi 400 rpm. Analyza probéhla na GC-MS
systému s kapilarni kolonou HP-5MS (Hewlett-Packard) o rozmérech 10 m x 0,25 mm a
tloust’ce filmu 0,25 pm.

Porovnani SPME a HS SPME reZimt vzorkovani pro extrakci vybusnin odhalilo, Ze prvni
metoda je vyhodnéj$i. SPME byla proto provedena pti teploté vzorku 20°C, protoZe za vyssich
teplot dochazelo k rozkladu teplotn¢ méné stalych analytti (napt. HMX).

SDME byla provedena uzitim kapky toluenu, jenz byla vystavena po dobu 15 minut 5 ml
vodnému roztoku. Toluen poskytl dobrou selektivitu, nevykazoval znatelné rozpousténi béhem
extrakce a byl zde proto uzit jako extrakéni rozpoustédlo. Pfitomnost soli plsobila neptiznive
na extrakci, proto zde piidavek NaCl nebyl aplikovan.

Linearita obou extrakénich technik byla ovéfena v rozsahu koncentraci 20 az 1000 pg/l a
bylo zjisténo, Ze SPME poskytla vyssi citlivost, piesnost i linearitu pro v§echny cilové analyty.
Detekce HMX nebyla kviili tepelné nestabilit€ analytu mozna u obou metod. SDME se ukézala

Byly analyzovany vzorky podzemni a vodovodni vody a potvrzena nepfitomnost
testovanych analytd. Byl rovnéZ studovan vliv matrice na extrakci a bylo zji§t€éno, Ze nema
vyznamny u¢inek na SPME ani na SDME. Zavérem prace je zjiSténi, Ze SPME a SDME jsou
rychlé mikroextrakce a lze je ob&€ doporucit pro stanoveni nitroaromatickych vybuSnin ve

vzorcich vod.

Ahmadi a jeho spolupracovnici [21] z Iran University of Science and Technology pouzili
SDME ve spojeni s GC-FPD pro stanoveni 13 organofosfatovych pesticidi ve vodnych
vzorcich. Analyze byly podrobeny tyto pesticidy: forat, diazinon, disolfotan, methylparathion,
fenithrothion, chlorpyrifos, malathion, fenthion, profenfos, ethion, fosolan, azinfosemethyl a
Co-ral. Trifenyl fosfat byl pouzit jako vnitini standard a byl pfidan k vodnym vzorkiim. Pro
pfipravu zasobnich roztokl standardd bylo pouzivano methanolu.

Pro SDME byly porovnany dvé mikrostiikacky o objemu 1 pl. Jedna z nich byla upravena
zvySenim sklonu hrotu jehly, ¢imZ bylo mozné dosahnout vyssi stability kapky a tim i rychlosti

michani (az do 1700 rpm). U neupravené jehly byla kapka nestala uz pti 700 rpm.

31



Extrakce byla vykonana s 5 ml vodného vzorku a kapkou chloridu uhli¢itého o objemu
0,9 pul. Separace byla provedena na kapilarni kolon¢ ZB-35 (Phenomenex, USA) o rozmérech
30 m x 0,25 mm s tloustkou filmu 0,15 um .

Pii vybéru extrakéniho rozpoustédla byly testovany: n-oktan, tetrachlorethylen, toluen a
chlorid uhli¢ity. Vysledna volba rozpoustédla rozhodla pro chlorid uhli¢ity. Testovana byla
expozice od 10 do 80 min, pfesto ani po 80 min nebylo dosazeno rovnovahy. Jako vysledny
¢as expozice byla vybrana doba 40 min. V rozsahu michani od 0 do 1200 rpm byl zjistén
narist efektivity extrakce, zatimco od 1200 do 1700 rpm uz nedochdzelo ke zmé€nam. Proto
byla jako optimalni vybrana rychlost 1300 rpm. Uéinek zvyseni iontové sily vodného vzorku
(NaCl, 0-5%) ukézal, Ze zvySeni obsahu NaCl zplsobilo malé sniZeni extrakéni efektivity,
proto nebylo pfidavku soli uzivano. Vliv matrice u spikovanych vzorkid vody nebyl prokazan.

Linearita byla testovana v rozpéti 0,01-100 pg/l pro vétSinu analytii a limity detekce byly
zjiStény v rozsahu 1-5 ng/l. Analyzy skute¢nych vzorki byly provadény na vodach z Teheranu
(fran) a balené vody.Vysledky ukazaly, Ze balena voda byla bez zne&isténi, v povrchové vodé
byly detegovany a stanoveny diazinon (0,740 pg/l), malathion (0,032 pg/l) a ethion (0,010
ug/l), v fiéni vodé byly detegovany a stanoveny diazinon (0,19 pg/l) a malathion (0,01 1pug/l).

Lambropoulou a spolupracovnici [19] pouZili SDME spojenou s GC-MS pro extrakci 10
organofosfatovych insekticidli (diazinon, dichlorfenthion, methylparathion, fenitrothion,
malathion, fenthion, ethylparathion, methyl- a ethylbromofos, bromofos, fenamifos a
ethoprofos) z vodnych vzorkii vodovodni sité (Ioannina, Recko) a povrchové vody (feka
Kalamas a jezero Pamvotis).

Extrakce bylo dosaZzeno kapkou toluenu o objemu 1,5 pl na hrotu plynotésné
mikrostiikacky, ponofené v 5 ml vodného roztoku obsahujiciho 2,5 % NaCl a pfi rychlosti
michani 800 rpm a extrakénim €ase 15 min. Analyzy insekticidi byly provedeny na kiemenné
kapilérni kolon¢ DB-5MS (J&W Scientific, Folsom, USA) o rozmérech 30m x 0,25 mm a s
tloustkou filmu 0,25 um. Jako vnitini standard byl pouZit methanolicky roztok ethoprofosu,
pfidany k vodnému vzorku. Zasobni roztoky standardu byly pfipraveny v methanolu.

V téchto experimentech byly srovnavany tfi rozpoustédla: hexan, isooktan a toluen. Toluen
byl vyhodnocen jako nejlepsi rozpoustédlo. Pii extrakci bylo dosaZeno rovnovahy pouze u
metylbromofosu po 45 minutach, pro zbytek analytd nebylo rovnovéhy dosazeno ani po 75
minutach. Jako perioda vzorkovani pro vSechny nésledujici rozbory bylo, z divodu sniZeni
rizika ztraty a rozpousténi kapky, vybrano 15 min. Vliv obsahu NaCl byl studovan v rozsahu

koncentraci od 0 do 10 %. Jednotlivé vysledky se ménily v zévislosti na daném analytu. Pro
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malathion, ethylbromofos a ethion U¢innost extrakce dosahla maxima pii 2,5 % NaCl, pro
fenitrothion, fenthion a ethylparathion pii 5 %, a dale se postupné sniZovala se stoupajicim
obsahem soli. Naopak pro diazinon, dichlofenthion a methylbromofos extrakéni efektivita
prakticky zlstala stejnd aZ do obsahu 5 % NaCl a dale se sniZovala se stoupajici koncentraci
soli. V pripadé metylparathionu a fenamifosu pfitomnost soli nezptisobila vyznamné zmény na
extrak¢ni efektivitu. Jako kompromis byl vybran obsah NaCl 2,5 % pro vSechny nasledujici
extrakce. Extrakce dosahla svého maxima pii 1000 rpm, ovSem pfi této rychlosti dochazelo k
utvafeni vzduchovych bublin, k ¢astéjSim ztratdm kapky a redukci jejiho objemu v dusledku
rozpousténi toluenu ve vodné fazi. Na zakladé téchto pozorovéni byla jako optimalni vybrana
rychlost michani vzorku 800 rpm. PiestoZe extrakce dosahla svého maxima pfi objemu kapky
2,0 pl, byl jako nejvice vyhovujici objem kapky vybran 1,5 pl vzhledem k jednodussi
manipulaci s kapkou.

Linearita byla testovana pro vSechny analyty v rozmezi od 0,5 do 100 pg/l, limity detekce
byly nalezeny v rozsahu od 0,010 do 0,073 pg/l a byly dostateéné¢ nizko pod limity
ustanovenymi smémici Evropské komise pro pitnou vodu. Pfitomnost rozpusténé organické
hmoty (jako huminové kyseliny) v povrchovych vodach mohou mit negativni ucinek na
analyzu vzhledem k tvorbé komplexi mezi pesticidy a huminovymi kyselinami, které tak
nemohou byt efektivné extrahovany. Vliv matrice huminovych kyselin na SDME se projevuje
u koncentraci vy$sich nez 10 mg/1 (kterd piedstavuje jejich typické koncentrace pozorované v
ptirodnich vodéach), coZ znamend, Ze SDME muze byt uspé€$né uzivana pfi analyzach vodnych
vzorki s nizkym aZ stfednim obsahem rozpusténych organickych latek.

V ramci srovnani navrhované metody s SPME se ukazalo, Ze obé metody mély detekéni
limity v rozsahu jednotek pg/l. SPME viak vykazuje vétsi prekoncentraéni faktory. Uginek

matrice byl vice vyrazny v pfipadé SDME, ktera byla navic oznadena jako metoda vyzadujici

wowr

Xiao a jeho spolupracovnici [10] na Wuhan University (China) porovnali dva typy
extrakce: SDME a CFME pro analyzu $esti organofosfatovych pesticidi (dichlorvos, forat,
fenitrothion, malathion, parathion a quinalfos) ve vodnych vzorcich Vychodniho jezera
(Wuhan, Cina) a ovocné §tavy.

Zasobni roztoky standardd pesticidd byly pfipraveny v acetonu. Homogenizované a
prefiltrované vzorky jablka, hrusky a pomerance byly nafedény 1/100, protoZe komplexnost
matrice ovocného dZusu znemozZiiuje snadnou extrakci. Extrakce byly provedeny s 1,5 pl

kapkou rozpoustédla v michaném roztoku vzorku o objemu 2 ml. Analyza 1 pl rozpoustédla
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s naextrahovanymi analyty byla provedena prostfednictvim GC-FPD na kapilarni koloné¢ HP-5
(Agilent) o rozmérech 30 m x 0,32 mm s tloustkou filmu 0,25 pm.

CFME byla provedena b&hem 15 min s rychlosti toku 0,4 ml/min a s objemy spojovaci
trubice 0,6 ml a extrakéni komory 0,2 ml. Vysledky ukazaly, Ze objem kapky nemél Zadny
vyznamny vliv na extrakéni efektivitu, ale zvySeni rychlosti toku vzorku poskytovalo
efektivnéjsi extrakci analyti. U CFME nebylo pro vétSinu studovanych pesticidi (s vyjimkou
dichlorvosu, 20 min) dosaZeno rovnovéhy.

V této studii byla srovnavana ctvefice riznych rozpoustédel: hexan, toluen, cyklohexan a
tetrachlormethan. Toluen poskytnul nejlepS$i extrakéni efektivitu pro vSechny testované
analyty,byl mén¢ toxicky a jeho kapka byla vice stabilni neZ u ostatnich rozpoustédel. Tributyl
fosfat (TBP) byl pfidan do toluenu jako vnitini standard. Analyticky signal pro vSechny
pesticidy rostl se zvétSujicim se objemem kapky od 1,0 do 1,5 ul, pak se ustalil a za¢al naopak
klesat, a proto byl jako optimalni vybran objem kapky 1,5 pl. Thned po odbéru byly vzorky
okyseleny kvili zabranéni biologické degradaci organickych slou¢enin. Uéinnost pH na
extrakci pesticidl byla zkoumana v rozsahu od 1 do 7. Nejlepsi extrakéni u€innost byla zjisténa
pii pH 5-6 (obvyklé pH pro pfirodni vody), navic tyto pesticidy se v alkalickém prostiedi
rozkladaji. Experiment byl proveden pfi pokojové teplot¢ zhruba 20°C. S vyjimkou
dichlorvosu, se s rostouci koncentraci NaCl od 0 do 30 % (m/v) u€innost extrakce sniZovala,
tudiz byly analyzy vzorkii provedeny bez piidavku soli.

Plochy pikt vétSiny analyti u SDME se také rostly se zvySenim rychlosti michani od 200
do 600 rpm, s vyjimkou dichlorvosu, kde nedo$lo k Zadnému zvySeni. Pti rychlostech nad 700
rpm se Casto vytvafely vzduchové bubliny, proto byla jako nejvhodnéj§i vybrana rychlost
michani 600 rpm. Vliv ¢asu na efektivitu extrakce byl zkouman v intervalu od 5 do 25 minut.
Piestoze pro vSechny cilové analyty bylo rovnovahy dosazeno po 25 min (s vyjimkou
dichlorvosu, 10 min), byl pro vSechny nasledujici experimenty zvolen extrakéni ¢as 20 minut.

Podle zjisténych vysledkti ma CFME hor3i citlivost nez SDME, protoze faktory obohaceni
byly u CFME témét 100 krat mensi (s vyjimkou dichlorvosu, 23x). Moznym divodem je, Ze
extrakce pesticidd je u CFME pfili§ pomald a pesticidy mohou byt efektivné extrahovany
pouze pfi intenzivnim michdni. Vzhledem k uvedenym skuteCnostem byla analyza redlnych
vzork uskute¢néna pouze SDME.

Zadny ze $esti pesticidii nebyl zjistén ve vodé ani v dZusu. I pfes 100 nasobné ziedéni
vzorkid ovoce byly LOD dostate¢né nizké pro stanoveni nizké urovné vétSiny pesticidl
Ziskané LOD byly mezi 0,21 a 0,56 ng/ml. Linearni rozsah odezvy byl v koncentraénim

rozmezi 0,5-50 ng/ml pro vSechny testované pesticidy (kromé& dichlorvosu, 1,0-50 ng/ml).
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Navrhovana metoda byla ohodnocena jako dostate¢né citliva pro stanoveni organofosfatovych

pesticidil v environmentalnich vzorcich vody a ovocnych §tav.

Jeannot a Cantwell [11] z University v Albert¢ (Kanada) provedli mikroextrakci 4-
methylacetofenonu (4-MAP), 4-nitrotoluenu (4-NT), progesteronu a malathionu z vodné faze
michaného vzorku (1ml) do kapky n-oktanu o objemu 1 pl, obsahujici vnitini standard.
Analyza extrahované smési byla provedena na GC.

Béhem experimentu byla pouZita dvouplastova termostatovana minivialka (25°C) a
injekéni jehla mikrostiikacky o objemu 2 pl byla béhem experimentu ponofena do hloubky asi
5 mm pod hladinou. Vzorek byl michan rychlosti 1500 rpm a organické faze byla analyzovéana
na plynovém chromatografu HP 5840 A (Hewlett Packard) na napliiové koloné se stacionarni
fazi Apiezonem L nebo OV-1. Na kolon¢ s OV-1 byly stanovovany 4-MAP a 4-NT s pouZzitim
n-tetradekanu jako vnitfniho standardu a progesteron s malathionem s pouZitim n-oktadekanu
jako vnitiniho standardu. Navic byly na koloné s Apiezonem L provedena kvantifikace 4-MAP
s n-dodekanem jako internim standardem.

Ziskané limity detekce byly nasledujici: 4-MAP (4,99-10° mol/l), 4-NT (12,1-107 mol/l),
progesteron (0,363-10” mol/1), malathion (2,83 10~ mol/l).

Batlle a Ner'in [17] z Univerzity v Zaragoze pouzili SDME pro stanoveni dialkylestera
ftalatd ve ttech modelovych vodnych vzorcich néapoji. Témito vzorky byly: destilovana voda
(A), 3% kyselina octova ve vodé (B) a 15 % acetaldehyd ve vodé (C).Vybranymi analyty byly
diethylhexyl ftalat (DEHP), dibutyl ftalat (DBP), diisobutyl ftalat (DiBP), dimethyl ftalat
(DMP), diisopropyl ftalat (DiPP) a diethylftalat (DEP), jenz byly dfive nalezeny v obalovych
materidlech napoji. Di-n-oktyl ftalat byl pfidan ke vzorku jako interni standard.

Organicka faze byla analyzovana GC-FID na kapilarni koloné¢ DB 5 o rozmérech 30 m X
0,32 mm a s tloustkou filmu stacionarni faze 0,25 um.

Pro vzorky destilované vody (A) a acetaldehydu s vodou (C) byla jako optimalni extrak¢ni
rozpoustédlo stanovena smés dichlormethan:hexan:toluen v poméru 7:3:0,5. Pro matrici
kyseliny octové ve vodé¢ (B) to byla smés dichlormethan:hexan:toluen v poméru 1:9:0,5.
Pouziti obsahu dichloromethanu nad 20 % vedlo u vzorku C ke zvySeni ¢etnosti ztraty kapky o
vice nez 50 % a ke zdvojeni a chvostovani ¢asné€ elulujicich pikd v chromatogramech. Obsah
toluenu byl proto udrZzovan zhruba na 5 %. Rovnovahy nebylo dosazeno ani po 30 min, proto

byl k extrakci pouzit ¢as rovny dobé chromatografické analyzy, tedy pfiblizn€ 23 min. Pouzity
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objem extrakéni smési byl 4 ul, teplota extrakce byla zvolena 80 °C a rychlost michani vzorku
700 rpm.

SDME poskytla linearni kalibra¢ni kfivku v rozsahu koncentrace od 0,1 do 50 pg/l pro
vzorky A, C a 0,3-50 pg/l pro matrici B. Meze detekce SDME dovolily detekci vsech
studovanych analytl. ZjiSténé koncentrace byly pod limity ustanovenymi Evropskou Unii a
byly o jeden tad vys8i neZ ty nalezené u SPME a LPME pouzZivajici dutého vlakna. Pfesnost

SDME metody byla srovnatelna se SPME, nebyly nalezeny vyznamné rozdily.

Blanco se spolupracovniky [13] na Univerzité ve Vigo hodnotili vhodnost pouziti SDME
nasledované GC-ECD pro stanoveni a- a 8- endosulfanu ve vodnych vzorcich.

Zasobni roztoky standardu byly pfipraveny v metylalkoholu, stejné tak jako zasobni
roztoky vnitiniho standardu Lindanu.

Bylo zjisténo, Ze isooktan extrahoval oba pesticidy lépe nez hexan. Pfi experimentech
nebylo pouZzito Zadné pfidani soli, protoZe experimentalni vysledky prokazaly hor$i G¢innost
extrakce po pfidavku NaCl. Casové extrakéni profily ukézaly, Ze rovnovaha mezi fazemi byla
dosaZena po 20 min.

Vlastni SDME probihala na vodném vzorku (1,8 ml) s pouZitim isooktanu, obsahujicim
Lindan jako vnitini standard. Objem kapky extraktantu byl 1,5 pl, SDME trvala s michanim
800 rpm 20 min pii pokojové teploté 22 °C. Po mikroextrakci byla organicka kapka ihned
prenesena do vstfikovaciho portu GC pro analyzu na kfemenné kapilarni kolon¢ MDN-5S
(Supelco) o rozmeérech 30 m x 0,25 mm a s tloustkou filmu 0,25 pm.

Limity detekce, 0,01 pg/l pro a- a B-endosulfan, byly men$i neZ maxima piipustné
koncentrace ustanovené evropskou smérmici (1,0 pg/l v povrchovych vodach a 0,1pg/l ve vodé
pitné). Rozsah nalezenych koncentraci se pohyboval od 0,1 do 0,9 pg/l. Neptitomnost vlivu
matrice ukazala, Ze SDME-GC-ECD miiZe byt uzivana pro screening chlorovanych pesticida
nejen v Cisté, ale i ve vodovodni a povrchové vod€. OptimalizovandA SDME byla dale
srovnavana se SPME a SPE. Oproti zdlouhavé SPE, byly SDME a SPME z hlediska ¢asu
analyzy srovnatelné. VSechny tyto tfi prekoncentra¢ni metody poskytly limity detekce pod

témi ustanovenymi evropskou smérnici, SDME byla ale urcena jako citlivéjsi.

Pouziti SDME nasledovanou GC-MS s chemickou ionizaci (CI) pro stanoveni izomert
anisaldehydu v lidské moc¢i a krevnim séru bylo studovédno Liu a spolupracovniky [14]
z university v Tamkangu (Taiwan). Zasobni roztoky izomerti anisaldehydu byly pfipraveny

v methanolu. Roztoky vzorku byly pfipraveny spikovanim ¢isté vody, moci a krevniho séra.
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Mikroextrakce byla provedena na 20 ml vodném vzorku se 2 pl rozpoustédla a objemem
kapky 0,5 pl. Zaoblena jehla mikrostfika¢ky byla ponofena 2 cm v roztoku. Separace analytu
byla provedena na GC koloné Rtx 5Ms (Restek) o rozmérech 30 m x 0,25 mm s tloustkou
filmu 0,25 pum.

Ze Ctyt testovanych rozpoustédel (toluen, cyklohexan, hexan a isooktan) poskytnul toluen
nejlepsi vysledky extrakce u vSech analyti a navic vykazoval nejmensi Cetnost ztraty kapky
béhem extrakce. Experimenty byly provedeny s rychlosti michani 360 rpm a po 15 min bylo
dosazeno rozdélovaci rovnovahy. Piesto bylo vybrano 5 min jako ¢as extrakce. Experimentalni
vysledky ukazaly narust efektivity extrakce s rostouci koncentraci NaCl. Dal§i experimenty
byly proto provedeny s koncentraci NaCl 25 %. Extrak¢ni efektivita stoupala se zvySujici se
teplotou az do 50°C, nad tuto teplotu se pak mnozZstvi extrahovanych analytu sniZovalo a rostla
¢etnost ztraty kapky. Proto byly dalsi experimenty vykonany pfi 25 °C.

Zjisténé LOD byly v rozsahu 2 aZ 5 ng/ml a studovany koncentra¢ni rozsah byl v rozmezi
0,01-10 pg/ml. Z prace vyplynulo, Ze SDME nésledovana GC-MS s CI muze byt pouzita ke
stanoveni stopové koncentrace izomerd anisaldehydu v biologickych vzorcich stejné jako ve

vzorcich Zivotniho prostiedi.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie

Dimethylftalat (DMP, 99%) a n-hexan (Chromasolv) byly dodany firmou Sigma-Aldrich
(CR), dichlormethan a toluen (oba p.a.) byly dodany firmou Lach-Ner, s.r.o. Diisopentylftalat
(DIAP) byl syntetizovan v rAmci diplomové prace Mgr. Lucie Rimnadové [22].

Dusik (5.0), vodik (3.0) a stlaceny vzduch, vSechny od Linde, Praha, byly odebirany z
tlakovych lahvi.

Zasobni roztok DMP o koncentraci 5920 pg/ml v methanolu jsem pfiravila navaZenim
0,0296 g DMP do 5 ml odmérné bariky a jejim doplnénim po rysku. Z tohoto roztoku jsem
pfipravila pracovni vodny roztok o vysledné koncentraci 23,7 pg/ml nafedénim 1 ml
zasobniho roztoku destilovanou vodou do 250 ml odmérné bariky.

Smésné organické rozpoustédlo (dichlormethan:hexan:toluen) v poméru 7:3:0,5 pro
extrakci DMP jsem pfipravila pipetovanim 6,67 ml dichlormethanu, 2,86 ml hexanu a 0,47 ml
toluenu do 10 ml odmérné bariky.

Diisopentylftalat (DIAP) jako interni standard jsem piidala k extrakéni fazi nasledujicim
postupem. Do 5 ml odmérmné bariky jsem navazila 75 mg DIAP a doplnila po rysku smésnym
rozpoustédlem. Z tohoto roztoku jsem pak odpipetovala 200 pl do 10 ml odmérné bariky a
op¢t doplnila smésnym rozpoustédlem. Vyslednd koncentrace DIAP v extraktantu byla 300
pg/ml.

Vsechny roztoky jsem skladovala za tmy v ledni¢ce pii 2 °C.

3.2 Pouzité zatizeni

Pro SDME jsem pouzivala 10 ul stfikatku (Hamilton-Bonaduz, # 701, Svycarsko) a
sklenéné vialky o objemu 15 ml (Supelco) vybavené Sroubovacim vickem s PTFE-
silikonovym septem.

K michani extrahovaného roztoku jsem pouZivala magnetickou michacku (MM 2A,
Laboratorni pfistroje Praha) a teflonové michadélko délky pfiblizné¢ 8 mm.

K pipetovani jsem pouzivala automatické pipety (Biohit) pfislusnych objemu.

K vézeni jsem pouzivala anylytické vahy APX-100 (Denver instrument, P-LAB a.s.)

Chromatografickou analyzu jsem provedla na plynovém chromatografu GC-2010
(Shimadzu) s plamenovéionizacnim detektorem. Separaci jsem provedla na koloné¢ DB-5MS

(Agilent) o rozmérech 30 m x 0,25 mm s tloustkou filmu 0,25um.
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Vysledky jsem vyhodnotila programem LabSolution (GC Solution, verze 2.21.00,
Shimadzu).

3.3 Mikroextrakce na jedné kapce (SDME)

Pro mikroextrakci jsem odpipetovala 10 ml vodného roztoku DMP do sklenéné vialky,
vybavené magnetickym michadélkem, kterou jsem poté uzaviela Sroubovacim vickem se
septem. Pfed kazdou extrakci jsem né€kolikrat vyplachla mikrostiikacku rozpoustédlem
obsahujicim interni standard a dale natahla 2 pl tohoto roztoku do jiz vymyté stiikacky. Jehlu
mikrostiikacky jsem probodnutim uvedla pfes septum k vodnému roztoku a ponofila ji do
hloubky 17 mm pod hladinu roztoku vzorku. Injek¢ni pist jsem stlacila a vytvofila tak kapku
rozpoustédla o objemu 1pl ve vodném vzorku. Extrakci jsem provedla po poZzadovanou dobu
(5,7,10,15 a 30 min, pro ¢asy 5-15 min 10x a pro 30 min pouze 5x) s magnetickym michanim
50 rpm a pfi laboratorni teploté. Nasledné jsem natdhla celou kapku zpét do téla stiikacky.
Jehlu jsem déle vyjmula z vialky a ihned ptenesla do injekéniho portu GC a provedla rychly

nastfik pro analyzu.

Obr.c. 11 Obr.¢. 12 Obr.¢. 13
Schéma aparatury pro SDME  Fotografie pouzité aparatury  Detail kapky na hrotu jehly
(A-mikrosttikacka, B-stojan , C-regulace vysky sttikacky, D-vialka)
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3.4 GC-FID analyza

Vsechny rozbory ftalatd jsem vykonala ve split modu s pracovnimi parametry uvedenymi
v nasledujicim pfehledu. Jako nosny plyn byl pouzit N,.

Teplota injektoru byla nastavena na 250 °C, tlak na 112,2 kPa odpovidajici linearni
prutokové rychlosti 30,3 cm/sec, oplach septa 0,4 ml/min, split pomér 1/20.

Teplotni program byl nasledujici: 5 min 150 °C, 5 °C/min do 220 °C, 3 °C/min do 275 °C.

Teplota detektoru byla nastavena na 300 °C, pritok vzduchu byl 400 ml/min, pratok H, 40
ml/min a pomocného plynu (N;) 30 ml/min.

Typicky chromatogram smé&si DMP a DIAP je zobrazen na obr.¢. 14.
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Obr.¢. 14: Chromatogram vzorku dimethyl ftalatu (6,588 min) a diisopenty] ftalatu
(19,444 min) po 15 min extrakce metodou SDME
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4. Vysledky a diskuse

SloZeni extrakéni smési jsem vybrala na zéklad€ ¢lanku [17].

Hodnoty namétenych ploch pikii DMP a DIAP, jejich poméry a statistické vyhodnoceni
pro jednotlivé extrakéni Casy jsou uvedeny v tabulkach ¢. 1-5 v pfiloze. Odlehlé hodnoty
vysledk jsem vyloucila podle Deanova a Dixonova testu.

Vypoctené hodnoty jsem vynesla do grafii €. 1 a 2.

Z grafu ¢.1 je patrné, Ze se nejedna o monoténni prubéh, jak by se dalo ocekavat z teorie.
Duvody vysoké hodnoty Apmp/Apiap pii 5 min extrakce jsou nejasné. Dale graf poukazuje na
skute¢nost, Ze pii prvnim nejkrat$im ¢ase 5 min je metoda zatiZzena pomérné€ velkou chybou.

Dobfe znamym problémem, ovliviiujicim vysledky SDME, mizZe byt rozpousténi kapky
organického rozpoustédla do vodného roztoku vzorku v prvnich minutach extrakce. Je znamo,
Ze dichlormethan, jenZ je hlavni sloZzkou pouzitého smésného rozpoustédla, je diky své
relativné vysoké polarit¢ pomérné dobie rozpustny ve vod¢ (rozpustnost dichlormethanu ve
vodé 1,3 % pii 25 °C, rozpustnost vody v dichlormethanu 0,2 % pfi 25 °C [23]). Rychly
ubytek objemu kapky pfi jejim rozpousténi by tak zpusobil zvySeni koncentrace interniho
standardu. ProtoZze ale je do GC vzdy davkovana celd kapka, mélo by latkové mnozstvi
interniho standardu vstupujici na separa¢ni kolonu byt vZdy stejné a tudiZ nezavislé na
objemu kapky.

Pfedpokladem spravného pouziti interniho standardu ptfitomného v extrakénim
rozpoustédle musi byt skute¢nost, Ze se interni standard nebude béhem extrakce vyznamné
rozpoustét ve vodné fazi vzorku. Vzhledem k malé rozpustnosti DIAPu ve vod¢ 1ze povazovat
tuto podminku za splnénou. Dikazem pro toto tvrzeni je relativni smérodatnd odchylka
absolutnich ploch pikt interniho standardu spoétena ze vSech méfeni, kterd dosahuje hodnoty
18 %, coz je hodnota typicka pro manualni davkovani takto malého objemu vzorku ve split
médu.

Dale si je tieba uvédomit, ze krom¢ kapky jsem do GC davkovala i 1 pl rozpoustédla, také
obsahujiciho interni standard, ktery byl béhem extrakce pifitomen uvnitf mikrostfikacky a nebyl
tak vystaven vodnému vzorku. Tento objem rozpoustédla byl vyuzivén jako €isté rozpoustédlo

ke kvantitativnimu vyplachnuti roztoku DMP do injektoru GC.
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Graf.€.1: Zavislost poméra ploch chromatografickych piki DMP k DIAP na extrakénim éase
s vyznafenim smérodatnych odchylek
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Graf.¢.2: Zavislost absolutnich ploch chromatografickych piki DMP a DIAP na extrakénim
¢ase s vyznacenim smérodatnych odchylek
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Pro objasnéni situace jsem vynesla ¢asovou zavislost absolutnich ploch piki DMP a DIAP
do grafu ¢. 2. Z tohoto grafu je vidét, Ze pokles mnozstvi vyextrahovaného DMP je s ¢asem
monoténni a po ub€hnuti zhruba 7-10 min se systém dostdva do rovnovahy. V grafu je téz
patrny vyrazny rozdil mezi smérodatnymi odchylkami hodnot DMP naméienych v 5. minuté a
v ostatnich Casech. Zietelné je i kolisani hodnot ploch pikti a smérodatnych odchylek DIAPu,
coz se mohlo projevit vytvofenim zdanlivého minima v ¢asové zavislosti poméru ploch pikt
DMP a DIAP. Jinak fe¢eno, nemonotdnni pribéh ¢asové zavislosti poméru ploch piki DMP a
DIAP je velmi pravdépodobné zplsoben kolisanim mnoZstvi interniho standardu
v davkovaném vzorku, kdy jeho mald zména zptisobi velkou odchylku v poméru ploch.

Dilivod pozorovaného poklesu hodnot absolutnich ploch i jejich pomérti oproti jejich
o¢ekavanému narGstu ovSem neni jasny. Objasnéni tohoto jevu bude vyzadovat dalsi

experimentalni préci.

5. Zavér

- stru¢né jsem popsala principy modernich extrak¢énich technik

- provedla jsem reSer§Si o mikroextrakénich metodach, hlavné pak o SDME ze 17
vybranych anglickych ¢lankq, jenz byly publikovany v poslednich 10 letech.

- otestovala jsem pouziti SDME na vodném vzorku DMP s prométfenim ¢asové zavislosti
extrakéni efektivity

- zji§ténd kiivka nebyla v souladu s teorii

- mozné divody odchylky od teorie jsem se pokusila v praci nast’init.
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7. Prilohy

Tabulka €. 1: Naméfena data ploch pikit DMP a DIAP s vypo¢tenymi poméry Apmp/Apiap,

pro 5 min extrakéniho ¢asu

NP Plocha SIAD Pomér ploch DMP a DIAP
322090 244416 1,318
287516 228706 1,257
294664 248506 1,186
354545 271203 1,307
384547 271928 1,414
219995 168317 1,307
301808 218582 1,381
ap 309309 ap 235951 ap 1,310
sd 48687 sd 33155 sd 0,070

Tabulka €. 2: Naméfena data ploch piki DMP a DIAP s vypo¢tenymi pomé€ry Apmp/Apiap,

pro 7 min extrak¢éniho ¢asu

NI Plocha IV Pomér ploch DMP a DIAP
83253 246818 0,337
85358 283665 0,301
82770 290899 0,285
88634 303330 0,292
75074 274314 0,274
ap 83018 ap 279805 ap 0,298
sd 4477 sd 19025 sd 0,021
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Tabulka €. 3: Naméiena data ploch pikit DMP a DIAP s vypocétenymi poméry Apmp/Apiap,

pro 10 min extrak¢éniho ¢asu

DMP Plocha DIAP Pomér ploch DMP a DIAP
84935 228313 0,372
77174 212231 0,364
76396 253022 0,302
85390 252883 0,338
69480 197664 0,352
55544 162466 0,342
31574 102810 0,307
71235 209893 0,339
89733 224353 0,400
ap 71273 ap 204848 ap 0,346
sd 17044 sd 44595 sd 0,029

Tabulka €. 4: Nameétena data ploch piki DMP a DIAP s vypocétenymi poméry Apmp/Apiap,

pro 15 min extrakéniho ¢asu

NP Plocha STAD Pomér ploch DMP a DIAP
87834 212504 0,413
80367 214156 0,375
59789 188923 0,316
70175 212523 0,330
68895 221898 0,310
81614 211718 0,385
81752 241173 0,339
86711 215757 0,402
ap 77142 ap 214832 ap 0,359
sd 9187 sd 13402 sd 0,037
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Tabulka €. 5: Namétena data ploch pikit DMP a DIAP s vypo¢tenymi pomeéry Apmp/Apiap,

pro 30 min extrakéniho ¢asu

SN Plocha IV Pomér ploch DMP a DIAP
67366 228499 0,295
54587 218354 0,250
59504 221635 0,268
49450 147247 0,336
64701 213213 0,303
ap 59122 ap 205790 ap 0,290
sd 6532 sd 29688 sd 0,030
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