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Abstrakt

Perfluérované latky (PFCs) sa radia medzi perzistentné organické polutanty. Ich
rozsiahle pouzitie v koncovych produktoch urcenych pre nés, spotrebitelov vedie
k narastu ich vyskytu v povrchovej a podzemnej vode, pode a vzduchu a celkovo vo
svetovom ekosystéme. V tejto diplomovej praci bola vyvinutd metdoda na stanovenie
19 perfluérovanych latok. Tato metdoda bola pouzita pre detekciu PFCs v redlnych
vzorkach pitnej vody a vo vzorkach Cistiarenského kalu v Ceskej republike. Metoda je
zalozend na pre-extrakcii vzoriek andaslednej kvapalinovej chromatografii
s hmotnostnym  detektorom s negativnou chemickou ionizaciou (LC-MS).
Na stanovenie vodnych vzoriek bola vyvinutd metoda extrakcie na pevnej faze (SPE),
pomocou ktorej boli vyhodnotené redlne koncentracie PFCs v 8 vzorkach pitnej vody
z CR. Celkovy sucet koncentracii analyzovanych PFCs vo vzorkach bol 4 — 23 ng/L.
Pri spracovani Cistiarenského kalu pomocou zrychlenej extrakcie rozpustadlom (ASE)
bol pozorovany matricovy efekt, ktory ovplyvioval ionizdciu a viedol k faloSnym,
pozitivnym resp. negativnym vysledkom. Pre odstranenie matricnych latok boli pouzité
kolonky SPE ENVI-Carb. Pomocou takto optimalizovanej metddy bolo analyzovanych
celkovo 23 vzoriek istiarenskych kalov z roznych lokalit v CR. Najviac zastipena latka
vyskytujica sa v Zivotnom prostredi, perfluéroktan sulfonat (PFOS), bol detegovany
v readlnych vzorkdch kalu v rozmedzi 5 — 386 ng/g. Celkova koncentracia C4-C14
perfluérovanych karboxylovych kyselin vo vzorkach kalu dosahovala hodnot az 126
ng/g. Najvyssi vyskyt PFOS a perfluoroktanovej kyseliny (PFOA) v kale bol spojeny

s Cistiariami v blizkosti priemyselnej oblasti.

KTIacoveé slova: fluorované latky, PFOS, stanovenie, monitoring



Abstract

Perfluorinated compounds (PFCs) are considered as persistent organic pollutants.
Their extensive use in various products leads to increase of their occurence in surface
and ground water, soil, air and, generally, in the global ecosystem. In this diploma
thesis, method for detection and quantification of 19 perfluorinated compounds was
developed. This method was used for analysis of real drinking water and sewage sludge
samples from Czech Republic. It is based on pre-extraction step and consecutive liquid
chromatography with mass spectrometry, using negative chemical ionization (LC-MS).
We developed a method for analysis of water samples, using solid-phase extraction
(SPE). Using this method, concentrations of PFCs in 8 samples of drinking water from
Czech Republic were evaluated. Total concentration of analyzed PFCs was 4 — 23 ng/L.
Processing of sewage sludge samples using accelerated solvent extraction (ASE)
showed matrix effect, which influenced ionization and led to false positive/negative
results. For supression of the matrix compounds, we used SPE Envi-Carb columns.
Using this optimised method, 23 sewage sludge samples from different locations in
Czech Republic were analyzed. The most represented PFC in the environment,
perfluoroctane sulfonate (PFOS), was detected in concentrations 5 — 386 ng/g. Total
concentration of C4-C14 perfluorinated carboxylic acids in sewage sludge samples
reached 126 ng/g. The highest concentrations of PFOS and PFOA were connected with

water treatment plants in vicinity of industrial production.

Key words: fluorinated compounds, PFOS, determination, monitoring
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1.UVOD

V poslednych rokoch sa Coraz castejSie stretdvame s pojmom environmentalne
znecistenie. Synteticky vyrabané latky distribuované réznymi sposobmi do zivotného
prostredia, tzv. antropogénne polutanty st neprehliadnutelnou stcastou nasho
kazdodenného Zzivota. V poslednej dobe sa objavuju publikicie zddraznujuce
pritomnost’ perfluérovanych latok (PFCs, z angl. perfluorinated compounds) v zivotnom
prostredi. Vsetky PFCs, ktoré ndjdeme v akejkol'vek forme v zivotnom prostredi
st antropogénne [1]. Prekurzory perfludroalkylsulfonatov a perfluéralkylkarboxylovych
kyselin podliehaji teplotnym a metabolickym transformacidm za vzniku kone¢nych
produktov, ktoré¢ d’alej nedegraduju. Tieto latky patria medzi perzistentné zluceniny
s preukdzanou schopnost'ou bioakumulacie a dopadom na l'udi a biotu. Ich jedine¢né
chemické a fyzikalne vlastnosti z nich robia vyznamnu sucast’ priemyselnej vyroby [2].
Perfluorované latky sa vyuzivaju uzod 50. rokov minulého storocia v rdéznych
odvetviach priemyslu. Vd’aka ich dielektrickym vlastnostiam, vysokej odolnosti voci
teplu a zniZzovaniu povrchového napédtia prindsaju pevné, odolné a trvanlivé

materialy [3].
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2. TEORETICKA CAST

2.1 Obecné vlastnosti (per)fludrovanych latok

Fludrované latky (FOCs) maju mimoriadné chemické, fyzikdlne aj biologické
vlastnosti. Napriklad vysokl energiu vizby C-F (cca 466 kJ-mol!) alebo vysoku
elektronegativitu (4,0) atomu fluéru. [4]. Silnd vidzba uhlik-fluér je odolnd voci
fotolyze, hydrolyze a mikrobidlnej degradacii [2]. V nasledujucej tabulke su zhrnuté

vlastnosti fluoru.

Tab. 1: Fyzikéalne-chemické vlastnosti fluéru.

Vlastnost’ Hodnota | Vlastnost’ Hodnota
Atomove Cislo 9 Van der Waalsov polomer [pm] 135
Atdémova hmotnost’ 18,998  Teplota varu [°C] -188,1
Ioniza¢na energia [kJ-mol!] 1680,6  Teplota topenia [°C] -218,6
Elektronova afinita [kJ-mol™] 332,6 Oxidacny potencial [V] 2,65
[6novy polomer F~ [pm] 133 Elektronegativita 4,0

Fluor ako jeden zhalogénov je vdaka svojim vynimoc¢nym vlastnostiam
vyuzivany vo farmaceutickom priemysle na vyrobu lieciv, pri produkcii agrochemikalii
(pesticidov, insekticidov), vyrobe teflonovych vyrobkov, povrchovo aktivnych latok
¢irdznych vodeodolnych naterov, farieb arepelentov [5],[6]. Tepelnd stabilita
viazby C-F vizby, odolnost’ voci biotickym, chemickym a mechanickym vplyvom,

odpudzovanie vody, oleja prispeli k nadmernej vyrobe tychto latok [7].

2.1.1 Struktara perfluérovanych latok

PFCs su zlozené zretazca srdéznym poctom uhlikov, na ktorého konci
sa nachadza hydrofobna cast molekuly, ktord je substituovand réznymi funkénymi
skupinami. Hydrofébna ¢ast molekuly minimalizuje povrch, ktory je v kontakte
s polarnym rozpustadlom, vytvara tenkd vrstvu alebo micely, ¢im dochadza

napr. k odpudzovaniu vody, mastnoty a pod. Schéma 1 predstavuje vSeobecny vzorec
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pre perfludérovant latku. V zavislosti na latke sa meni funkénd skupina ako aj pocet

uhlikov v molekule.

X =COOH, SO3H, SOzH, SOzNHz, CH2CH20H, PO(OH)2

Schéma 1.: VSeobecny vzorec perfluérovane;j latky.

PFCs delime na niekol’ko skupin latok. St pomerne novym typom polutantu
v zivotnom prostredi, apreto v slovenskom jazyku eSte nie je Uplne vyvinuté
nazvoslovie. V ¢eskom jazyku sa pouZiva aj skratka PFOS — perfluorované organické
slouceniny, ¢o vSak modze byt miétuce, pretoze anglickd skratka PFOS oznacuje
perfluéroktan sulfonat. V tejto praci bude vSeobecny ndzov perfluérovanych zlucenin
znaceny skratkou PFCs a jednotlivé nazvy zlicenin budu pisané celym slovom alebo

skratkou z anglického jazyka. Najvyznamnejsie skupiny PFCs su nasledujtce [8]:

= Perfludralkylkarboxylové kyseliny - PFCAs

= Perfludralkyl sulfonaty - PFASs

= Perfluoroktan sulféonamidy - FOSAs

=  Fludrované telomerné alkoholy - FTOHs

=  Perfluéroktan sulfonamid ethanoly - FOSEs

=  Fluérované nasytené telomerné kyseliny - FTAs

= Fluérované nenasytené telomerné kyseliny - FTUAs
= Perfludralkyl sulfinaty - PFASIis

= Perfludralkylfosfonové kyseliny - PFAPAs

= Perfludroktano sulfonamido-octové kyseliny - FOSAAs
V tabul’ke 2 je prehl'ad charakteristik jednotlivych PFCs, ktoré st zaroven pouzité

v tejto praci. Jednd sa konkrétne o 13 perfludralkylkarboxylovych kyselin (PFCAs),
3 perfluodralkyl sulfonaty a 3 perfludralkyl sulfonamidy.
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Tab. 2: Priklady PFCs s roznymi funkénymi skupinami.

PERFLUORALKYLKARBOXYLOVE KYSELINY (PFCAs)

LATKA Skratka ~ Sum.vzorec CAS M: (g/mol)
Perfluérobutanova kyselina PFBA C4HF,0, 375-22-4 214,04
Perfluéropentanova kyselina PFPeA CsHF9O, 375-85-9 264,05
Perfluérohexanova kyselina PFHxA CeHF 1102 307-24-4 314,05
Perfluéroheptanova kyselina PFHpA C7HF 130, 375-85-9 364,06
Perfluéroktanova kyselina PFOA CsHF 1502 335-67-1 414,07
Perfluérononanova kyselina PFNA CoHF1702 375-95-1 464,08
Perfluérodekanova kyselina PFDA Ci1oHF1902  335-76-2 514,09
Perfludroundekanova kyselina PFUdA C1iHF2102  2058-94-8 564,09
Perfludrododekanova kyselina PFDoA Ci2HF2302  307-55-1 614,10
Perfludrotridekanova kyselina PFTrDA Ci3HF2502  72629-94-8 664,11
Perfludrotetradekénova kyselina PFTeDA Ci14sHF2702  376-06-7 714,11
Perfludrohexadekanova kyselina ~ PFHxDA CisHF3102  67905-19-5 814,13
Perfludroktadekanova kyselina PFODA CisHF3502  16517-11-6 914,14

PERFLUOROALKYL SULFONATY

LATKA Skratka ~ Sum.vzorec CAS M; (g/mol)
Perfludrohexan sulfonat draselny PFHxS  CeFi3KO3S  3871-99-6 438,20
Nonafluérobutan sulfoénat draselny PFBS C4FoKOsS  29420-49-3 338,19
Perfluéroktan sulfonat PFOS CsHF1703S  45298-90-6 499,12

PERFLUOROALKYL SULFONAMIDY

LATKA Skratka ~ Sum.vzorec CAS M; (g/mol)
N-Etyl perfludroktyl sulfonamid EtFOSA CioHgF17NO2S  4151-50-2 527,20
Perfluéroktan sulfonamid PFOSA CsHoF17NO.S  754-91-6 499,15
N-Metyl perfludrobutane sulfonamid MeFBSA CsHsFoNO,S 68298-12-4 313,14

2.2 Vyuzitie (per)fludrovanych latok

Vroku 1937 Joseph H. Simons patentoval metodu na vyrobu

PFCs elektrochemickou fluoraciou [9]. V tej dobe to predstavovalo energeticky narocnu
metddu, ktora podstipila eSte niekol’ko zmien. PFAS boli teda spociatku vyrabané

elektrochemickou fluoraciou. Metdéda funguje na posobeni elektrického pradu
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na elektrolyt, v naSom pripade prvotnu fluérovant zliceninu. Zjednodusene, elektricky
prad spdsobi vymenu atomov vodiku za atdmy fludru. Pocas tohto procesu sa vytvara
zmes rozne dlhych rozvetvenych alebo cyklickych izomérov [10]. Tuto upravenu
syntézu zacala v Styridsiatych rokoch minulého storocia vyuzivat' firma 3M Company
(Minnesota Minig and Manufacturing Company). Tato firma ktord zacala
s celosvetovou produkciou fluérovanych  chemikalii vo forme karboxylovych
a sulfonovych kyselin. Od polovice minulého storo¢ia tieto latky nasli uplatnenie
ako sucCast’ protipoziarnej peny, pesticidov, ochrannych sprejov a neprilnavych
povrchov v kuchynskej vybave [7]. V neskorSich 70.tych rokoch sa zacala na syntézu
vyuzivat' telomerizacia. Predstavuje d’alsi sposob vyroby perfluérovanych latok, pricom
syntézou vznikaju kratSie linedrne retazce. Prave nerozvetvené retazce su zaujimavé
z komer¢ného a priemyselného hl'adiska.

Komer¢né vyuzitie PFCs za poslednu polovicu storocia narastalo vd’aka vel'mi
dobrym vlastnostiam tychto latok. Priemyselnd vyroba tychto latok aich vyuzitie
koncovymi spotrebiteI'mi ma findlne za nasledok Sirenie do Zivotného prostredia. Na
nasledujucom obrédzku st zobrazené ddlezité milniky od objavenia cez masovi vyrobu

PFCs az po dne$né obmedzenia a zékazy.

1956 - 3M zacala 1976 - Taves a kol 2000 - 3M oznamila

predavat protektor pod identifikoval PFO A postupné v_v.radenie 2009 - PFOS a podobné zludeniny zaradené

znackou Scotchguard vo vzorke krvi latok na bazi C8 do prilohy B Stokholmskej dohody o POPs

1938

R AT 1967 - FDA schalil 2003 - EPA 2015 dzeni
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kuchynské potreby vyskyt fluérovanych

latok vo vzorkach krvi

Obr. 1: Casova os zobrazujica dolezité momenty v histérii PFCs [11].
V nasledujucej Casti budi predstavené prirodné a antropogénne latky obsahujice

fludr, ich vyuzitie vdomacom ako aj priemyselnom prostredi a nasledne bude popisana

ich toxicita a akumulécia v r6znych typoch organizmov.
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Podla pouzitia je mozné rozdelit PFCs na tri vel'ké skupiny. Fluéropolyméry,
ktoré sa vyskytuju v obalovych materidloch, zdravotnictve ¢i elektronike. Vyznacuju
sa najmi vysokou odolnost'ou a stabilitou. Druha skupinu tvoria fluérorepelenty, ktoré
su obsiahnuté v naterovych farbach, hasiacich pendch alebo kobercoch. Tretou
skupinou su fludrosurfaktanty, ktoré st vyuzivané pre svoje odpudivé vlastnosti k vode
(napr. u textilii) a oleju, odolnost vo¢i mastnote. Medzi dva najzavaznejSie
kontaminanty zo skupiny perfluéralkylovych, polyfluoralkylovych latok (PFASs) patri
perfluoroktan sulfonat (PFOS) a perfludroktanova kyselina (PFOA), ktoré radime medzi
surfaktanty. Tieto latky sa vyznacuji hydrofébnym kompletne fluérovanym retazcom

s hydrofilnou koncovou skupinou.

R FRFRF O F
i E FR FR FF FO\\S/O_
e OH F \b
F FFFFFF FFF FF FF F
PFOA PFOS

Schéma 2: Struktarne vzorce PFOA a PFOS.

Vtabulke 3 je struéne popisané  vyuzitie PFCs v priemysle

ako aj v domacnostiach.

Tab. 3: Priklady najvyznamnejSieho vyuzitia PFCs.

VYUZITIE
Obalove ; : ) ) 12
ma?e;)i\é/l(lay Krabicky, papiere, vreck od popcornu, papierové taniere. 2]
Textilie a koza Nepremokavé textilie, antireflexné povrchy. [13]

Vodné hasiace peny (AFFF) tvoriace film na hasenie

Hasiace peny uhlovodikovych paliv.

[14]-[16]

Fotograficky ~ Alifaticke¢ PFCs ako zmacadlo na povrchovo bezchybna [13]
priemysel tvorbu fotografii, ochranna vrstva papiera.
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2.2.1 Zdravotnictvo

Fluorované zluceniny su v sucasnej dobe Castokrat pouzivané v zdravotnictve,
a to pri syntéze antidepresiv, protizapalovych latok, antibiotik, antimalarik a anestetik.
Syntézou antineoplastického cinidla 5-fluorouracil vr. 1957 (preukdzal vysoku
protirakovinovu aktivitu inhibiciou enzymu thymidylat syntdzy) sa spustila vina syntéz
latok obsahujucich fluér [17],[18]. Niekol'ké studie preukazali, ze vyhodou zameny
fluoru za vodik je minimdlna zmena stérickych vlastnosti v mieste receptoru.
Van der Waalsov polomer (aproximacia velkosti atomu) fluéru je 1,47 A alezi medzi
polomerom kyslika 1,52 A a vodika 1,20 A [19]. Napriek tomu, Ze je polomer fludru
je o trochu vacsi nez vodik, stadie preukazali len malé zmeny stérickych vlastnosti,

a preto mdzeme pozorovat’ vysoké vyuzitie pri vyvoji novych lieciv [20],[21].

2.2.2 Agrochemikalie

V polnohospodarstve  fluérované latky naSli svoje vyuzitie v podobe
agrochemikalii. AZ 30 % agrochemikalii obsahujucich fluér vznikd jednoduchym
pripojenim trifludrmetylovej funkénej skupiny k aromatickému kruhu. Fluérované latky
st vyuzivané vo forme herbicidov, insekticidov, fungicidov a regulatorov rastu. Uéinne
vyuzivané su v pripade nicenia Skodcov, mravcov a hlodavcov prenasajucich choroby
[6]. V sUcasnosti sa stale hl'adaji finanéne menej ndro¢né metddy na pripravu latok

vyuzivanych v tomto odvetvi.

2.2.3 Povrchovo aktivne latky a obalové materidly

Perfludroktansulfonyl fluorid (POSF) sa uz roky pouZziva ako povrchovo aktivna
latka pri vyrobe kobercov, koze, obalov a réznych tkanin. Polyméry na baze POSF
sa nakoniec transformuju na zndmy perfludroktan sulfonat (PFOS). Povrchovo aktivne
latky (tenzidy, surfaktanty) sa priméarne vyrabaju elektrochemickymi a fluoracnymi
technikami [1]. Tenzidy a ich vlastnosti stvisia s chemickymi a fyzikadlnymi
vlastnost’ami latok (popisané v kapitole 2.1.1 o Strukture tychto 1atok). Hydrofobna cast’
molekuly, ktora je orientovand na vonkajSiu stranu obsahuje perfluérované
(resp. fludrované) retazce. Cim dlhsi je retazec PFCs, tym je jeho rozpustnost
v polarnych rozpustadlach mensSia. Schaider a spol. v neddvnej dobe podrobili analyze

fluérovanych latok viac ako 400 vzoriek papierovych kelimkov, obalov na jedlo
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z fastfoodov, krabic od pizze a kartonov od dzusu naprie¢ USA, priCom merali hodnoty
celkového fluéru pomocou techniky PIGE (Particle Inducted y-ray Emission)
tzv. spektroskopie y-ziarenia, ktora dokaze urcit' celkovy fludr v tuhej faze. Tato
vedecka skupina preukazala, ze az 46 % kontaktnych papierovych obalov obsahovalo
fluér v davkach vyssich nez 16 nmol/cm? [12]. Medzi povrchovo aktivne latky patria aj

hasiace peny, ktoré sa vyuzivaju na hasenie uhl'ovodikovych retazcov [13].

2.3 Vyskyt (per)fluérovanych latok

2.3.1 Atmosféricka depozicia

Do nepriamej atmosférickej depozicie mézeme zaradit’ prachové Castice pritomné
vo vzduchu ako aj v domacnostiach. NezanedbateI'né mnozstvo PFOS bolo najdené
v prachu viriacom sa v domacnosti v koncentracii 26,9 ng/g a taktiez v automobiloch
v koncentracii 15,8 ng/g. Tu sa vyskytoval aj perfluorobutyrat, ktory sa naopak
v kancelariach  nevyskytoval. V kancelarskych priestoroch prevazovali najmi

PFCs s dlhymi retazcami [7].

2.3.2 Produkty osobnej starostlivosti

KaZdodenné pouZivanie kozmetickych pripravkov moéze byt spojené s prenosom
PFCs do organizmu. V pripade kozmetiky ide o priamy kontakt produktu s pokozkou,
¢im sa tieto zluceniny dostavaju priamo do organizmu. V medzinarodnej nomenklatare
kozmetickych prisad (INCI), pouzivané pod nazvom polyfluéralkylfostatové estery
(PAPs), boli analyzované v réznych vzorkdch krémov, rdzov apod. Fujii a kol.
preukazali koncentracie perfluérovanych karboxylovych kyselin vo vzorkach produktov
osobnej starostlivosti (PCPs), ktoré v produkte pre koncového spotrebitel'a oznacovali
pouzitie PAPs. Koncentracie boli stanovované v 21 vzorkach dekorativnej kozmetiky
a opalovacich krémov. Potvrdeny bol obsah 19 ug/g PFCAs v opalovacich krémoc
a koncentracie 5,9 ug/g v dekorativnej kozmetike. Vzorky, ktoré neobsahovali
PAPs v nich neboli detegované ani koncentracie PFCAs, ¢o oznacuje jasny zdroj tychto
latok v kozmetickych vyrobkoch [22]. Predpokladom je, Ze produkty osobnej hygieny
mozu taktiez prispievat k zvySenym koncentracidm perfluérovanych latok

v prachovych Casticiach.
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2.3.3 Potraviny a obalové materialy

Kanadska Studia preukazala pritomnost PFCs v obalovych materialoch, ktoré
obsahovali najmid PFO. Hodnota 3,6 ng/g PFOA bola zistena v pripravenom popcorne
z mikrovinnej rury [23]. Ako bolo objasnené vyssie, samotné potraviny obsahujia PFCs
nie st jedinym zdrojom vstupu do organizmu. Medzi zdroj PFCs patria aj obalové
materialy [1].

V roku 2019 prebehla v Cine $tadia vyskytu PFCs v okoli fluoro-chemického
priemyselného  parku. Ovocie azelenina pestované v okoli  obsahovali
370 ng/L perfluérovanych latok, dominantné boli hlavne kyseliny. PFBA
sa vyskytovala najmid v polnohospodarskej pdde, ovoci a zelenine, zatial ¢o PFOA
v zavlazovacej vode a vyrobkoch. Obsah PFCs v zavlaZzovacej vode pre polia
sa so vzdialenost'ou od parku znizoval, ¢o dokazuje ovplyvnenie okolia z chemického
prostredia [24]. Spanielska 3tudia Ericson a kol. preukdzala PFOS, PFOA a PFHpA
vo viac ako 30 potravinovych vyrobkoch kiipenych na réznych miestach. V prepocte
sapriemerna  konzumécia PFOS  udospelého ¢loveka s vdhou  priblizne
70 kg pohybovala v hodnotach 62,5 - 74,2 ng. Mliecne vyrobky a miso, zelenina,
ovocie boli hlavnymi zdrojmi PFOS. Bolo potvrdené, Ze potraviny obsahujiice PFCs

mozu byt kontaminované zaroven zo samotnych obalov vyrobkov [23].

2.3.4 Ryby a vodny ekosystém

Ustav chémie a analyzy potravin v Prahe v spolupraci s Vyskumnym ustavom
rybarskym vo Vodnanoch uskutocnili v rokoch 2005-2007 monitorovacie Stadie
vo vodnych ekosystémoch na zistenie pritomnosti perfluérovanych kontaminantov
v Ceskej republike. Vzorky pegene u jalca hlavatého (Leuciscus cephalus) a pleskada
vysokého (4dbramis brama) boli odobrané na 18 rdznych lokalitdch. Vysledkom tohto
prieskumu bol dokdzany vyskyt FOSA v 13 vzorkach zjalca hlavatého v peceni
o koncentracii 10,1 — 198,5 ng/g. Hladiny verejne zndmeho analytu PFOS odpovedali
vysledkom z inych eurdpsky stadii o vyskyte PFCs vo vodnych ekosystémoch [25].
Najviac kontaminovanou lokalitou na PFCAs je rieka Labe. Koncentracie vSak
nevykazujui vel'mi vysoké hodnoty v porovnani s inymi krajinami [26].

Viaceré experimenty preukdzali pritomnost’ PFCs v podzemnych a povrchovych

vodach. Stidium podzemnej vody na Taiwane preukdzalo koncentracie PFOS
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az 76,8 ng/L. Zaroven bolo preukazané, ze PFCs ako PFHxA, PFOS, PFHpA a PFOA,
teda zluceniny s kratkym uhlikovym retazcom sa do podzemnej vody dostavaju l'ahsie.
Retazce C6-C10 su CastejSie absorbované do sedimentu [27].

Znecistenie vody je do zna¢nej miery sposobené pouzivanim perfluérovanych
latok v hasiacich penach pri poziaroch. Peny vyuzivajice sa pri nacvikoch hasenia
poziarov su najcastejSie ponechané na vycvikovom mieste a vstrebavaji sa rovno
do pody [14]. Analyza vo vzorkéach ryb preukazala vysoké hodnoty PFOS v peceni ryb
v hodnotach 2,0 — 72,9 ug/g. Viaceré vzorky boli odobrané z okolia letiska, kde v tom
Case doslo pred 7 mesiacmi k uniku hasiacej peny. V tychto vzorkach boli viac
nahromadené PFCs s dlh§imi retazcami ako PFTeDA [15]. Hasiace peny zaroven
ovplyviiuju vtaky, ktorym odstrafiujii vrchnl vrstvu mazu a vtdky nasledne zomieraji

na hypotermiu [28].

2.3.5 Poda a sediment

Gellrich a kol. studovali vyskyt a pésobenie PFCs na vzorkach pody v Nemecku.
Spomedzi 10 PFCAs a4 sulfonatov bol najrychlejSie adsorbovany na podu PFBA.
Vysledky tiez preukazali, Ze dlhsi retazec PFHXS bol v pode zadrziavany o 5 tyzdiiov
dlhsie nez PFBA [29]. Becanovd akol. analyzovali sediment zrieky Morava
v Zlinskom kraji na zdklade 70 vzoriek pocas jedného roka. Celkovy obsah PFCs bol
v rozmedzi 0,3 — 6,8 ng/g. Preukézali, Ze najviac zastipenym spomedzi PFCs bol PFOS
a taktiez kratke retazce PFHxS a PFHpS, ktoré sa v sucasnosti pouzivajii ako ndhrada
za legislativne zakazané PFOA aPFOS aich derivaty [30]. Stadie preukazuju
kontamindciu pddy, v ktorych kumuluja PFCs, hlavne v pol'nohospodarskych
oblastiach, kde sa vyuZziva Cistiarensky kal na hnojenie poli. Problémom st pritomné

prekurzory PFOS ako aj kone¢né nedegradovatelné produkty [11].

2.3.6 Kaly z Cistiarni odpadovych vod

Zdrojom kontamindcie PFCs moéZe byt aj pouZivanie kontaminovaného
Cistiarenského kalu [2]. Kal je mozné aplikovat na pddu, spalit’ ho alebo skladkovat
[31]. Pri jednotlivych pouzitiach kalu je potrebné zhodnotit” a minimalizovat’ negativne
ucinky na Zivotné prostredie. V zavislosti od geografickej polohy a poctu obyvatel'ov,
ktorym ¢istiareni sliZi obsahuje kal nemalé mnozstvo $kodlivin. Produkcia kalu z COV

celosvetovo rastie rok od roka budovanim novych kanalizaénych a komunalnych sieti.
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Napriek tomu, Ze kaly mozu obsahovat’ tazké kovy, PCB alebo PCDD/F ich pouzivanie
v pol'nohospodarstve stale pretrvava [2]. Aplikacia na pddu je moznd len v pripade
dokladnej stabilizdcie a odvodnenia. Perfluérované latky boli sledované na vzorkéach
Cistiarenskych kalov vo Svédsku, Finsku, Islande, Noérsku a na Faerskych ostrovoch.
Analyzovanych bolo 119 rdéznych vzoriek kalov z menovanych Stitov. PFOS bol
namerany v nasledujicich hodnotdach vo Svédsku 2644 pg/g, Dansku 1041 pg/g
a Norsku 1023 pg/g. PFOA bola najviac zastupena na Faerskych ostrovoch v hodnotach
3792 pg/g [32]. Stadia Sun akol. zo Svajéiarska poukazuje na vyskyt dlhych
perfluérovanych retazcov v stabilizovanych splaskovych kaloch z20 komundlnych
COV. Hodnoty PFCAs sa pohybovali v rozmedzi 14-50 ng/g susiny. Koncentracie
PFOS az do 600 ng/g [33]. 14 réznych PECs bolo detegovanych v kale z COV v Hong
Kongu v roku 2010. Jednalo sa o zluceniny s dlh§imi retazcami a hodnoty pre PFOS
dosahovali az 46,2 ng/g v Cistiarenskom kale. Vysoké boli aj hodnoty PFNA 23 ng/g a
PFTA priblizne 46 ng/g [34]. Kazdopadne, vhodnym udrzatelnym rieSenim problému
s hromadiacim sa kalom mdze byt aj zvySenie spracovania kalu k zisku tepelnej
energie, ¢im by sa mnozstvo odpadu minimalizovalo [35]-[37].

Kal obsahujici PFCs aplikovany do zivotného prostredia je vSak aktudlnym
problémom a jeho precistenie nie je dostatoéné. V Cesku zatial’ nie st zverejnené $tudie
o precistovacich technikdch moznych aplikécie na Cistiarenskom kale a aj to bol jeden

z dévodov k vzniku tejto diplomovej prace.

2.4 Toxicita PFCs a G¢inky na zivé organizmy

2.4.1 Toxické efekty na organizmy

Uz na zaciatku tohto storofia bola preukdzand koncentracia PFCs
v ng/mL v l'udskej krvi, ¢o vzbudilo pozornost’ roznych institicii vedicu k obmedzeniu
pouzitia tychto latok [11]. Dvojro¢na Stadia publikovand v roku 2017 preukézala polcas
eliminacie #12 PFOS, PFOA aPFHxS zkrvi u 106 zucastnenych muzov a zien.
Potvrdila stvislost’ medzi pohlavim a vylu¢ovanim PFCs z organizmu. Najdlhsi polcas
bol preukazany u PFHxS, konkrétne u muzov 7,4 roka a u zien 4,7 roka. Pre PFOS boli

nehladiac na pohlavie priemerné hodnoty 3,4 roka a pre PFOA 2,7 roka [38].
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Agentira EPA (Agentura pre ochranu zivotného prostredia) vydala v roku
2017 dokument, v ktorom uvadza doposial preukazané vplyvy PFCs na Tludsky
organizmus. Epidermologické Studie preukdzali spojitost’ medzi vystavenim organizmu
PFCs ahladinou cholesterolu v krvi. Boli preukazané zvySené peceniové enzymy,
poruchy imunitnych odpovedi a taktiez poruchy funkcie Stitnej zlazy. PFOA
je zaradeny do skupiny potenciondlnych karcinogénov pre cloveka [39].

Stadia z roku 2008 preukézala stvislost medzi vyZivou a obsahom PFOS a PFOA
v plazme. Vyssie hladiny PFOS boli zistené u zien, ktoré konzumovali vac¢Sie mnozstvo
cerven¢ho mésa (hovédzie, jahnacie, bravcové), popcornu, chipsov a pod. u ktorych
sa predpoklada vyluhovanie PFOS z obalovych materialov [40].

EPA vroku 2009 vydala odportcanie na limity pre PFOS v pitnej vode
200 ng/L a pre PFOA 400 ng/L. V tejto Stadii vychadzali z hodndt toxicity pre peceil.
Vicsina toxikologickych testov sa spravidla robi na potkanoch, ktori su schopni
eliminovat’ tieto latky rychlejSie nez l'udsky organizmus. Akutna toxicita pre PFOS
u potkanov, LDsp bola uréend v hodnote 251 mg/kg telesnej vahy [41]. Pri testoch
na akutnu toxicitu u potkanov bola pouzitd aj PFOA. Letalna davka LDso sa pohybovala
bez ohl'adu na pohlavie v rozmedzi 430-680 mg/kg [42].

U gravidnych mysi boli preukazana zvy$ena novorodenecka umrtnost’ [55]. Stidie
preukazuji, Ze vyuzitie mysi a potkanov kurceniu rychlosti eliminicie PFCs
z organizmu nie je vel'mi spolahlivé, pretoze v porovnani s 'udskym telom s mensie
a latky dokézu eliminovat’ rychlejSie [43].

Pri chronickych testoch na opiciach boli pri podavani PFOS pozorované prejavy
ako je zniZend hmotnost’ a naopak zvySend hmotnost’ pecene [41]. Toxikologické testy
na hlodavcoch trvajice 1-21 mesiacov preukazali zmeny v oblasti pankreasu,
metabolizmu lipidov a pe¢ene a taktiez pokles vidhy u jednotlivcov [44]. Studie
na chronicku toxicitu a karcinogenitu PFOS boli pozorované na skupine 70 samcov
a samic potkanov v davkach 0,5; 2,0; 5,0 a20 mg/kg pocas 104 tyzdinov. Boli
pozorované hepatotoxické a karcinogénne ucinky na potkany, ktoré konzumovali
draselnt sol’ PFOA v potrave [45].

Prirodné aj antropogénne zdroje  fluérovanych latok  prispievaju
k biogeochemickému cyklu fluéru. Sopecnd ¢innost’ ako prirodzena cesta uniku fluéru
do ovzdus$ia masivne prispieva k emisiam fluéru. Tie ovplyviiuju 'udi najmé z expozicie

povrchovej vody a mozu viest’ k toxickému posobeniu pre zvierata [46].
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Medzi PFCs patria aj perfludralkylové a polyfludralkylové latky, ktoré st
vysoko perzistentné a niektoré znich su spajané s problémami imunitného systému,
dokonca rakoviny u zivych organizmov.

Boli tiez pozorované zmeny hormonalnej aktivity u ¢loveka. Studia Lopez a kol.
preukazala u deti vo veku 6-9 rokov znizené hladiny testosterénu/estrogénu v tele
v porovnani s referenénou skupinou. Testovana skupina deti zila v blizkosti zdvodu na
vyrobu PFCs (spolo¢nost 3M). Hormondlne zmeny a ovplyvnenie reprodukéného
vyvoja sposobili neskorsi nastup puberty v porovnani s referen¢nou skupinou [47].

V literatire mézeme taktiez najst’ Stidie o vplyve PFCs na imunitny systém.
Stadia deti vo veku 5-7 rokov na Faerskych ostrovoch preukézala zniZenie imunitne;
odpovede na ockovanie voci tetanu pri pozivani pitnej vody obsahujucej zvySené
mnozstvo PFOS (27,0 ng/L). Z nedostatoéného mnoZstva §tadii vSak nie je mozné
potvrdit, Ze sa jedna o vSeobecny efekt pdsobenia PFCs na imunitny systém [48].

Vyuzitie fluéru v molekule méze taktiez v niektorych pripadoch znizovat’ tvorbu
toxickych metabolitov pri detoxikacii v organizme [20],[21]. Niektoré Stidie naznacuju,

ze vylu€ovanie mocom je rozhodujlce pri znizovani toxicity perfludrkarboxylatov [1].

2.4.2 Bioakumulacia v organizmoch

Expozicia c¢loveka PFCs sa nemusi tykat len priameho kontaktu
so spotrebitel'skym vyrobkom. Z hladiska Zivotného prostredia je problém najma
v ich bioakumulativnej schopnosti. Bioakumulacia priamo savisi s dizkou retazca
PFCs. Prekurzory PFCs transformované na konecné produkty napr. PFOS
uz nie su schopné d’alSej metabolickej premeny, hromadia sa v organizme a preukazuju
toxicke efekty na réznych trofickych trovniach.

Bioakumulécia perfludérovanych latok v morskom aj sladkovodnom ekosystéme
je spojend s malym a vel’kym cyklom vody. Cirkul4cia vody v zemskom ekosystéme
sposobuje dialkovy transport tychto chemikalii. Uz v roku 1985 upozornil Jaffe R.,
akol. na dialkovy transport polutantov na priklade skladky v okoli Niagarskych
vodopéadov, na ktort bolo uloZenych priblizne 8000 ton chemického odpadu spojeného
s vyrobou antropogénnych latok. Vel'ké mnozstvo latok uniklo do okolitého sedimentu,
¢im sa dostali aj do organizmov ryb zijicich v jazere Ontéario, Kanada. Experiment

preukazal akumulaciu tychto latok v teladch ryb vzdialenych do 300 km od skladky.
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Stadia Kurunthachalam a kol. prestavuje $iroké spektrum posobenia PFCs na cely
potravinovy retazec. Analyzovand bola voda, riasy, slavky (Dreissena polymorpha),
bicko Ciernouste (Neogobius melanostomus), ostriez ¢ierny (Micropterus dolomieu)
a iné. Koncentracie PFOS pre bezstavovce boli priblizne tisickrat vyssie ako u okolitej
vody. Zistené koncentracie u lososa boli priblizne 20krat vyssie nez u predchadzajuce;j
trofickej urovne. Unorka boli zistené koncentracie ~PFOS v priemere
18 000 ng/g. V porovnani s lososom u ktorého bol PFOS v koncentracii 100 ng/g ide
o takmer dvadsatndsobni hodnotu. PFOS sa viaze najmd na proteiny, hromadi
savpeceni akrvi. Zdoévodu preukdzanej akumulacie PFOS v krvi apeceni bol
u druhov na vyssich trofickych urovniach zisteny vyssi biomagnifika¢ny faktor (BMF)
[49].

Transport perzistentne organickych polutantov bol potvrdeny stovkami réznych
vedeckych prac. V roku 2004 skupina Martina a spol. z Univerzity v Toronte skiimala
mnozstvo PFOS a PFCAs na vzorkach polarnej lisky, norka, ryb a polarnych medved’ov
v roznych lokalitach v okoli polarneho kruhu. PFOS bol najviac zastipeny vo vzorkach
pecene ladového medved’a az v koncentracii 3,1 pg/g Cistej vdhy. Dvoma réznymi
technikami bolo preukazané, ze vzorky vsetkych zvierat obsahovali perfluérované latky
s C9-C15 uhlikovymi retazcami [51]. Koncentracie PFCs v ikrach pstruha hnedého
v Michiganskom jazere boli ndjdené v koncentracii 350 ng/g [1].

V roku 2018 Chiesa M.L. a kol. bolo odobranych 90 vzoriek thorov z Gardského
jazera v Taliansku, ktoré boli pred analyzou vypitvané a lyofilizované. V niektorych
analyzovanych jedincoch sa vyskytovalo 11 PFCs. NajcastejSie sa vyskytujucim
analytom bol PFOS v koncentraciach 0,89 + 0,58 ng/g zivej hmotnosti. RieCne
ako aj morské ekosystémy mozu byt ovplyvnené sezénnymi vplyvmi, ktoré modzu
menit’ koncentraciu PFCs pri procese premieSavania alebo rychlosti toku [52],[53].

Jednou z moznych ciest na pristup PFOS do l'udského organizmu st potraviny.
Tie vSak moZu obsahovat’ herbicidy ainé latky vyuzivané na obranu rastlin voci
Skodcom. Bioakumulécia bola zistend aj v zelenine, najmé v listovom Salate, melone,
ktoré ned’aleko priemyselné parku v Cine mali bioakumulaény faktor az 3 - 46krat vyssi
nez v pripade iného ovocia [24]. PoI'nohospodarstvo je priamo spojené so zivociSnou
vyrobou a taktiez produkciou zékladnych potravin. Nepriamou cestou PFCs mozZe byt
prave pastva dobytka, ktory je dalej vyuzivany na konzuméciu v potravinovej

pyramide. Kanadska Studia preukazala priemerntt davku pre dospelého cloveka
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250 ng v roznych vyrobkoch. Najvyssie mnozstvo PFNA s obsahom 4,5 ng/g a PFOS
2,7 ng/g obsahovali hovidzie steaky. To nasvedCuje tomu, Ze nedegradujuce PFCs
su sucastou potravinového retazca. Sucasnych vysledkov je ale nedostatocné mnozstvo
a z toho doévodu nie je mozné potvrdit’ prijem potravy ako hlavnu cestu expozicie PFCs
[23].

Cesky vedecky tym analyzoval obsah perfluérovanych latok v dovazanych rybach
ako su tresky, sardinky ¢i tuniaky z Baltského mora. Vyskum preukazal, Ze PFOS bol
jednym z dominantnych kontaminantov v analyzovanom materidli v koncentracii
0,7az 12,8 ng/g [54]. Tento fakt upozoriiuje na to, ze PFCs su taktiez sGcastou
potravin, ktoré su distribuované do krajin po celom svete. Tieto latky podliehaju
akumulécii v potravnom retazci, z ktorého ich nie je mozné napriek legislativnym
opatreniam a zakazom odstranit. Agentira EPA potvrdila bioakumula¢ny faktor pre
ryby v rozmedzi 1000-4000 [39].

S akumulaciou suvisi aj kontaminacia pitnej vody, ktord bola preukazana
na zvySenej hladine perfluérovanych latok v T'udskej krvi v roznych oblastiach sveta
ako napriklad v Nemecku, Japonsku a Zapadnej Virginii [55]-[57]. Studie preukazuji
vyrazny vplyv kumulécie PFCs v biote a aj to bolo jednym z dovodov na zavedenie
legislativnych opatreni v podobe obmedzeni pouzivania ¢i iplného zakazu. Akumulacia
asfou spojend bioaugmentacia naprie¢ trofickymi Urovilami, na ktorych vrchole
sa nachadza c¢lovek je sledovana. Pocas poslednych rokov sa zédkaz niektorych PFCs

dostava do legislativy. Aktudlna situdcia je popisana v nasledujucej kapitole.

2.5 Legislativne opatrenia tykajtice sa PFCs

V stcasnosti existuje viac ako 3000 réznych perflorovanych latok a s radou z nich
prichddzame pocas Zivota do kontaktu. Napriek tomuto mnoZstvu sa v legislative
vymedzuje len PFOS aPFOA. Napriek legislativnemu opatreniu PFOS a PFOA
existuju tisice inych perfluérovanych latok s ktorymi prichddzame pocas zivota do
kontaktu.

Najviacsi vyrobea PFCs latok spolo¢nost’ 3M sa v roku 2000 dobrovol'ne rozhodla
o zastaveni vyroby tychto latok. V roku 2009 bol PFOS vratane jeho soli zaradeny

do Stokholmského dohovoru a stali sa stiéastou zoznamu perzistentnych organickych
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polutantov [58]. Perfluérované latky, konkrétne PFOA ajej derivaty st na urovni
Eurdpskej tnie sledované v Smernici Eurdpskeho parlamentu a Rady 2013/39/EU,
v ktorej s jasne definované normy a najvyssie pripustné koncentracie. V Ceskej
republike je PFOS zaradeny medzi nebezpecné latky s ucinnost'ou od 22.12.2018 podla
nariadenia vlady ¢. 401/2015 Sb. o ukazovatel'och a hodnotach pripustného znecistenia
povrchovych vod a odpadovych vod.

Normy pre perfludroktanovu kyselinu a jej derivaty st uvedené v nasledujicej

tabul’ke [59].

Tab. 4: Normy pre PFOA a jej derivaty.

Kategoria Hodnoty

RP — NEK Vnutrozemské povrchové vody 6,5x 10* [ug/L]

RP — NEK Ostatné povrchové vody 1,3x 10* [ug/L]

NPK — NEK Vnutrozemské povrchové vody 36,0 [ng/L]

NPK — NEK Ostatni povrchové vody 7,2 [ng/L]

NEK Biota (ryby) 9,1 [ug/kg Cerstvej hmotnosti]

1) NEK — normy environmentalnej kvality, 2) NPK — najvysSia pripustna
kapacita, 3) RP — rocny priemer.

Od roku 2013 bola PFOA vyborom ¢lenskych Statov urcend za latku perzistentnu,
bioakumulativnu a toxicku. V jini roku 2019 sa PFOA stala stcastou prilohy
A Stokholmského dohovoru o perzistentnych organickych polutantoch. Bolo
schvalenych zopar patro¢nych vynimiek pri pouZiti hasiacich pien, vyrobe polovodicov,
textilii na odpudenie oleja, vyroba plastovych casti automobilov [60]. Nariadenie
vydalo od 4. jula 2020 zékaz vyroby a predaja PFOA a ich soli ako samostatnych latok,

ale neuplatiiuje sa to na vyrobky vyrobené pred tymto datumom.
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2.6 Metody detekcie a kvantifikacie PFCs v zZivotnom prostredi

2.6.1 Analyza PFCs

GC-MS

V stcasnej dobe sa radia medzi dve najpouzivanejSie techniky na analyzu
pevnych a kvapalnych matric zo zivotného prostredia LC-MS/MS a GC-MS/MS.
Pomocou plynovej chromatografie boli zistené koncentracie PFCAs v biologickych
vzorkach alebo podzemnej vode. Tato metdda je vhodnd pre prchavé latky, kvoli
ich vysokej volatilite. Ide o ndro¢nti metodu, pred kazdou analyzou je potrebna
tzv. derivatizacia vzoriek. Pre analyzu cistiarenskych kalov je najCastejSie vyuzivana
LC-MS/MS prave z dovodu vynechania derivatizacného kroku a vysSej citlivosti

metody.

LC-MS

Vysokoucinna kvapalinovéd chromatografia s tandemovou hmotnostnou detekciou
patri medzi vel'mi citlivé separacné metddy urcené na kvantitativnu analyzu. Je to jedna
zmala separatnych metod, ktoré dokazu detegovat uz velmi nizke koncentracie
v radoch stoviek ng/L. Pri stanoveni koncentracii PFCs vo vzorkach kalu sa vyuziva
v §tadidch po celom svete [33],[34],[61],[62]. Detekcia perfluorovanych latok
je narocnd na zavedenie metodiky. Na zaklade rozsiahlej reSerSe skupiny Valsecchi
akol. je zjavné, Ze najCastejSou metddou na stanovenie perfludérovanych latok ako
napriklad perfluéralkyl sulfondtov je kvapalinovd chromatografia s trojitou
kvadrupdélovou tandemovou hmotnostnou spektrometriou. Ako idénovy zdroj sluzi

elektrosprej a meranie prebieha v negativnom moéde [7], [54],[62].

Matricovy efekt

Sledované analyty moZzu byt pri analyze ovplyvnené pritomnostou koextraktov
z matrice. Namerand odozva na detektore moze byt vyS$Sia, resp. nizSia v zavislosti
na ovplyvneni ionizacie. Tento jav sa nazyva matricovy efekt (ME) a pri kvantifikovani
latok pomocou LC-MS v kombinacii s ionizaciou elektrosprejom je pomerne Castym
javom [62]. Dovodom pritomnosti ME je Castokrat koelucia interferujicich zlucenin
alebo adsorpcia vysokomolekuldrnych 1latok, napr. lipidov, na matricu [61].

Na preukézanie matricového efektu existuja rozne metody.
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2.6.2 Extrak¢né techniky

Pevné matrice

Extrakéné techniky na stanovenie PFCs sa liSia hlavne na zdklade pouzitej
matrice, v ktorej chceme dané latky detegovat. Pri uprave vzoriek kalu je dolezita
ich prediprava vysuSenim mrazom a homogenizaciou. Rovnakou predupravou vzoriek
aké bola pouZita v tejto praci postupoval aj Sun pri analyze kalu z COV vo Svajéiarsku
[33].

Llorca akol. analyzovali 13 PFCAs v Cistiarenskom kale. Extrakcia prebichala
pomocou ASE, precistenie SPE a vysledné koncentracie boli merané pomocou LC-
MS/MS s hmotnostnym analyzatorom vo forme ionovej pasce. Vo vsetkych piatich
vzorkach kalu bolo preukazanych 18 PFCs [62]. Liu a kol. zistili, ze vysSia T pri pouziti
ASE generovala viac suspendovanych c¢astic a extrakty boli naro¢nejsie na filtrovanie.
Na extrakciu sa pouzivaju rézne rozpustadla ako metanol, acetonitril alebo metanol
v pomere s vodou [63].

Medzi bezné postupy na spracovanie Cistiarenskych kalov sa pouziva Soxhletova
extrakcia, t4 sa vSak vyznacuje dlh§im spracovanim a vysokou spotrebou rozpustadla.
Medzi vyhodnejSie metody mozeme zaradit® ASE (zrychlent extrakciu rozpustadlom),
ktoru pri analyze kalu pouzival napr. Zhang a kol. pri analyze Cistiarenského kalu [64].
Dal$ou z metdd je MSPD (disperzia matrice na tuhej faze), pri ktorej je mozné &istenie

priamo s extrakciou ¢o skrati Cas metody [65].

Vodné vzorky

Extrakéné metody sa liSia v zavislosti na matrici. Vodné vzorky boli vo viacerych
Studiach analyzované pomocou C18 koloniek, ktoré boli nasledne eluované metanolom
[15]. Pri extrakcii sa Casto v literatire uvadza pouZitie Oasis WAX koldniek s reverznou
fazou s kondicionaciou kolénky MeOH s pozmenenou bazicitou/kyslostou. Tieto
kolonky, ale nefungujii pri extrakcii hydrofobnych zlucenin [64]. Druhym najviac
pouzivanym typom je HLB kolonka s vyvazenou zmesou hydrofilno-lipofilného
sorbentu, ktord je vhodna na extrakciu dlhSich retazcov ako napr. PFSA, PFCAs [2].
TaktieZ sa pouzivaji Superclean ENVI-18 a ENVI-Carb extrak¢né kolonky.
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Biologickeé vzorky

Jednoduch§im variantom na extrakciu PFCs napriklad z krvnych vzoriek
su QUEChERS, sorbenty na odstranenie neziadicich molekul s vysokou molekulovou
hmotnost'ou [48]. Predstavuji jednoduchu a lacnu nahradu na precistenie, ale nefunguju

na komplexnejSie matrice.

Odstranenie matricového efektu

Najviac pouzivanou metdédou na preukazanie matricového efektu je pouzitie
interného Standardu alebo fortifikdcia kalibracie matricou, ktord bola vyuzita
aj pri zistovani koncentracie PFCs vo vzorkach ryb a kale [62]. Tuto metddu taktiez
vyuzili aj Zhang a kol. pri odstraiovani ME [64]. Metoda vedie k znizeniu koncentracie
v matrici pomocou jednoduchého nariedenia, ¢o vSak nie vZdy musi priniest o¢akavané
znizenie/zvySenie ionizdcie. Ovplyvnenie pH mobilnej fiaze moéze v niektorych
pripadoch viest’” k potlaceniu zvySenej ionizacie a v kombinacii s SPE k dobrym
vysledkom bez ME. Prejav matricového efektu méze byt u réznych matric rdzne velky
alebo sa nemusi prejavit’ vobec [62]. Ma a kol. preukézali vyuZzitie ENVI-Carb koloniek

na odstranenie matricového efektu [34].
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.CIELE DIPLOMOVEJ PRACE

Vyvoj novej metédy na LC-MS/MS.
Optimalizéacia postupu na pripravu roznych vzoriek pre stanovenie PFCs.
Stanovenie koncentracii PFCs v realnych vzorkach kalu z COV a pitnej vody.

Hodnotenie obsahu PFCs v realnych vzorkach v Ceskej republike.
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4. EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Pouzity material a pristroje

4.1.1 Standardy

Heptafluorobutyric acid (= 98%)
N-Etyl perfluorooctylsulfonamide (> 95%)
N-Metylperfluorobutanesulfonamide
Perfluorooctadecanoic acid (>95%)
Perfluorotetradecanoic acid (> 97%)
Perfluorodecanoic acid (> 98%)
Perfluorododecanoic acid (> 96%)
Perfluoroheptanoic acid (>98%)
Perfluorohexadecanoic acid (=95%)
Perfluorohexanoic acid (> 98%)
Perfluoro-n-octanoic acid (> 98%)
Perfluorononanoic acid (= 97%)
Perfluorooctansulfonamide (> 95%)
Perfluoropentanoic acid (=98%)
Perfluorotridecanoic acid (> 97%)
Perfluoroundecanoic acid (> 97%)

Potassium nonafluorobutanesulfonate (> 98%)

Potassium perfluorohexane-1-sulfonate (> 98%)

4.1.2 Pouzity material a chemikalie

Aceton

Acetonitril pre HPLC (99,95%)
Captiva EMR lipid, 3mL, 300 mg
Dusik (99,99%)

ENVI-carb kolony, 12 mL, 1g
ENVI-carb kolény, 6 mL, 500 mg
Hydroxid amoénny (28-30%)
Kyselina chlorovodikova (35%, p.a.)
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SynQuest Labs, Inc., USA
SynQuest Labs, Inc., USA
SynQuest Labs, Inc., USA
SynQuest Labs, Inc., USA
SynQuest Labs, Inc., USA
Sigma-Aldrich, Nemecko
SynQuest Labs, Inc., USA
SynQuest Labs, Inc., USA
Apollo Scientific, UK
SynQuest Labs, Inc., USA
SynQuest Labs, Inc., USA
SynQuest Labs, Inc., USA
SynQuest Labs, Inc., USA
SynQuest Labs, Inc., USA
Sigma-Aldrich, Nemecko
SynQuest Labs, Inc., USA
SynQuest Labs, Inc., USA

SynQuest Labs, Inc., USA

VWR, CR

VWR, CR

Agilent Technologies, USA
Linde, CR

Sigma-Aldrich, CR
Sigma-Aldrich, CR
Sigma-Aldrich, CR
LachNer, CR



Kyselina mravcia (>98%)
Kyselina mrav¢ia (98-100%)
Metanol pre HPLC

Metanol pre LC-MS

Morsky piesok
OASIS®HLB 6¢c (200 mg)
Papierové filtre (0,45 um)
Parafilm PM-996

Sigma-Aldrich, CR
Riedel-de Haén, Nemecko
VWR, CR

VWR, CR

LachNer, CR

Waters, CR
Macherey-Nagel, Nemecko
Sigma-Aldrich, USA

Superclean ENVI-florisil 3mL, 500 mg
QuEChERS

Sigma-Aldrich, CR
Sigma-Aldrich, CR

4.1.3 Analyzovany material

Realne vzorky boli ziskané z roznych lokalit v Ceskej republike. V nasledujtice;
tabul’ke 5 je zobrazena velkost Cistiarne, tzn. mald Cistiarel pouzivand v oblasti
s maximalne 10 tisic ekvivalentnych obyvatel'ov (EO) a vel’ka COV, ktora sluzi pre viac
ako 10 tisic EO.

Tab. 5: Vzorky kalu z COV.

COV pre > 10 tisic EO COV pre < 10 tisic EO COV - neupresnené

Kal ¢. (]‘[Eig) Datum Kal ¢. (Eg) Datum Kal ¢. (]tzig) Déatum
1 31 9/2018 12 3 8/2018 20 <10  5/2018
2 13 2/2019 13 5 2/2019 21 <10  4/2014
3 10 11/2018 14 5 2/2019 22 <10  5/2018
4 >100 2/2019 15 8 2/2019 23 <10  6/2015
5 >100 2/2019 16 1,9 2/2019
6 184 10/2017 17 6 3/2019
7 31 2/2019 18 5 9/2018
8 10 3/2019 19 9 3/2019
9 14 3/2019
10 72 8/2018
11 >100 8/2018

Pri extrakcii sa pouzila aj vzorka pody, konkrétne nekontaminovand pieso¢nato-

hlinita poda (podl'a Novéaka 20-30 % castic <0,01 mm) odobrand 10 cm pod povrchom.
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4.1.4 Pristrojové vybavenie

Analytické vahy AE 240

ASE 200 Accelerated solvent extractor
Analytické vahy AdventurePro

Centrifaga MIKRO 220R

Centrifiga EBA 200

Hmotnostny detektor Qtrap 4500
Kvapalinovy chromatograt Nexera x2 HPLC system
HPLC Kolona XselectCSHTMC18 2,5um
Lyofilizator

Magneticka miesacka MS-H-S

Mrazni¢ka MDF- U333

Ph-meter pH 7110 set

Pipety 10 pL -10 mL

Mettler, Svajéiarsko
Dionex, USA
Ohaus, USA
Hettich, Nemecko
Hettich, Nemecko
AB Sciex
Schimadzu, Japan
Waters,

Labio, CR

Dlab, Cina
Sanyo, Japonsko
Inolab s.r.o., SR
Biohit, Brand

SPE Vacuum manifold Waters, USA
Ultrazvukovy kapel’ K-12 Kraintek, CR
Vahy PM460 Mettler, Svajéiarsko

Vortex mixer ZX Classic VELP Scientifica, Taliansko

4.2 Postup prace

Praca bola zamerand na dokézanie pritomnosti koncentracie istej skupiny
perfludrovanych latok, ktorych vyskyt je mozné predpokladat’ podla literatury v pitnej
vode ataktiez vo vzorkédch Ccistiarenskych kalov. Stanovované latky st zobrazené
v tabulke 2. Ako prvd bola vyvinutd nova metéda na LC-MS/MS. Zaroven boli
optimalizované chromatografické podmienky a gradient mobilnej faze. Vysledné
podmienky st uvedené v kapitole 5. - Vysledky. Pred stanovenim obsahu PFCs
v redlnych vzorkach bolo potrebné vyvinut spravny postup spracovania vodnych
a pevnych vzoriek, vybrat’ najlepSiu extrakéni metddu a nakoniec vyvinutou metdédou
stanovit’ koncentracie PFCs v redlnych vzorkach. Stru¢ny prehlad a jednotlivé kroky

pri analyze st zobrazené v nasledujicej schéme 3.
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VYVOJ METODY LC-MS/MS
(optim.chromafografickych podmienok, validacia metody)

!
VZORKY

(kal, poda, voda)

i
PREDUPRAVA VZORIEK
(filtracia, centrifugacia, lyofilizacia, homogenizacia)

!

EXTRAKCIA
(SPE, ASE)

]
PRECISTENIE
(kolonky so sorbentom, QuEChERS)

]

KONECNE STANOVENIE KONCENTRACIE
(LC-MS/MS)

Schéma 3: Sthrnny postup analyzy.

Vsetky analyzy uskuto¢nené pomocou LC-MS/MS boli vyhodnocované pomocou

programu Analyst a MS Excel.

4.2.1 Uprava vzoriek

Pevné vzorky

Odobrané vzorky kalu z ¢istiarni odpadovych vod boli ¢iasto¢ne vlhké, a preto
ich bolo potrebné vysusit mrazom, teda vyuzit metodu lyofilidcie. VacSina vzoriek bola
v tekutom stave, takze boli pomocou centrifugy (5500 rpm, 10 min) zbavené
nadbytocnej vody aulozené do plastovych kadiniek, prekryt¢ gézou auloZené
do mraznicky o teplote -20 °C. Po minimalne 4 hodindch boli zmrazené¢ vzorky
prelozené do lyofilizatora. Trvanie lyofilizacie v rozmedzi 2-10 dni sa liSilo v zavislosti
na obsahu vody vo vzorku. Cim boli vzorky viac vlhké, tym dlhsia bola doba susenia.
Po vysuSeni boli nasledne vSetky vzorky zhomogenizované v trecej miske a pripravené

na extrakciu. Kazda vzorka bola d’alej analyzovana v troch paralelach.
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Vodné vzorky

Vodné vzorky boli odobrané z Gpravni pitnych vod a boli skladované v chlade
pri 4°C. Vsetky vzorky pitnej vody boli pod vakuom prefiltrované cez papierovy filter
(poréznost’ 0,5 um). Vzorky boli po tomto kroku pripravené na extrakciu. Kazdéa vzorka

bola spracovana v troch paralelach pre o najpresnejsie vysledky.

4.2.2 Umela kontaminacia vzoriek

Pevné vzorky

V prvom kroku bola vyuzitd fortifikdcia ré6znych matric na ¢o najpresnejSie
stanovenie vytaznosti danej metddy. Pevné aj kvapalné Standardy boli pouzité
na pripravu Standardného roztoku v acetone. Na umeltl kontamindciu bol pouzity
morsky piesok akal ¢.12. Po navazeni 35 gramov kazdej z matric bol postupne
pridavany Standardny roztok v acetone tak, aby vyslednd koncentracia PFCs v matrici
bola 1 pg/g. Aceton bol vtomto pripade zvoleny pre jeho rychle odparovanie
pri izbovej teplote. Po jeho uplnom odpareni boli jednotlivé matrice zhomogenizované
a pouzité na extrakciu. VSetky Standardy boli tesne uzatvorené a uchované v chlade, aby

nedoslo k odparovaniu.

Vodné vzorky

Pripraveny Standardny roztok o koncentracii 10 pg/mL PFCs v metanole bol
pouzity na umelt kontamindciu vody z kohutika, ktora bola odobrand v objeme
2 L do odmerného valca. Vysledna koncentracia bola rovna 1,5 ng/mL. Po dokladnom
premiesani bolo pripravenych devit paralelnych vzoriek, kazdd o objeme 100 mL.
Takto pripravené vzorky boli dalej zakoncentrované pomocou extrakcie pevnou fazou

(SPE — solid phase extraction).

4.2.3 Extrakcia pevnych a vodnych vzoriek

Pevné vzorky

Na extrakciu pevnych vzoriek bola pouzitd ASE. Redlne ako aj fortifikované
vzorky boli rovnakym spdsobom odvazené v rozmedzi 1-3 gramov do kovovej patrony.
Kazdd vzorka bola extrahovana z kovovej cely o objeme 11 mL. Do spodnej casti
patrony bol umiestneny papierovy filter, na ktory boli nasypané priblizne 1-2 gramy

morského piesku. Nasledovala vzorka homogenizovaného kalu, ktory bol vo vrchnej
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Casti opét’ doplneny morskym pieskom, papierovym filtrom a patrona bola dokladne
uzatvorend aocistend od prebytocného piesku, aby pri extrakcii nedoslo
k jej preteCeniu. Analyza jednej vzorky trvala priblizne 30 minit. Na obrazku

2 st zobrazené obrazky z experimentu pocas extrakcie a po jej ukonceni.

Obr. 2: ASE extraktor (vlavo), vzorky kalov po extrakcii (vpravo).

Boli vyskuSané Styri rozne metody pre ASE analyzu. Umelo kontaminované boli
vzorky piesku, pody a dvoch réznych kalov (kal ¢. 16 a 18). Extrakcia vSeobecne
prebieha za zvysenej teploty a tlaku, ¢o urdzuje rozustadlo v kvapalnom stave. Taktiez
boli uskuto¢nené extrakcie pomocou MeOH o HPLC kvalite obsahujiceho
1 % kyseliny mravcej (v/v) a metanolu obsahujiceho 1 % hydroxidu amoénneho (v/v).
Po odskusani r6znych metdd a vyhodnoteni vytaznosti bola zvolena jedna, ktorou boli

neskor extrahované vSetky umelo kontaminované aj realne vzorky.

Vodné vzorky

Na extrakciu vodnych vzoriek pitnej vody boli pouZité polypropylénové kolonky
OASIS®HLB 6¢c (200 mg). Postup extrakcie bol zvoleny podla experimentu Loos
a kol. [69]. Kondicionécia koloniek bola podl'a odporti¢ania vyrobcu pre vSetky paralely
rovnaka v poradi 5 mL MQ (milli-Q voda, ultra Cistd voda; p= 18,2 MQ-cm pri 25 °C)
voda a 5 mL MeOH. Po extrakcii bola do vopred zvazenych 8mL vial kolonka vymyta
6 mL MeOH o LC-MS kvalite. Extrakt bol zakoncentrovany odparenim pod pridom
dusika pri izbovej teplote dosucha. Finalne boli vzorky rozpustené v 1 mL metanolu
aponechané priblizne 5 minat v ultrazvuku, aby pomocou sonifikacie doslo

k homogenizicii vzoriek. Tieto vzorky narozdiel od pevnych vzoriek nebolo potrebné

-35-



dalej precistovat’, a preto boli prevedené do 2mL vial a analyzované priamo LC-

MS/MS.

4.2 4 Precistenie extraktov

Matri¢ny efekt sa prejavil len u pevnych vzoriek, z toho dovodu sa precistenie
extraktov tykalo len pevnych vzoriek Po prvotnom vyextrahovani fortifikovanych
vzoriek bolo zistené, Ze dochadza k ovplyvneniu ionizacie na hmotnostnom detektore,
¢o sa u vodnych vzoriek neprejavilo. Podl'a viacerych vedeckych ¢lankov pri extrakcii
dochadza k tomuto javu [49], [66]. Z toho dovodu boli vyskisané viaceré precistovacie
metody na odstranenie matricnych molekul s vysokou molekularnou hmotnostou
ako st napriklad lipidy. Pred kazdym jednym precistenim bola Cast’ vzorku, najCastejsie
1,5 mL, po ASE extrakcii centrifugovana (5500 rpm, 15 minuat) a 1,0 mL supernatantu
bol prevedeny do 2 mL uzatvaratelnej vialy, z ktorej bola vzorka neskor aplikovana
na precistovaciu kolonku. Niektoré z precistovacich metdod vyzadovali podla
odporucani vyrobcu kondicionaciu kolony pred samotnym aplikovanim vzorky
z dovodu vysSej pravdepodobnosti zachytenia nechcenych analytov. V nasledujucej

Casti su popisané jednotlivé typy pouzitych koldniek pre precistenie vzoriek kalu.
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Tab. 6: Pouzitie rdznych typov koldn na precistenie extraktov.

Typ kolony Kondicionacia Objem vzorky Vyplach
ENVI-Florisil X 1,6 mL + 0,4 mL H»0 0,4 mL 80:20
3mL, 500 mg +20uL kys.mravcia MeOH*:H>0 + FA*
ENVI-Carb X 2,0 mL 2,5 mL MeOH
I2mL, 1 g

*
P i L 2slveo
6mL, 500 mg Y
ENVI-Carb I mL+ 10pL kys.mravéia 2,5 mL MeOH*

X

6mL, 500 mg
ENVI-Carb X 1,L0mL + 10puL 2 x 2,5 mL MecOH*
6mL, 500 mg kys.mravcia
EMR Captiva lipid x 1,6 mL + 0,4 mL H,O 0,4 mL 80:20
3 mL, 300 mg +20uL kys.mravcia MeOH:H20
EMR Captiva lipid X 1,6 mL + 0,4 mL H>O 0,8 mL MeOH*

3 mL, 300 mg +20uL kys.mravcia

*MeOH /metanol obsahujtci 1 % kys.mravcej (v/v/v)

Captiva EMR-Lipid (3 mL, 300 mg)

Tato kolonka nebola pouzitda na zaklade literatury, ale bola vyskuSana
pre pripadné odstranenie lipidov z matrice. Kolona o objeme 3 mL so sorbentom
300 mg bola pouzitd na odstranenie neziaducich lipidov bez straty analytov vo vzorke.
Bolo odobranych 1,6 mL supernatantu, ktory bol doplneny 00,4 mL H>O
(20 % celkového objemu vzorky). V tomto pripade bola bez predoslej kondicionacie
aplikovana nariedena vzorka priamo na koldénku. Po gravitatnom prietoku nasledovalo
precistenie 0,4 mL MeOH:H>O v pomere 4:1. PreCistend vzorka bola prevedena

do 2 mL vialy, zriedena v pomere 1:1 v MeOH a pripravena na LC/MS analyzu.

ENVI-Carb SPE kolony (12 mL, 1 g)

Na zaklade literatiry boli pouzité kolonky ENVI-Carb SPE o objeme 12 mL
obsahujuca 1 g sorbentu. Tieto kolonky vyuzivali na odstranenie ME [34]. Do 4 mL
sklenenej vialky boli prevedené 2 mL vzorky, ktora bola doplnend o 20 uL kyseliny

mravcej a bez predchadzajucej kondiciondcie bola vzorka aplikovana priamo na kolonu.
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Precistena vzorka bola odobrana do 4 mL vialy. Premytie prebehlo celkom dvakrat. Po
aplikovani vzorky nasledovalo 2,5 mL MeOH okysleného kys. mravcou (1% roztok).
Nasledne bola vymenend viala a koléna bola dodato¢ne premyta 2,5 mL okysleného
MeOH (1% FA) z doévodu nedostatocného preplachnutia po prvom premyvani. ENVI-
Carb kolonky boli pouzité na zdklade literatury, v ktorej boli pouzité na precistenie

extraktov zo sedimentu a kalu z COV [49],[64],[67].

ENVI-Carb SPE kolony (6 mL, 500 mg)

Pri zvoleni mensej kolony bol odobrany objem 1mL supernatantu a bol okysleny
10 uL kys. mravcej. Kolonka bola kondiciovana 1 mL MeOH (1% FA). Aplikovana
vzorka bola spolu sprvym premytim 2,5 mL MeOH (1% FA) odobrana
do 4 mL zvaZenej vialy a nasledovalo druhé¢ preplachnutie 2,5 mL MeOH (1% FA).

ENVI-Florisil SPE kolonky (3mL, 500 mg)

Pri tomto type koloniek sa postupovalo podl'a navodu vyrobcu. Pri precisteni
pomocou florisilovych koloniek bolo 1,6 mL vzorky nariedenych 0,4 mL H>O
(20 % celkového objemu) a okyslenych 20 puL kys. mravéej. Bez kondicionacie bola
vzorka priamo aplikovand na kolénu a preplachnutd 0,4 mL MeOH:H20 (1% FA)
v pomere 4:1. Zo zvazeného objemu bola prevedend cast do 2 mL vialky, kde bola
zriedend v pomere 1:1 s metanolom.

Vsetky vialy boli zvaZené pred Cistenim a po precisteni a jednotlivé extrakty boli
odobrané do 2 mL uzatvaratel'nej vialky. Z kazdej precistovacej kolony boli pripravené
tri paralely. Takto pripravené vzorky boli pripravené na nasledujicu LC-MS/MS

analyzu.

Sorbenty typu QuEChERS

Precistenie extraktov bolo vyskuSané aj pomocou tzv. QUEChERS (Quick-Easy-
Cheap-Effective-Rugged-Safe) za zéklade viacerych §tudii, kde pouzivali tieto sorbenty
na precistenie extraktov ako aj na odstrdnenie matricového efektu [63],[68]. V tejto
praci boli konkrétne pouzité tri typy: C18, Z-Sep, PSA vSetky v3 paralelach.
QuEChERS boli pouzité¢ podl'a navodu vyrobcu a sorbent v podobe bieleho prasku

bol prisypany v mnozstve 10 mg do 2 mL vialy, ktord bola na mali chvil'u ponechana
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vo vortexe. Po precisteni boli vzorky centrifugované (6000 rpm, 10 min) a odobrané

do novych 2mL vial, v ktorych boli priamo aplikované na LC-MS/MS.

4.2.5 Analytické stanovenia

Vsetky vzorky pitnych vod a precistené vzorky kalu boli analyzované pomocou
kvapalinového chromatografiu Nexera x2 s hmotnostnym spektrometrom Sciex QTRAP
4500, ktory pracuje vrezime trojittho kvadrupdlu a poskytuje sken v modde
MRM (Multiple reaction monitoring). VsSetky vysledky tejto diplomovej prace

su uvedené v nasledujucej kapitole.
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5. VYSLEDKY A DISKUSIA

Tato diplomova praca bola zamerand predovsetkym na vyvoj] metody
pre stanovenie PFCs v kale z COV a v surovej pitnej vode. V druhej Gasti tejto prace
bola nova metdda aplikovand na detekciu a kvantifikaciu stanovovanych analytov
v realnych vzorkach. Vd’aka tejto metode bol ziskany screening redlnych cistiarenskych
kalov apotvrdenie pritomnosti PFCs v pitnej vode vroznych oblastiach Ceskej

republiky.

5.1 Vyvoj LC-MS/MS metody

5.1.1. Naladenie hmotnostného spektrometra

Pomocou standardnych roztokov v zmesi MeOH : H>O : FA (50,0 : 49,9 : 0,1)
boli nastavené optimalne podmienky hmotnostného spektrometru pre ionizaciu
a detekciu stanovovanych perfluérovanych latok. Pomocou softvéru Analyst boli
najdené optimalne parametre MRM metody. Pre kazdy analyt boli zvolené dva tranzitné
prechody. Prvy znich bol intenzivnej$i aslazil na kvantifikdciu latok a druhy
(konfirmacny) slazil na potvrdenie Struktiry (identifikaciu) analytu. Jednotlivé MRM
prechody, ich deklastraény potencial, kolizna energia a vystupny potencial na koliznej

cele pre 19 PFCs st uvedené v nasledujticej tabul’ke.

Tab. 7: Parametre MRM metody.
MRM—

Analytl Ql Q3 DP[V] CE[V] CXPI[V]
PFBA 213 169 -40 12 13
213 69 -40 -58 -19
PFPeA 263 219 -40 -10 11
263 69 -40 -52 -7
PFHxA 313 269 -45 12 -7
313 119 45 24 5
PFHpA 363 319 -45 -14 -7
363 169 -45 22 Bk
PFOA 413 369 -50 -14 -15
413 169 -50 24 5
PFNA 463 419 -60 -14 -9
463 219 -60 24 -9
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PFDA 513 469 -65 -18 -11

513 219 -65 -24 -15

PFUdA 563 519 -65 -16 -11
563 319 -65 -24 -13

PFDoA 613 569 -65 -18 -13
613 319 -65 -26 -13

PFTrDA 663 619 -65 -20 -13
663 169 -65 -34 -5

PFTeDA 713 669 -70 -18 -17
713 169 -70 -34 -5

PFHxDA 813 769 -90 -22 -21
813 219 -90 -34 -9

PFODA 913 869 -100 -24 -19
913 219 -100 -38 -7

PFBS 299 80 -30 -62 -7
299 99 -30 -54 -5

PFHxS 399 80 -90 -88 -7
399 99 -90 -72 -9

PFOS 499 80 -110 -106 -7
499 99 -110 -96 -9

PFOSA 498 78 -115 -82 -5
498 64 -115 -130 -9

MeFBSA 312 219 -80 -22 -13
312 65 -80 -52 -7

EtFOSA 526 169 -95 -34 -7
526 219 -95 -32 -15

Q1/Q3— MRM prechod na prvom/tretom kvadrupole, DP — deklastraény
potencial, CE — kolizna energia, CXP — vystupny potencial na koliznej cele

Boli testované optimalne podmienky i6nového zdroja (turbo sprej) pre docielenie
najlepSej ionizacie PFCs. Boli vyskusané r6zne hodnoty napitia na idbnovom zdroji,
konkrétne -2500; -3500 a -4500 V, ktoré ovplyviiuji vznik a intenzitu prekurzorovych
16nov. Taktiez boli vyskusané rdzne teploty v poradi 250 °C, 350 °C, 450 °C, 550 °C
a 650 °C. Za najvhodnejsie podmienky bola zvolena teplota 350 °C a napatie -4500 V.

5.1.2 Optimalizéacia chromatografickych podmienok

Optimalizacia vhodnych podmienok bola predpokladom pre odseparovanie
analytov na ¢o ma vplyv stacionarna faza. Pri analyze PFCs na LC-MS/MS
sa najCastejSie pouziva CI8 (oktadecyl) reverznad staciondrna faza [49], [62]. Bolo
potrebné zaistit' ¢o najvhodnejSie zloZenie mobilnej faze, rychlost’ prietoku a teplotu
kolény. Cielom bolo zistenie kombinacie tychto parametrov, ktora mala poskytnat

odseparovanie vSetkych analyzovanych perfluérovanych latok v priatelnom Ccase
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a zachovat’ pri tom vhodné podmienky pre zvolenu stacionarnu fazu. Pri vzniku novej
metddy bol pouzity len jeden typ kolony, XSelect® CI18 (2,5um; 2,1 x 75 mm). Bola
vyskuasana rozna teplota kolony v rozmedzi 30-45 °C, aby bola zistena optimalna teplota
pre naslednt validaciu. TaktieZ bol nastavovany prietok v rozmedzi od 0,2 do 0,6
ml.min”!, kone¢na hodnota bola ponechani na hodnote 0,6 ml.min"'. Ako eluent bola
findlne pouzita mobilnad faza v zloZeni acetonitril a zmes acetonitrilu s vodou o kvalite
MQ s pridavkom kyseliny mravéej 0,5% podla Chambers a kol. [62]. V tabul'ke 8 st

uvedené chromatografické podmienky pouzité pre zvolenti metodu.

Tab. 8: Chromatografické podmienky pouZité pri merani.

Meranie Podmienky

Typ kolony Xselect CSH™ C18 2,5um
Rozmery kolony [mm] 2,1x75

Teplota kolény [°C] 45

A :20% ACN v MQ + 0,5% FA (v/v/v)
B : ACN + 0,5% (v/v/v)

Prietok [ml.min"'] 0,6

Mobilna faza

Cas / vzorka [min] 60

Najlepsia separacia pikov bola dosiahnuté pri pouziti gradientu, ktory sa nachadza

v tabul’ke 9, z toho doévodu bola tato metdda vyuzivana pre vsetky analyzy.

Tabulka 9: Gradient pre separaciu na LC-MS/MS.

Cas [min] % B 100 , Gradient Curve |
0,01 20
0,50 20 80} -
5,0 90 el ]
7,50 90 2 ol ]
12,0 90
45,0 95 201
50,0 95 . : .
5550 20 0.0 20.0 o 40.0 80.1
60,0 20 Time (min.)

Kolona XSelect® preukédzala spolahlivé odseparovanie jednotlivych latok.
Analyza vzorku prebiehala 60 minut, ¢o bolo povaZzované za optimdlne, ked’Ze dlhé

retazce PFCs (C16-C18) vykazovali retenéné cCasy 30-45 minat. V porovnani

_40 -



s literatirou, kde sa ¢asy pohybovali do 30 mintt bola analyza dlhsia, ale vic¢Sina analyz
Cistiarenskych kalov nezahfia najdlhsie C16 a C18 PFCs, ktord maju najdlhsSie retencné

casy [66].

W XI|C of -MRM (34 pairs): 212 615/168.800 amu Expected RT 2.0 ID: C4 from Sample 10 (STD 250ppb) of 20181126_PFCS_matricni_effekt wi Max 2 2e6 cps

2.3e6
2.2e6
2.1e6
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1.9e6
1.8e6
1.7e6
1.6e6
1.5e6
1.4e6

1.3e6 |
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1266 ‘
1166

1.0e6
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6.0e5 | F

5.0e5 |
4.0e5 ‘ ’
3.0e5
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1.0e5M ‘ |“ ‘\
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Obr. 3: Chromatograficky zdznam separacie stanovovanych PFCs v Standardnom

roztoku o koncentrécii 250 ng/mL.

5.1.3 Validacia LC-MS/MS metddy

Kalibracia

Kalibraéna zavislost’ bola pripravena v rozmedzi koncentracie 0,1 - 100 ng/mL.
Limity detekcie a kvantifikacie boli ur¢ené pomocou Sumu a vysky piku pre jednotlivé
analyty. Limit detekcie bol vypocitany pomerom trojnasobku Sumu analytu a vysky
piku a limit detekcie ako pomer desatnasobku Sumu analytu a vysky piku pre dany

analyt.
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Tab. 10: Zakladné validacné parametre LC-MS/MS metddy.

Parameter— LOD LOQ Rozsah kalibracie R2 t [min]
Analyt! [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
PFBA 0,07 0,17 0,10 - 100 0,9915 1,31
PFPeA 0,04 0,15 0,10 - 100 0,9917 2,15
PFHxA 0,21 0,70 0,50 - 100 0,9973 3,00
PFHpA 0,08 0,26 0,10 - 100 0,9973 3,84
PFOA 0,09 0,30 0,10 - 100 0,9970 4,76
PFNA 0,03 0,09 0,10 - 100 0,9966 6,27
PFDA 0,02 0,08 0,10 - 100 0,9977 8,11
PFUdA 0,02 0,07 0,10 - 100 0,9989 10,02
PFDoA 0,12 0,41 0,50 - 100 0,9989 12,18
PFTrDA 0,16 0,54 0,50 - 100 0,9981 14,65
PFTeDA 0,12 0,41 0,25 - 100 0,9990 17,67
PFHxDA 0,14 0,45 0,25 - 100 0,9991 26,49
PFODA 0,21 0,71 0,50 - 100 0,9983 40,63
PFBS 0,10 0,33 0,10 - 100 0,9996 2,37
PFHxS 0,05 0,17 0,10 - 100 0,9957 3,67
PFOS 0,01 0,02 0,10 - 100 0,9978 4,93
PFOSA 0,19 0,62 0,50 - 100 0,9991 3,35
MeFBSA 0,13 0,42 0,25 - 100 0,9999 2,19
EtFOSA 019 0,65 0,50 - 100 0,9954 4,10

5.2 Analyza kvapalnych vzoriek

Kvapalné vzorky, ktorych vysledky st uvedené v tejto kapitole sluzili najmé
na potvrdenie pritomnosti perfluérovanych latok aj v inych typoch matric
nachadzajucich sa v Zivotnom prostredi na izemi CR.

Pre §tadium kontaminacie pitnej vody vo vzorkach z lokalit v CR bola vytvorena
optimalna metdoda pomocou SPE, ktord bola nasledne pouzitd na zistenie koncentracie
PFCs v redlnych vzorkach. Redlne vzorky vody boli odobrané z Gpravne pitnych vod
apred analyzou ponechané v chladnicke o teplote priblizne 4 °C. Tento postup
je zauzivany pri prediprave vzoriek kalu [53]. Pred samotnou analyzou boli vzorky
homogenizované dokladnym pretrepanim.

Na extrakciu boli podla literatary pouZit¢ kolonky OASIS®HLB
6¢ce (200 mg) [69]. Podrobny postup je popisany v experimentalnej Casti tejto prace.
Na rozdiel od Loos akol., ktorych postup bol pozmeneny a boli pouzité nasledovné
kroky: kondicionacia 5 mL MeOH a5 mL MQ vody, premytie kolonky 2 mL
MQ vody, presusenie 15 minut aelicia 6 mL MeOH. Extrakty boli odparené
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pod prudom dusika pri izbovej teplote na priblizny objem 1 mL. Vialky boli zvazené
pre stanovenie presného objemu a Cast’ extraktu bola odobrand na LC-MS/MS analyzu.
Pri analyzach pitnej vody na pritomnost’ PFCs sa literature uvadza aj extrakcia pomocou
Oasis WAX koloniek, ale tie v tejto praci neboli testované, kedze HLB kolonky
preukazali dostatonu vytaznost’ a ich pouzitie bolo nésledne aplikované aj na realne

vzorky hodnotené v zavere tejto prace.

5.2.1 Vplyv pH na extrakciu vodnych vzoriek

Prvym krokom pri analyze bola validacia metddy. Arvaniti a kol. preukazali,
ze znizenie pH sposobi u vodnych vzoriek zvysenie elektrostatického odpudzovania
a zéroven zvysi koncentraciu kationovych skupin, ktoré st dostupnejsSie pre interakciu
s negativne nabitymi perfluérovanymi karboxylatmi, sulfonatmi a pod. Tymto krokom
modzu neionizované formy intenzivnejSie reagovat s néapliou SPE koloniek [61].
Hodnota pH analyzovanej vody z kohutiku bola rovna 7,5. Tri paralely vzoriek boli
pomocou kyseliny chlorovodikovej upravené na hodnotu pH 5 a d’alSie tri paralely
na hodnotu 6. Posledné tri paralely zostali bez upravy pH. Metdda okyslenia vzorky
na pH 5 sa prejavila ako najlepS$ia a z toho dovodu bola zvolend aj pri analyze redlnych
vzoriek. Vyhodou tejto metddy bola taktiez rovnakd hodnota pH pre vSetky vzorky
redlnych pitnych vod. Na nasledujicom grafe st zobrazené vytaznosti jednotlivych

metdd extrakcie umelo kontaminovanej vody z kohutika.

Vplyv pH na vytaznost’ SPE metody
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Obr. 4: Vytaznosti metod SPE v zavislosti na zmene pH vzorky.
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5.3 Extrak¢na metoda pre pevné vzorky

Na zaklade reSerSe o extrahovani kalov a sedimentu obsahujiceho PFCs bola
zvolend zrychlena extrakcia rozpustadlom (ASE), ktorou boli extrahované vzorky
Cistiarenského kalu zroznych lokalit v Ceskej republike [67], [49]. Schroder a kol.
porovnali ucinnost’ troch rdéznych sposobov extrakcie PFCs zkalu, ato pomocou
Soxhletovej extrakcie, SVE (extrakcia par z pddnej matrice) a ASE. NajlepSie bola
vyhodnotena metoda ASE aaj na zéklade tohto zdroja bola tito metdda pouzita
pri analyze PFCs [67]. Predbezné vysledky extrakcie preukazali pritomnost’ niektorych
PFCs z vybranych Standardnych latok, a preto bolo mozné zacat’ s hl'adanim spravneho
postupu a optimalizaciou novej metdody na stanovenie presnych koncentracii

na redlnych vzorkach. V nasledujicej kapitole je popisany presny postup.

5.3.1 Testovanie roznych podmienok pre ASE extrakciu

Na zaklade literatry boli vyskuSané roézne podmienky ASE na umelo
kontaminovanom morskom piesku a umelo kontaminovanom kale z COV &.12. Priprava
jednotlivych vzoriek pred ASE extrakciou je detailne popisand v kapitole 4.2.3. Metdda
1 [70], metoda 2 [63], metoda 3 [62], metdda 4 bola pridand na zaklade zavedeného
extrakéného postupu v laboratériu environmentalnej biotechnologie Akadémie vied CR

ametoda 5 [71].

Tab. 11: Podmienky Styroch metdd pouzitych pri ASE.

ASE METODA
Parameter 1. 2. 3. 4. 5.
Rozpustadlo MecOH  MeOH  MeOH McOH Me(()fzz?zo
Teplota [°C] 150 60 110 80 100
Tlak [psi] 1500 1200 1500 1500 1500
Predohrev [min] 6 5 5 5 5
Ohrev [min] 7 5 6 5 5
Precistenie [sec] 60 120 60 60 60
Vyplach [vol] 60% 30% 100% 80% 100%
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Staticky cas
[min]

Pocet cyklov 3 3 3 3 3

10 5 7 5 5

Extrakcia  kazdej matrice prebichala zakazdym v troch  paralelach
pre o najpresnejSie stanovenie vytaznosti. Jednotlivé koncentracie boli urcené
na zaklade kalibra¢nej zavislosti Standardnych rozotokov.

Vzorka fortifikovaného morského piesku bola extrahovanand 4 metodami
na preukazanie vytaznosti. Vytaznost’ vybranej metddy by sa mala priblizovat’ hodnote

100 % u vsetkych analytov.

Vytaznost 4 metdd - fortifikovany piesok
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Obr. 5: Vytaznost’ roznych metdd (morsky piesok).

U vacsiny latok bola variabilita vytaznosti medzi metdodami pomerne mala.
Najvicsie rozdiely mézeme pozorovat’ u MeFBSA a EtFOSA, PFBS. U tychto analytov
metdda 2 resp. 3 poskytovala nizku vytaznost. Metddy 1 a 4 poskytovali konzistentné
vysledky. Kedze extrakcia metdodou 4 trvala priblizne polovicu c¢asu oproti
metode 1, z praktickych dévodou bola pre d’alSie extracie zvolena metdda 4.

Kombinacia vytaznosti a kratSiecho casu extrakcie umetdody 4 rozhodli
o jej pouziti pre nasledovné extrakcie. Téato metdoda bola pouzitd pri vSetkych

nasledujtcich extrakciach na ASE.
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V ramci testovania novych metdd extrakcie bola taktiez pouzitd metdda ¢€.5, ktora
ale nie je uvedena v nasledujicom grafe. Pri tejto metdde bol pouzity MeOH s vodou
v pomere 1:2, ale toto rozpustadlo nebolo vhodné pre pouzitie na ASE, pretoze samotna
extrakcia nebola uspesna.

Z nasledujuceho grafu je zrejmé, ze u niektorych analytov dochadzalo k ME,
ktory sa prejavil ako faloSne ovplyvnend vytaznost. Pre zistenie metddy, ktorou
by neboli extrahované latky spdsobujiice ME boli 4 metddami vyextrahované aj vzorky
umelo kontaminované¢ho kalu. ME bol spozorovany uz pri prvej ASE extrakcii
fortifikovaného kalu zésobnym roztokom o koncentracii 10 pg/mL v acetdéne
na vyslednu koncentraciu 1,0 ng/g. U kazdého vzorku sa ME prejavil inak. Ocakévana

80% — 120% vytaznost’ sa napriklad u PFOS v met. 2 a 4 prejavila takmer Sestnasobne.

Vytaznost’ 4 metdd na ASE - umelo kontaminovany kal ¢.12

Vytaznost’ metody [%]
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Obr. 6: Vytaznost’ roznych metdd na ASE (fortifikovany kal ¢.12).

Powely a kol. extrahovali kal pre zistenie koncentracii PFCs s dizkou retazca C6-
C14. Retazce C9-Cl14 (v tejto praci naviac PFBA, PFPeA, PFTrDA, PFHxDA,
PFODA, PFBS, PFHxS, PFOS, PFOSA, EtFOSA, MetFBSA) u vsetkych testovanych
metod v ich praci vykazovali vytaznosti 150 — 220 % [66]. Vysledky v tejto praci boli
podobné ako popisuju autori tohto ¢lanku. Je potrebné brat’ do uvahy, ze kazda matrica

mdze sposobovat’ iny ME (pozitivny, negativny) s r6znou intenzitou.
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V d’alSej cCasti prace bolo potrebné najst o najlep$i postup na precistenie

vyextrahovanych vzoriek, a tym dosiahnut’ odstranenie ME.

5.3.2 Vplyv pH rozptstadla na extrakciu

Kal ¢.3 bol umelo kontaminovany na vysledni koncentraciu 1,0 pg/g a bol
extrahovany metodou 4 s parametrami, ktoré su popisané v tabulke 10. Vytaznost’
mdze u niektorych analytov ovplyvnit’ pH rozpustadla. Boli vyskusané rézne postupy
extrakcie, priCom sa do rozpustadla pridavala kyselina alebo zasada. Okyslenie MeOH
pomocou kyseliny mravcej 1 % (v/v) sposobilo vyssiu vytaznost’ latok sposobujlicich
ME, ¢o viedlo k faloSne ovplyvnenej vytaznosti u dlhSich retazcov perfluérovanych
kyselin (C11-C18). Naopak, bola skusend aj alternativa, a to alkalické prostredie MeOH
docielené¢ pridavkom hydroxidu amoénneho, taktiez v 1 % (v/v). Pridavok hydroxidu
amoénneho do extrakéného Cinidla sposobil opacny efekt a u vacSiny analytov s kratkym
uhlikovym retazcom (C4-C7) bola namerana vytaznost metddy len priblizne 50 %.
Pri pridani kyseliny do rozpustadla boli vyextrahované latky, ktoré spdsobovali ME.
Naopak, v pripade pridania bdze by namerané hodnoty boli nizSie nez skutocné.
Napriek vyskuSaniu réznych sposobov extrakcie bola pre buduce analyzy zvolena

metoda extrakcie za pouzitia MeOH bez aditiv.

5.3.3 Matricovy efekt

Na zéklade predbeznych vysledkov boli pozorované nezvykle vysoké vytaznosti,
preto bolo potrebné otestovat’ pritomnost ME v réznych matriciach. Bolo vyskasané
umelé kontaminovanie extraktov zrdznych matric v kalibra¢nej rade 1-100 ng/mL
na zaklade experimentu Sun a kol., ktory chceli preukdzat’ ME analyzovanim kalibracii
Standardnych roztokov v extraktoch réznych matric [64]. V tejto praci boli analyzované
extrakty z morského piesku, pddy a dvoch roznych kalov z COV (kal &.16 a 18).

V nasledujicom grafe su zobrazené kalibracné priamky v tychto matriciach.
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Ovplyvnenie vzoriek matriénym efektom zalezi na samotnej matrici aj na konkrétnych

analytoch [48].

PFOS VeOH
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Obr. 7: Kalibraéné zvislosti PFOS v réznych matriciach

Pri porovnani smernice kalibracnej priamky MeOH a dvoch réznych matric, kalov
zmalych distiarni odpadovych vod (t.j.<10 tisic EO), je jednozna¢ne vidite'né
ovplyvnenie ionizacie pri stanoveni. Na zaklade nasledujucej rovnice (1) bol vypocitany
matri¢ny efekt pre jednotlivé analytov u Styroch extraktov z umelo kontaminovanych
matric. Vypoctom je podiel hodnoty smernice kalibra¢nej priamky u fortifikovanej
matrice a kalibra¢nej priamky c¢istého rozpustadla [64], [72].

Obr. 7: Kalibra¢né zvislosti PFOS v r6znych matriciach

Amatrica spikovana po extrakcii
ME;ionizscia [%] = . -E x 100 (D)
Arozptstadlo

a — smernica priamky
Pokial' by sa hodnota matricného efektu rovnala 100 %, v tom pripade by k ME

nedochadzalo [73]. Vtabulke 11 je zjavné, Ze extrakcia je u vacSiny latok bola

sprevadzana ME.
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Tab. 12: Matricovy efekt jednotlivych PFCs v r6znych matriciach.

Matricovy efekt [%ME]

Matrica—

PIESOK PODA KAL &.16 KAL ¢&.18
Analyt!
PFBA 101,9 104,4 128,2 158,0
PFPeA 92,4 97,0 119,2 158,0
PFHXA 91,0 98,3 113,0 122,6
PFHpA 98,4 102,1 128,0 143,4
PFOA 104,4 111,3 123,8 136,4
PFNA 100,7 116,8 113,3 117,3
PFDA 105,0 115,1 142,7 169,5
PFUdJA 111,2 126,3 177,0 170,2
PFDoA 105,0 120,9 181,8 165,8
PFTrDA 111,8 123,7 192,6 184,2
PFTeDA 115,5 138,0 208,4 222.1
PFHxDA 117,2 123,1 243,8 326,1
PFODA 131,5 121,0 272,2 5070
PFBS 86,6 91,7 119,5 133,9
PFHxS 104,7 111,4 114,1 160,4
PFOS 97,4 105,4 116,2 136,5
PFOSA 94,4 109,6 100,1 118,0
MeFBSA 102,3 98,1 103,1 115,5
EtFOSA 120,9 120,1 75,6 92,8

Podla vypocitanych hodndt v percentdich moézeme usudit, ze takmer u vSetkych
analytov dochadzalo k ovplyvneniu signalu. Skresleny vysledok nastal vplyvom
zvySenej resp. zniZzenej ionizacie. Spominany Sun a kol. preukazali zmenu ionizacie,
pricom u niektorych analytov dochadzalo k zniZeniu o 13 % alebo k zvySeniu ionizacie
az 024 %. V tejto Stadii, pri analyze extraktu z kalu, zdoraznili potlacenie ionizacie
u zlucenin PFBA, PFOS a zvySenie ionizacie u PFHxA, PFOA. V extraktoch pevnych
matric pouzitych v tejto praci bol pozorovany pozitivny ME. U vacSiny analytov
dochadzalo k zvySeniu ionizdcie ata sa prejavila zvySenim smernice kalibracnej
priamky. U oboch matric kalu sa prejavila zvySend ionizacia v rozmedzi

od 172 az do 407 % u PFODA.

5.4 Zavedenie metodiky na precistenie vzoriek

Vodné vzorky nebolo potrebné precistovat’, a preto sa tato kapitola venuje len
pevnym matriciam. Po prvotnom vyextrahovani fortifikovanych vzoriek bolo zistené,

ze dochéadza k ovplyvneniu ioniz4cie na hmotnostnom spektrometre. Z toho dévodu boli
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vyskuSané viaceré precistovacie metdody na odstranenie molektl sposobujicich
pravdepodobne zmieneny ME. Pred kazdym precistenim bola Cast’ vzorku po ASE
extrakcii centrifugovand (5500 rpm, 15 minat) a supernatant bol na  odobrany
do 2 mL uzatvaratel'nej vialy, z ktorej bol neskor aplikovany na precistovaciu kolonku.

Niektoré z metdd vyzadovali na zdklade odporacani vyrobcu kondicionéciu kolony.

5.4.1 SPE kolonky so sorbentom

V praci boli vyskasané 4 rozne typy precistovacich koldniek, pricom ENVI-Carb
koléony v dvoch roéznych objemoch. Vsetky vyskusané postupy st zobrazené

v tabul’ke 6.

Captiva EMR-Lipid (3 mL, 300 mg)

V diplomovej praci boli vyskuSané kolonky Captiva EMR-Lipid, ktoré
vo vSeobecnosti predstavuji  velmi selektivhu metdodu na odstranenie lipidov
s minimalnym potladenim iénov stanovovaného analytu. Boli vyskusané dva spdsoby
precistenia. Prvy sa riadil protokolom vyrobcu koldniek, tito metéda mala nizku
vytaznost. Bolo vyskuSané dvojnasobné premytie kolonky, no ani tento spésob nemal
pozitivny vplyv na vysledky. Pri zriedeni vzorky s vodou doslo k zakaleniu ¢o mohlo
znamenat' zrdzanie nepolarnych latok vratane sledovanych analytov, ktoré boli
zachytené na sorbente EMR kolonky [74]. To sa prejavilo najmid u PFCs s dlh§imi
retazcami PFHxDA, PFODA, ale aj PFBS, EtFOSA vytaznostou 40 - 60 %. Pri

dalSich precisteniach tieto kolonky neboli pouZité.

ENVI-Carb SPE kolony (12 mL, 1 g)

Pouzitie ENVI-Carb SPE kolony bolo zvolené z dévodu odliSnej staciondrnej
faze, konkrétne reverznej faze. ENVI-Carb vo forme koloniek alebo sypkého sorbentu
boli pouzité pri analyzach réznych typov matric a zaznamenali uspech pri stanovovani
PFCs [49],[64], [66]. Pri porovnani pouzitia s literatirou boli zvolené aj pre analyzu
vzorieck COV v tejto praci [16], [34]. Uhlikovy sorbent sa sklada z prepojenych
uhlikovych vrstiev a ich neporézna Struktira umoziuje rychlu adsorpciu neziaducich
zloziek obsiahnutych v stanovovanom analyte. Perfluérované retazce nemaju afinitu
k uhlikovému sorbentu a neinteraguji s nim. Z tohto dévodu boli zvolené ako jedna

z precistovacich metdd. MnoZstvo analytu potrebné na nadavkovanie bolo pri priprave
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troch paralel privelké a tak boli tieto typy koloniek vymenené za mensSie s objemom

6 ml a 500 mg sorbentu.

ENVI-Carb SPE kolony (6 mL, 500 mg)

SPE kolony o objeme 6 mL obsahujice 500 mg sorbentu boli zvolené
po predoslom vyskusani vacsieho typu (12 mL, 1 g), Vacsie kolonky pre nedostatocny
objem vyextrahovanej vzorky kalu neboli pri experimente pouzitelné. Pri menSom type
bola vyskusand kondiciondcia aj precistenie bez kondicionacie. Bolo zistené,
ze kondicionacia pri tomto postupe nie je vhodnym rieSenim, pretoze dochadzalo
k zadrziavaniu analytov na sorbente a vytaznosti metody nedosahovali viac ako 60 %.
Vo vSetkych nasledujicich meraniach sa pouzival postup bez pociatocnej
kondicionacie. Pri dokladnej analyze bolo zistené, Ze kolonku bolo potrebné eluovat’
dvojnasobnym objemom, pretoze pri findlnom preplachu 2,5 mL metanolu
nedochadzalo k elucii celého mnozstva precistenej vzorky. Bolo vyskasané precistenie
s dvojndsobnym koneénym preplachom, ktoré sa preukdzalo ako ucinnd metoda

na precistenie vzoriek.

ENVI-Florisil SPE kolonky (3mL, 500 mg)

Pri precisteni boli vyskusané aj kolonky ENVI-Florisil SPE. Tento typ kolon
ma vel'mi polarny sorbent, ktory absorbuje polarne zluceniny za pouZitia normélnej
fazy. Medzi klasické pouZitie patria analyzy PCB, nitrozlucenin, pesticidov
a herbicidov. analytu. Han akol. pouzili Florisil na odstranenie polarnych latok
z matrice [74]. Pri zriedeni vzorky s vodou dochadzalo k zakaleniu ¢o mohlo znamenat’
zrazanie nepolarnych latok vratane sledovanych analytov, ktoré boli zachytené
na sorbente EMR kolonky [74]. To sa prejavilo u vSetkych analytov ako vytaznost
v rozmedzi 20 — 120 %. Pre PFCAs tieto koldny nepreukazali u€innost’. Dochadzalo
k zadrZiavaniu analytov na sorbente u PFHXDA a PFODA. Tato metoda bola tspesna
len pre malé mnozstvo analytov, vd¢Sina znich zostdvala zachytend na sorbente.
V porovnani z metdédou ENVI-Carb bola ucinnost’ nizka a ztoho doévodu bola tato

metoda vylucend pri d’alSich experimentoch.
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5.4.2 Metéda QUECHERS

Pouzité sorbenty CI18, Z-Sep, PSA boli zvolené na zaklade ich vlastnosti
odstranujucich vysokomolekularne latky [68], [73]. VSetky typy boli pouzité na zaklade
navodu vyrobcu s drobnymi Gpravami v pouzitych objemoch a navazkach. V porovnani
s precistovacimi kolénkami uvedenymi v predchadzajicej podkapitole
bola ich u¢innost’ mensia a Castokrat dochédzalo k adsorpcii analytov na povrch
sorbentu. NajlepSie vytaznosti sa javili utypu PSA, apreto bola otestovana
precistovacia metdda, pri ktorej sa aplikovalo do vzorky extraktu r6zne mnozstvo PSA
sorbentu v hodnotach 10 mg, 20 mg a 30 mg. Vysledky preukazali, ze zvySujlci
sa poc¢et miligramov sorbentu u niektorych analytov vobec nemal vplyv na precistenie.
U analytov s krat$im retazcom dochddzalo k znizeniu koncentracie analytu v désledku
zachytavania analytu na sorbente. Tieto sorbenty st vhodnym spdsobom na odstranenie
vysokomolekularnych latok napriklad u pesticidov, ale v pripade perfludrovanych latok

nedochadzalo k chcenému odstraneniu ME [68].

5.4.3 Zhodnotenie uc¢innosti precistovacich metod

Napriek studiam pri ktorych pouzivali QuUEChERS napriklad na precistenie
extraktov z krvnych vzoriek, v pripade tejto diplomovej prace sorbenty neboli
pri aplikacii na Cistiarenské kaly aplikovateI'né [48]. Ako najvhodnejSie z hladiska
odstranenia ME pri analyze PFCs z Cistiarenského kalu sa javili SPE koldnky.
Na nasledujicom grafe st zobrazené vytaznosti jednotlivych SPE kolon pouzitych

pre odstranenie ME z umelo kontaminovaného kalu.
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Porovnanie kalu ¢.18 a ucinnosti precistovacich koloniek
450,000
400,000
350,000
300,000
250,000
200,000

1%§ﬁﬁﬁhhﬁ TIITITE

AN PN ot Nadi N\ o g\ od
T o <> TS % > 0 P S
mKal ¢.18 po ASE BEMR Lipid captlva [ ] ENVI—Carb ENVI-Florisil

Vytaznost' [%]

Obr. 8 — Porovnanie vytaznosti vzorky kalu €.18 po extrakcii a po precisteni roznym

typom koldniek.

Obrazok 8 porovnava vytaznost’ v jednotkach % pre povodnt vzorku kalu po ASE
extrakcii spolu s vytaznostou ziskanou pomocou pouZitia precistovacich koloniek
ENVI-Carb s eluciou dvojnadsobného mnoZstva objemu.

Z grafu vyplyva, ze metdda pouzitd na zbavenie sa ME bola uc¢inné. Pre analyty
so zdanlivymi vytaznostami 60-380 % bolo precistenie pomocou uhlikového sorbentu
ucinné a obdrzanych 60-120 % s vynimkou PFHXxDA a PFODA odpovedalo o¢akavane;j
vytaznosti pre jednotlivé analyty. Ocakdvané vytaznosti pre jednotlivé analyty boli
zrovnatelné z hodnotami z umelo kontaminované¢ho piesku. Z grafu taktiez vyplyva,
ze PFCs s dlhymi uhlikovymi retazcami C16 a C18 zostali pravdepodobne adsorbované
na sorbente anebolo mozné ich zkolony vymyt. Powley akol. pri testovani
ME obdrzali vytaznosti u PFTeDA 241 % a ztoho dovodu taktiez volili pouzivanie
ENVI-Carb vo forme sypkého sorbentu [66]. Tato metoda bola Gi¢inna pre karboxylové
kyseliny s uhlikovym retazcom od C4 do Cl14, stanovované sulfonaty a sulfonamidy.
Pre overenie spravnosti metddy bol roztok PFCs v MeOH aplikovany na kolonky
ENVI-Carb. Vytaznost sa pohybovala od 80 do 110%. Z toho ddvodu boli v d’alSich
experimentoch zvoleny ENVI-Carb kolonky ako hlavnd metdoda na odstranenie
ME a k stanoveniu koncentracii redlnych vzoriek.

V tejto diplomovej praci boli vytvorené dve nové metddy na urcenie koncentracie

PFCs v realnych vzorkach Ccistiarenského kalu a vo vzorkdch pitnej vody zrdéznych
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lokalit v Ceskej republike. V nasledujucej kapitole st zhrnuté vysledky nameranych

realnych koncentracii v oboch typoch matric.
5.5 Stanovenie koncentracie PFCs v realnych vzorkach

5.5.1 Koncentracia PFCs v realnych vodnych vzorkach

Osem realnych vzoriek pitnej vody bolo analyzovanych po validacii metody,
ktora je podrobne popisana v kapitole 5.2. Kazdd vzorka pitnej vody pochadzala
z upravne pitnych vod a jej pH bolo upravené na hodnotu 5. Extrahované vzorky boli

analyzované na LC-MS/MS a vyhodnotené koncentracie su v tabul’ke 13.

Tab. 13: Namerané koncentracie PFCs v realnych vzorkéch pitnej vody

Koncentréacia PFCs v pitnej vode [ng/L]

Odber —

1 2 3 4 5 6 7 8

Analyt!

PFBA 0,47 0,40 0,60 0,42 0,17 0,14 0,60 0,30
PFPeA 0,70 1,28 2,51 0,99 0,44 0,45 1,68 1,63
PFHxA 3,74 3,89 4,34 3,64 1,85 1,44 498 1,46
PFHpA 2,24 3,11 5,76 1,20 0,76 0,59 2,40 0,97
PFOA 0,07 0,63 0,74 0,63 0,03 0,03 0,22 0,15
PFNA 0,07 0,15 0,21 0,13 0,04 0,02 0,07 0,06
PFDA 0,10 0,11 0,10 0,07 0,02 0,02 0,07 0,03
PFUnA 0,09 0,06 0,10 0,06 0,04 0,13 0,10 0,05
PFDoA 0,08 0,05 0,07 0,06 0,02 0,04 0,13 0,02
PFTrDA 0,05 0,05 0,05 0,05 0,02 0,04 0,05 0,02
PFTeDA 0,09 0,05 0,07 0,09 0,02 0,02 0,04 0,01
PFHxDA 0,06 0,01 0,01 N/D N/D N/D 0,02 N/D
PFODA N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D
PFBS 0,38 1,07 2,46 1,69 0,23 0,21 1,14 1,08
PFHxS 0,36 0,49 0,49 0,76 0,23 0,16 0,60 0,23
PFOS 1,03 3,98 5,41 5,43 0,30 0,30 1,26 0,86

Suma 9,52 15,32 22,95 16,02 4,15 3,53 13,34 6,87

1, 3,4 — Surové voda; 2, 5, 6 — Voda z Gipravne; 7, 8 — Voda z kohttika.

Vodné vzorky, uktorych nebol analyt detegovany st oznacené ako N/D.
Vplyvom prekoncentracie anylytu pomocou SPE boli dosiahnuté LOD metody priblizne
500krat nizsie nez LOD LC-MS stanovenia. Vo vSetkych vzorkach boli preukdzané

koncentracie v jednotkdch ng/L. PFCs az na vynimku najdlhsieho uhlikového retazca
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PFODA, v niektorych pripadoch aj PFHxDA. NajzastipenejSie boli analyty s kratSimi
retazcami, konkrétne PHxA, PFHpA, PFOS a PFBS. Vo svete st v sucasnosti
analyzované pitné vody kontaminované dvoma najvyskytovanejsimi PFCs a to PFOS
a PFOA. V Katalansku testovali pitni vodu na zistenie obsahu spominanych analytov.
Vysledkom bol vypocet denného prijmu PFOS a PFOA pre Cloveka zijuceho v danej
oblasti. Hodnoty boli rovné 3,9 ng/dein pre PFOS a4,8 ng/den pre PFOA [75].
V porovnani s pitnou vodou v CR sa hodnoty PFOS v niektorych vzorkach rovnali
hodnotdam 4,0 — 5,4 ng/L pitnej vody. Stadia Holzer a kol. pitnej vody v Nemecku
preukazala koncentracie PFOA vrozmedzi 500 — 640 ng/L co je v porovnani
so vzorkami z CR stondsobne vyssie mnoZstvo [76]. Na zaver bol stanoveny celkovy
obsah PFCs v pitnej vode. Po scitani nameranych koncentracii vSetkych analytov
v pitnej vode bol obsah PFCs v rozmedzi od 3,53 — 22,95 ng/L. V porovnani s inymi
krajinami st tieto hodnoty u vdcSiny analytov rovnaké alebo mensSie. Je nutné
podotknut’, ze analyzované mnozstvo pitnych vod v tejto diplomovej praci nebolo
dostatoéné na preukazanie reprezentativneho vzorku pre celé tizemie CR. Jednalo
sa o maly pocet individudlnych vzoriek pitnej vody na naSom uzemi, z ktorych nie
jemozné vyvodit' vieobecny zaver. VCR sa tejto problematike venovalo zatial

len malé mnozstvo vedeckych skupin [30],[54].

5.5.2 Koncentracia PFCs vo vzorkach kalu z COV

Realne vzorky kalov ziskané z23 COV v Ceskej republike boli analyzované
na zdklade novo vytvorenej metddy. Postup stanovenia koncentricie je zobrazeny

v nasledujucej tabulke 14.
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Tab. 14: Kompletna analyza realnych vzoriek kalov z COV.

Postup

Podmienky jednotlivych krokov

Zmrazenie vzoriek kalu
Lyofilizécia vzoriek
Homogenizacia

AW N —

Extrakcia pomocou ASE

5. Precistenie vzoriek od
matri¢ného efektu

6. Zakoncentrovanie vzorky

7. LC-MS/MS

-20°C
-80°C

Metoda 4 — rozpustadlo: metanol (1% FA), teplota 80
°C, tlak 1500 psi, pocet cyklov 3, staticka faza: 5 min

ENVI-Carb kolonky (6 mL, 500 mg), bez
kondicionacie, 1 mL vzorky + 10 pL kys. mravcia,
premytie 4 x 2,5 mL MeOH (1% FA)

Odparenie MeOH na vysledky objem + 2 mL

Vyhodnotenie koncentracii v readlnych vzorkach

U redlnych vzoriek bol zvySeny eluény objem MeOH na dvojndsobok oproti

fortifikovanym vzorkdm. Bola aplikovand elicia 4 x 2,5 mL MeOH, aby doslo

k ¢o najvacsiemu uvolneniu precistenych analytov z ENVI-Carb koldnky. Vzorky boli

vtomto pripade velmi nariedené atakto nizke koncentracie by nebolo mozné

analyzovat’. Z tohto dévodu boli po¢as dvoch dni ponechané v digestore na odparenie

rozpustadla na priblizne 2 mL. V nasledujicej tabulke 15 st zobrazené vysledky

realnych vzoriek kalu ziskanych z COV na roznych miestach CR.
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Tab. 15: Vysledné koncentracie realnych vzoriek kalu z COV v CR

KONCENTRACIA [ng/g] SUMA
éga\llyi - PFBA PFPeA PFHxA HFHpA PFOA PFNA PFDA PFUnA PFDoA PFTrDA PFTeDA PFBS PFHxS PFOS PFOSA EtFOSA MeFBSA | COOH SO; SO,NH,
1 330 20,01 229 79 132 33 11,6 34 5.8 1,3 33 11 ND 158 N/D N/D N/D {1257 170 N/D
2 145 140 124 39 ND 12 51 27 3,0 N/D ND 65 ND 148 ND N/D ND | 568 214 N/D
3 73 134 221 N/ 104 22 13,1 25 7,0 N/D ND ND ND 145 ND N/D ND | 778 145 N/D
4 ND ND 42 ND ND ND 32 19 22 N/D ND ND ND 142 ND N/D ND | 11,6 142 N/D
5 ND ND 131 ND ND ND 40 16 2,9 N/D ND ND ND 146 ND N/D ND | 21,5 146 N/D
6 ND ND 13,1 L6 193 12 123 3,1 8.8 1,6 37 ND ND 3404 1,0 N/D ND | 648 3404 1,0
7 66 ND ND ND 67 13 54 12 3,0 N/D ND ND ND 139 ND N/D ND | 241 139 N/D
8 ND ND ND ND 64 15 86 12 49 N/D 25 ND ND 106 ND N/D ND | 251 10,6 N/D
9 ND ND ND ND 32 24 136 20 3.8 N/D ND ND ND 55 ND ND ND {250 55 N/D
10 ND ND ND ND 72 12 34 26 33 1,2 19 ND N/D 38,0 381 N/D N/D | 209 3860 38,1
11 ND ND ND ND ND ND ND ND 0,1 N/D ND ND ND 51 ND ND N/D 0,1 51 N/D
12 ND ND ND ND 78 ND 56 ND 25 N/D ND ND ND 69 ND N/D ND | 160 69 N/D
13 ND ND 92 ND ND ND ND ND ND ND ND N/D ND 107 ND N/D N/D 92 10,7 N/D
14 ND ND 36 35 223 22 118 22 6,2 1,5 33 ND ND 99 ND ND ND | 56,7 99 N/D
15 ND ND ND ND ND ND 54 ND ND ND ND ND ND 99 ND ND N/D 54 99 N/D
16 ND ND ND ND ND ND 46 ND 22 N/D ND ND ND 191 ND N/D N/D 68 19,1 N/D
17 ND ND ND ND ND ND 46 ND ND ND ND ND ND 90 ND ND N/D 46 90 N/D
18 ND ND ND ND ND ND 108 ND 97 3,6 54 ND ND 120 ND ND ND {295 120 N/D
19 ND ND ND ND ND ND 47 ND 19 N/D ND ND ND 90 ND N/D N/D 66 90 N/D
20 ND ND ND ND ND ND 59 28 7,1 23 36 ND ND 162 ND ND ND | 21,7 162 N/D
21 N/D ND 47 ND 40 1,0 17 09 2,0 1,0 16 ND ND 70 12 N/D ND | 168 70 1,2
22 N/D N/D 46 ND 11,0 21 90 21 3,5 1,2 22 20 ND 53 ND ND N/D | 357 72 N/D
23 ND ND ND ND 29 10 22 09 1.4 0,7 ND ND ND 45 ND N/D N/D 90 45 N/D




Hodnoty v tabulke 15 odpovedaju priemeru koncentracii PFCs z troch
paralelnych stanoveni u ktorych bola chyba menSia nez 20 %. Chyba merania
sa pohybovala v hodnote priblizne 20 %. LOD boli priblizne 10krat vyssi nez LOD
u analytickej metody. Limit detekcie bol ovplyvneny réznymi navazkami a roznym
objemom extrakéného Cinidla po ASE extrakcii.

Realne vzorky kalov z23 COV v Ceskej republike potvrdili predpokladant
pritomnost PFCs stanovovanych analytov. Napriek prvotnym komplikaciam
sprevadzanym ME bola vynijdend metdda na odstrdnenie ionizacie a vzorky
po precisteni cez ENVI-Carb kolonky preukdzali spol'ahlivé vysledky. Predpoklad pre
PFOS aPFOA vnajvy$Som zastupeni boli preukdzané aPFOS bol pritomny
vo vSetkych vzorkdch kalu vrozmedzi 4,5 — 386,0 ng/g, zatiall co PFOA
nebol preukazany vo vsetkych vzorkéch, ale taktiez sa vyskytoval v koncentraciach
do 22,3 ng/g.

Celkova suma PFCAs dosahovala naprie¢ sériou analyzovanych vzoriek hodnoty
vrozmedzi 0,1 — 125,7 ng/g. Koncentracie PFOS vkale ¢.6 ac. 10. zastipené
v koncentraciach 340,4 a 386,0 ng/g. Namerané koncentracie je mozné vysvetlit
lokalitou tychto dvoch COV. Jednalo sa o COV v okoli farmaceutického zariadenia
a priemyselnej oblasti. Vysledky s porovnatelné s vysledkami $tadie Sun a kol., ktory
preukdzali tri az Sest krat vy3§iu pritomnost PFOS u3 z20 COV,
v ktorych bol analyzovany anaerdbne stabilizovany splaskovy kal v okoli Ziirichu.
Hodnoty 28 — 637 ng/g boli vysvetlené umiestnenim COV v blizkosti tovarne
na povrchové Upravy materidlov [33]. Analyza Cistiarenského kalu vedeckou skupinou
Ma a kol. taktiez potvrdila vyskyt PFOS vo Svédsku v priemere 2644 pg/kg a v Dansku
1041 pg/g kalu [32].

V porovnani s inymi krajinami, v ktorych boli koncentracie PFCs pozorované
st vysledky v CR porovnatené. Ina naom tizemi bola potvrdena spomedzi PFCs
najvyssia koncentracia u PFOS.

Novo vytvorena metdoda preukdzala vyskyt PFCs v sledovanych matriciach
a ich pritomnost’ v Zivotnom prostredi na tizemi CR. V porovnani sinymi krajinami
sveta boli koncentracie PFCs porovnatelné. U vysokych hodnét PFOS v COV kale
je mozné predpokladat’ rovnaky dévod ako v pripade kalu zo Svajéiarska, umiestnenie

COV v blizkosti priemyselnej oblasti [33].

-60 -



6. ZAVER

Cielom tejto diplomovej prace bol vyvoj novej metdody pre stanovenie PCFs,
jej validacia a nésledné vyuzitie pre analyzu redlnych vzoriek z Cistiarni odpadovych
vod a pitnej vody na réznych miestach v Ceskej republike. Najprv bola automaticky
optimalizovana metdda na hmotnostnom spektrometre. Nasledovne boli optimalizované
podmienky ionizdcie na hmotnostnom spektrometre. Dalsim krokom bol vyber
vhodnych extrakénych postupov pre vodné a pevné matrice. Bola optimalizovana
a validovana metdda pre vodné vzorky s vyuzitim SPE pre-extrakéného kroku. Dalej
bola vyvinutd metdda na extrakciu pevnych matric a odstrdnenie pozorovaného
matri¢cného efektu (ME), ktory ovplyviioval vysledky. Pre minimalizaciu ME sme
otestovali rozne druhy adsorbentov vo forme koldniek alebo sypkého sorbentu. Najlepsi
postup bol dosiahnuty pouzZitim ENVI-Carb kolonky. Napokon bolo analyzovanych
9 realnych vzoriek pitnej vody a 23 vzoriek kalu z COV v CR. Celkovy obsah PFCs
vo vzorkach pitnej vody sa pohyboval v rozmedzi 3,5 — 23 ng/L. Obsah PFOS bol
vrozmedzi 0,3 — 5,4 ng/g. Pevné vzorky kalu obsahovali koncentracie PFCAs
azdo 125,7 ng/g. Koncentracie PFOS boli detegované vo vzorkach kalu
v koncentraciach do 386 ng/g. Celkovy obsah 19 PFCs v COV sa pohyboval od
5,2 do 445,0 ng/g. Vzorky v tejto praci nie je mozné povazovat za reprezentativne pre
celé uzemie Ceskej republiky, ale vd’aka ziskanym hodnotam koncentracii PFCs v kale
a vo vzorkach pitnej vody mdézeme usudit’, Ze vysledky su porovnatel'né s vysledkami

v inych krajinach sveta.
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