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UvoD

Halogenované uhlovodiky jsou ¢astymi polutanty zivotniho prostiedi. V této
praci se zabyvam stanovenim n¢kterych halogenovanych latek metodou plynové
chromatografie. Z této skupiny byly zvoleny pesticidy a zkoumanym prostiedim pak
voda. Cilem bylo otestovat metody extrakce a nasledné kvalitativni analyzy vybranych
latek k monitorovani jejich vyskytu v Zivotnim prostiedi. Tato préace je pilotni studii, na
kterou by mohla navazovat dalsi zkoumani v oblasti kvantitativni analyzy

halogenovanych latek.

v moderni dob& ptedstavuje chromatografie. Nami stanovované analyty patii mezi
t€kavé latky, pro néz je vhodnou metodou analyzy chromatografie plynova. Tato
metoda se dnes Casto pouziva pro analyzy Zivotniho prostfedi, kontrolu kvality potravin

i pro vystupni kontroly.



1 TEORETICKA CAST

1.1. Separaéni metody

1.1.1. Separace

Utelem separace je oddélit od sebe dvé a vice slozek ve smési na zaklads
fyzikélnich, fyzikalné¢ chemickych a chemickych vlastnosti téchto slozek. Pfi separaci
mohou probihat mezi slozkami i chemické reakce, které mohou usnadnit nebo
znemoznit ptechod mezi fazemi. Vyuzivaji se zde i rozpoustédla, jez vazi separovanou
slozku. Zde muZeme narazit na pojem sorpce, neboli proces pronikani ¢astic z jedné
faze do druhé bez vytvoteni mezifaze. Pokud se Castice navazuji jen na povrch druhé
faze, mluvime zde o adsorpci a pokud pronika do faze, nazyvame tento d&j absorpce.
V ptipadé, Ze mezi sorbentem a sorbatem dochazi k chemické reakci, mluvime zde o

chemisorpci.[H21 Bl

1.1.1.1. Extrakce
Extrakce je typem separace, jejiz podstatou je pievedeni slozky do nami zvolené
faze (extrakéniho ¢inidla), nemisitelné s puvodni fazi, v které je obsazena slozka. Tento

déj se rozdéluje na tii kroky.

1. transport analytu (slozky) z faze jemu vlastni k mezifazi
2. transport pies mezifazi

3. transport do faze extrakéniho Cinidla

Znacnou roli zde hraje polarita analytu. Analyt jednoduSeji pfechazi do Cinidla

s podobnou polaritou jako je jeho vlastni.

Pii extrakci se Casto vyuziva moznosti provedeni, pti kterém mimo separace
analytu dochazi i k zvyseni jeho koncentrace. K této situaci dojde, kdyz k relativné

velkému mnoZstvi extrahované smési pfidame malé mnoZstvi extrakéniho ¢inidla. 112
[3



1.2. Chromatografie

1.2.1. Princip

Chromatografie je proces zalozeny na proudéni mobilni faze, ktera unasi
analyty, pies fazi stacionarni. Pro rozd¢leni analytd lze vyuzit rtzna usporadani
stacionarni faze. Ta mize byt rozmisténa v plose nebo se jako stacionarni faze
pouzivaji kolony naplnéné pevnou latkou, pfipadné miize byt vnitini povrch kolony
potaZen vrstvou kapaliny. Analyty unasené mobilni fazi jsou zadrzovany silami o rtizné
velikosti a diky tomu jsou jednotlivé analyty zadrzovany rtuznou dobu v koloné. Tim
dochazi k separaci analyti od sebe. Chromatogram je pak vyjadieni rychlosti

prostupovani analytu kolonou a jeho mnozstvi. [41 [5]

1.2.2. Historie

Prvni zdznam o chromatografii poprvé spatiil svétlo svéta roku 1903, kdy ji
rusky botanik Michail Semjonovi¢ Cvét poprvé provedl. Jednalo se o kapalinovou
chromatografii, jejiz pomoci hodlal separovat jednotlivé druhy chlorofyl
z biologického materialu. Jako stacionarni fazi pouzil uhli¢itan vapenaty natlateny ve
skelnénych nalevkach. Jako mobilni fazi pouzil sirouhlik, ktery po nasyceni uhli¢itanu
vzorkem, prohanél pod tlakem skrz nalevky. Po separaci slozek chlorofylu do
jednotlivych barevnych vrstev stacionarni fazi vytlacil, jednotlivé barevné vrstvy

oddélil a extrahoval do rozpoustédla.

V prvni poloviné 20. stoleti se =zafala pouzivat v primyslu plynova
chromatografie, kdy se pies dievéné uhli filtrovaly a piecistovaly plyny a regenerovala
rozpous$tédla. Poté se uhli zacalo vyuzivat zacatkem 40. let jako stacionarni faze pfi
analyze esterd a uhlovodik. Roku 1941 navrhli R.L.M. Synge a A. Martin pouZivani
kolon potazenych vysoko vroucimi kapalinami, za tento pocin také dostali roku 1952
Nobelovu cenu za chemii za vynélez tzv. ,casticové chromatografie”. V této dobé
zaCala byt poptavka po ucinnéjSi separaci a separaci slozitéjsich smési. Jednou
z moznosti bylo pouzivat delsi kolony a tuto variantu umoznilo vyuziti plynné mobilni
faze. Martin a Synge objevili, Ze v plynu je difiize rychlejsi oproti kapaling. A proto

pouziti plynové mobilni faze vedlo k zefektivnéni chromatografie.
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Uginnost chromatografické kolony, je udan poétem teoretickych pater kolony.
Cim vétii je podet teoretickych pater, tim méné se rozmyva plocha separované latky pfi
priachodu kolonou a tim 1épe jsou jednotlivé analyty oddé€leny. Pocet teoretickych pater
je, jak zjistili Martin a Synge, umérny jeji délce. Naptiiklad kolona o délce 120 cm ma
pocet teoretickych pater v rozmezi 700 a 1200. Zatimco tataz kolona dlouh& 365 cm
dosahne az na pocet 2000 pater. Mimo jiné se tito dva védci zabyvali i vlivem teploty na
Gginnost separace. Radou experimentii dosli k- zavéru, ze zvyseni teploty je do urgité
miry imérné ucinnosti separace. Bylo zjiSténo, ze ve stejné kolon¢ a pii testovani
shodného analytu pii teploté¢ 65°C méla kolona u¢innost 365 teoretickych pater, avSak
po zahtati na 100°C se jeji efektivita zvySila na 720 teoretickych pater. Pfi jednom
z dalsich z experimentii zkoumali, zda parcialni tlak jednotlivych plynnych slozek
zanedbatelny. Jejich experimenty prokézaly, ze mize byt zanedban, avsak v praktickém
vyuziti ho zanedbat nemtizeme. Touto uvahou o parcialnich tlacich se jiz diive zabyval
W. Henry a z jeho uvahy se da odvodit vztah pro rozpusténi dvou plynnych latek
Vv kapaliné. Protoze pokud je tlak n-t¢ slozky v koloné¢ vyssi dochazi k jejimu

rychlej§imu prostupu kolonou a tudiz k rozmyvani jeji zony v chromatogramu.[® /18]

1.3. Zaklady plynové chromatografie z teoretického hlediska

Zakladem je priichod mobilni faze skrze fazi stacionarni umisténé v koloné¢ jak
jsem jiz zminil v pfedchozi ¢asti. Mobilni fazi se pfi plynové chromatografii, pro kterou
se pouziva mezinarodni zkratka GC (Gas Chromatography), je nosny plyn. V praxi se
pouzivaji inertni plyny, které nemohou ve velké mife reagovat s analytem. Piikladem je
dusik, vyuzivany v pfistroji, na kterém jsem provadél méfeni, ale také se vyuziva
argonu, hélia, vodiku, nebo také ve vzacnych ptipadech oxidu uhli¢itého. Mimo typu
mobilni faze mizeme chromatografii délit i podle jeji stacionarni faze. Délime ji na
GSC (Gas-Solid Cromatography), kde stacionarni faze je tvofena tuhou latkou ktera
adsorbuje analyty. A na GLC (Gas-Liquid Chromatography), kde se analyt rovnovazné
déli mezi kapalnou nepohyblivou fazi a plynou pohyblivou fazi podle rozpustnosti a

tékavosti. Pohyb mobilni faze je zde zptsoben vstupem plynu pod tlakem.
Kwvalitativnim faktorem urcujicim sloZeni analytu je retencni ¢as znaceny tr.

Reten¢ni ¢as analytu mizeme vyjadiit vztahem:

11



L
tp, = —
R u
Kde L znazoriuje délku kolony v cm a & primérnou linearni rychlost analytu

v koloné& méfenou v cm*s?t

Soucasti retencniho Casu je takzvany mrtvy cCas taneny tM. Mrtvy Cas odpovida
dob¢é za kterou projde pohybliva faze kolonou nebo-li prvni zachycené latce na
detektoru. Pro méfeni mrtvého Casu se do kolony ¢asto pousti plyn, ktery rychle projde
kolonou a neni zadrzovan stacionarni fazi. Takovyto plyn nazyvame znackovac
(marker). Znackova¢ musi rovnéz byt rozeznan detektorem a zachycena jeho
ptitomnost. Jako piiklad ndm miize poslouzit methan, ktery se k témto ucelim casto

pouziva.
Mrtvy ¢as analytu mizeme vyjadfit vztahem:

L
tag = —
M u

Kde L znazornuje délku kolony vem a ¢~ linearni rychlost analytu v kolong

méfenou v cm*st

Rozdilem obou dfive zminénych c¢asi dostaneme nejcastéji pouzivany
redukovany retenéni ¢as znadeny fz. Odpovidad dobé, za kterou analyt za¢ne byt

detekovan a dosahne svého maxima.

Redukovany reten¢ni ¢as analytu miizeme vyjadtit vztahem:

Kde tr je retencni Cas a tm mrtvy ¢as kolony.

Podilem redukovaného retencniho ¢asu ¢asem mrtvym dostaneme jednu velice
dilezitou veli¢inu a tou je retencni faktor znaceni K. Tato veli¢ina pomér objemu

analytu v mobilni fazi a fazi stacionarni.
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Obrazek ¢. 1: Znazornéni veliéin.

Pro reten¢ni faktor plati tyto vztahy:

Kde g je rozdélovaci faktor, Vs odpovida objemu analytu ve stacionarni fazi a
Vmodpovida objemu analytu v mobilni fazi.

Dalsi ddlezitou veli¢inou je distribuéni konstanta separované latky. Cim je
konstanta separované latky vyssi, tim vice se zachytava v stacionarni fazi a tim se

prodluzuje retenéni ¢as. Zna¢ime ji Kp a miizeme ji vyjadfit vztahem:

C
KD:_S
Cm

Kde c¢s odpovidd koncentraci separované latky v stacionarni fazi a c¢m

koncentraci separované latky v mobilni fazi.
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Veli¢inami, které umoziuji porovndvat kolonu sjinou kolonou pii pouziti
stejného analytu, nebo pifi porovnavani prichodu jednoho analytu kolonou za
pozménénych podminek jsou G¢innost a selektivita. U¢innost se vyjadiuje poctem
teoretickych pater, jak bylo jiz zminéno v pfedchozich kapitolach. Pocet teoretickych
pater zna¢ime 1. Mizeme jej vyjadiit vztahy:

L

n=-—
H

Kde L je délka kolony a H je vyskovy ekvivalent odpovidajici jednomu

teoretickému patru. Prakticky jej lze pro dany analyt stanovit vypoétem z parametri

piku pfislusného analytu na chromatogramu.

n= 5,0545(%)2
2

Y71 /2 zde znazoriuje $itku piku v poloviné jeho vysky a Zz je retenéni Cas.

Selektivitu, nebo-li separa¢ni faktor @ muzeme popsat jako schopnost rozdélit
od sebe dva . Rozd¢leni analytti od sebe je pak indikovano dostate¢nym rozdélenim

jejich pika v chromatogramu. MiZzeme ji vyjadtit vztahem:

ko Kp,>
ax = — = -
k4 Kp1

Ve kterém porovnavame distribuéni konstantu nebo reten¢ni faktor danych
analytd. Tuto veli¢inu v plynové chromatografii ovliviilujeme jen pomoci stacionarni
faze, protoze mobilni fazi tvofi inertni plyn. Pfi ovlivnéni staciondrni faze muzeme
narazit na dva zpusoby prichodu plynu kolonou. Mluvime zde o koloné
jednodimenzionalni, coz je kolona, ve které rozd€lovaci faktor analytu zastava v celé
kolon¢ soumérny. Tento typ kolon méa v celém objemu stejnou teplotu i tlak. U kolon
vicedimenzionalnich se rozdélovaci faktor béhem prichodu analytu kolonou méni.
Piikladem vicedimensionalnich podminek je kolona s nastavitelnym teplotnim

programem, ktery méni teplotu v zavislosti na ¢ase. 1]
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1.3.1. Kolony v plynové chromatografii

Za dobu pouzivani plynové chromatografie se jako stacionarni faze vyuzili
desitky druhu latek. Razné typy latek se pouzivaji v napliiovych kolonach, at’ se jedna o
kapaliny ¢i pevné latky. Muze se vSak jednat i o tenko vrstevné nanesenou vysoko
vrouci kapalinu. Druhym typem kolony je kolona kapilarni, ve které je stacionarni faze

nanesena piimo na upraveném povrchu uvniti kiemenné kapilary.

Napliové kolony maji obecné vétsi pramér ( 2-5 mm) nez-li kolony kapilarni (
0,2-0,7 mm). Maji v8ak razantné¢ mensi délku (0,5-4 m) oproti kapilarnim ( 10-100 m).
Néplnové kolony jsou vyrabéné ze skla nebo oceli. Kapilarni kolony byvaji vyrobeny
z ktemene, jehoz wvnitini strana je upravena tak aby na ni mohla byt zakotvena
stacionarni faze. Upravuje se leptanim nebo tavenim, pii kterém disociuji silanolové

skupiny a zakotvi se stacionarni faze.

Stacionarnich fazi se pouziva nepieberné mnozstvi. Patii sem carbowaxy, ucony,
polyestery, silikonové stacionarni faze a dal$i. Proto pfed zahdjenim analyzy musime
vybrat spravnou stacionarni fazi. | zde plati pravidlo ,,podobné v podobném* a vybira se
stacionarni faze vlastnostmi podobnd analytu. V soucasné dob¢ se nejcastéji pouzivaji
kitemenné kolony modifikované polysiloxany. Podle substituenti navazanych na
polysiloxany mizeme zvolit polaritu stacionarni faze. Podle polarity analytii volime,
zda pouzit kolonu polarni, ¢i nepolarni. Ptikladem polarni faze lze uvést akrylonitril
nebo polyethylenglykol, diky kterym se mohou analyzovat polarni a t€kavé latky (pf.
alkoholy). Jako piiklad vysoce nepolarni faze je skaval ( Czo) a uhlovodikové fetézce
s poétem uhliki 4-18. 51161 191 (201

1.4. Detektory v plynove chromatografii

Jako detektor oznaCujeme zafizeni, které zachycuje analyt a pfevadi jeho
mnozstvi na elektricky signal a tento signal odesila do sbérnice dat. Je umistén na konci

kolony, kde zachycuje jednotlivé separované analyty. [*]

1.4.1. Plamenoioniza¢ni detektor (FID)

Pouziva se v plynové chromatografii od roku 1958 a stal se zde nejrozsifengjSim

detektorem pro svoje Siroké vyuziti. Je vhodny pro analyzu uhlovodikii, a proto se
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pouzivd v mnoha oblastech. Pfikladem je petrochemie, kde se testuji kvality paliv.

Potravinafstvi kde se testuje nezavadnost oball a destilatii a mnoho dalSich obort.

Principem tohoto detektoru je meéfeni toku elektrického proudu mezi
elektrodami, ktery je zptsoben nabitymi ¢asticemi v nosném plynu. Ty vznikaji pii
spalovani analytu v kysliko-vodikovém plamenu. Vznikly elektricky proud ma vyssi
hodnotu nez by byla naméfena pfi priichodu jen nosného plynu a vodiku. Rozdil mezi
témito proudy se zaznamenava, protoze prave tento rozdil je imérny ionizaci vzorku a

ta zavisi na jeho slozeni

Pii pouziti vodikového plamene je detektor zaméfen na ionizaci uhlikl, avsak
pti pouziti tepelného alkalického zdroje se mizeme zaméfit na organické slouceniny

obsahujici fosfor, nebo dusik.

Vyhodou tohoto detektoru je jeho univerzalnost, moZnost modifikace a napojeni

na dal3i detektory a také to Ze je samoéistici. Veskeré neéistoty se ,,vypali«. 1 B [11]

Obrézek ¢. 2: Schéma plameno-ioniza¢niho detektoru.

1.4.2. Detektor elektronového zachytu (ECD)

Vyuziva se v plynové chromatografii od roku 1960. V tomto detektoru dochazi
k ionizaci molekul analytu pomoci beta zafice jako je trititum nebo %Ni. Rychlé
betacastice nardazi do molekul analytu a tim ho ionizuji. Vznikaji pomalé volné
elektrony, které vytvareji méfitelny proud. Pokud analyt obsahuje elektronegativnéjsi
substituenty, jako jsou halogeny, dusik nebo fosfor, které maji vysokou elektronovou

afinitu. Kdyz jsou elektrony pohlceny, snizi se tak méteny proud. Pfi srovnani proudu
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vytvotené¢ho pii prichodu cistého nosného plynu a proudu vytvoteného analytem

miZeme piimo Umérné vypoéist mnozstvi stanovované latky v analytu. [ 112]

—- \/ystup plynu

‘ Signal

b

< Katoda

Anoda pokrytd ¢Ni

== Nosny nebo
pomocny plyn

Pfivod plynu
z kolony

Obrazek ¢. 3: Schéma detektoru elektronoveho zachytu.
1.4.3. Tepelné vodivostni detektor (TCD)

Jedna se o univerzalni detektor vhodny pro analyzu plynt. Oproti ostatnim
detektorim je tento nedestrukcni. Pouze se ve dvou oddélenych komtrkach
(jednou naplnénou nosnym plynem a druhou naplnénou plynem s analytem)
stiidavé zahtiva obsah Zzhavicim vldknem. Pokud je tepelnd vodivost v méfeném
plynu vétsi neZ v plynu nosném, teplota vlakna se sniZi a jeli tomu naopak tak
zvy$i. Zména teplot vyvold méfitelnou zménu proudu, kterd je pfimo umérna

koncentraci stanovované latky. [ 113

Obrazek ¢. 4: Schéma tepelné vodivostniho detektoru.
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1.4.4. Hmotnostni detektor

Hmotnostni detektor reaguje na zménu hmotnosti analytu neseného mobilni fazi
ptes detektor. Tuto zménu zaznamenava a vynasi jako pik. Ve vétsin¢ piipada se jedna
0 hmotnostni spektrometr, ktery je schopny v kazdém bod¢ chromatogramu vyjadiit

hmotnostni spektrum pfitomné patky. [

1.5. Zhodnoceni

Kdyz mluvime o halogenovanych latkach v zivotnim prostiedi, zpravidla je fec o
halogenovanych uhlovodicich. Halogenované uhlovodiky vznikaji substituci jednoho
nebo vice atomu vodiku a jeho nahrazenim halogenem. Halogeny jsou prvky sedmé
skupiny. Patii sem fluor, chlor, brom, jod a astat. Pfi halogenaci se nejCastcji setkame
s latkami substituovanymi atomy fluoru a chloru. Pravé uhlovodiky halogenované
fluorem a chlorem se nejcastéji vyuzivaji v mnoha oblastech organické chemie, at’ uz
v oblasti povrchovych Uprav - polytetrafluorethylen (teflon), nebo v oblasti chlazeni
dichlordifluormethat (a dalsi freony), nebo v oblasti cilené toxickych latek, jako jsou
pesticidy. V neposledni tadé se uziva i substituenti v podobé bromu a to jako

zpomalovacu hofeni.

Pravé problematika pesticidu v zivotnim prostiedi je v Plzni aktualni. V okoli se
Casto vyuzivaji a diive Cisticky odpadnich vod nedokazaly dostate¢né zbavit pitnou
vodu jejich pfitomnosti. V médiich probéhla aféra o znecisténi pitné vody v Plzni a to
byl podmét k vypracovani prace, kterd by dokézala odhalit halogenované pesticidy ve

vzorcich vody.

Pro moznost analyzy vody musela byt nejdiiv analyzovand latka vyextrahovana.
A pro ulinnou extrakci je nutno zvolit spravné rozpoustédlo. Abych odhadl vhodné
rozpoustédlo vyhledaval jsem isiknowledge.com ¢lanky s touto tématikou a nalezl jsem
¢lanek Development of a Multiresidue Method for Pesticide Analysis in Drinking Water
by Solid Phase Extraction and Determination by Gas and Liquid Chromatography with
Triple Quadrupole Tandem Mass Spectrometry od autorutorského kolektivu F. F.
Donato, M. L. Martins, J. S. Munaretto, O. D. Prestes,M. B. Adaime, R. Zanella, ktery
publikoval ¢lanek v ¢asopise JOURNAL OF THE BRAZILIAN CHEMICAL
SOCIETY c¢lanek o extrakei herbicidit z vodného prostiedi pomoci dichlor methanu. Na

zakladg této studie jsem dale volil nepolarni rozpoustédla namisto polarnich. 4
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2. PRAKTICKA CAST

2.1. Zvoleni zkoumané latky

Jak uz jsem zminil vySe, jako zkoumana skupina latek byly vybrany pesticidy.
Kontaktoval jsem tudiz lokdlni zemédé€lce s otazkou jaké pesticidy pouzivaji.
Z dlouhého seznamu dostupnych pesticidd tak byly vybrany dva, Které se pravidelné
lokalné vyuzivaji. Témito piipravky jsou herbicidy Laudis a Husar active od vyrobce
Bayer spol. s r.0.. Z obchodniho katalogu pro rok 2015 byly zjistény G¢inné slozky obou
piipravki. U pfipravku Husar active pouzivaného k oSetfeni obilnin se jednalo o 3
sloZzky a u ptipravku Laudis pouzivaného k oSetfeni kukufice a méku 2. Pravé pocet

aktivnich slozek vedl k vybéru pesticidu nasledn& pouzitého jako standard a analyt. *°!

2.2. Vlastnosti standardu

Jelikoz nebyl k dispozici standard c¢isté latky, uchylil jsem se ke zvoleni
nahradniho standardu v podobé herbicidu Laudis. Jedna se kapalnou latku hnédavé
barvy a nepolarni povahy. Ma dvé¢ aktivni slozky:

1) Tembotrion - dle znaceni IUPAC se jedna o 2-[2-chloro-4-
methylsulfonyl-3-(2,2,2-trifluoroethoxymethyl)benzoyl]cyclohexan-1,3-
dion, sumarnim vzorcem Ci7H16CIFsOsS a strukturnim vzorcem

uvedenym na obrazku ¢. 5.

Obrazek ¢&. 5: Strukturni vzorec Tembotrin.
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Je zastoupena 4,71% a to Cini 44 g/l. Dle zjisténych poznatkli je tato latka nejlépe
rozpustna v dimethyl sulfoxidu a dichlor methanu a to tak Ze se rozpousti vice jak 600

mg/1 p¥i 20°C. 6]
2) lsoxadifen-ethyl - znaceni IUPAC se jedna o 5,5-difenyl-4H-1,2-oxazol-
3-karboxyét, sumarnim vzorcem CigH17NO3 a sturkturnim vzorcem

uvedenym na obrazku ¢. 6. [16]

Obrazek ¢. 6: Sumarni vzorec Isoxadifen-ethyl.

2.3. Stanoveni rozpustnosti a volba rozpoustédla

Jednim z prvnich pokusi v této préci bylo zjistit, zda Ize nami zvoleny standard
rozpustit v destilované vodé. Proto jsem si do tifi zkumavek odpipetoval 10 ml

destilované vody a na analytickych vahéch si odvazil 10, 100 a 1000 mg herbicidu. Po

ptidani bylo zjevné okamzité zakaleni roztoku, jak je mozno vidét na obrazku ¢. 7.

T IIL
o !’“

:
1

Obrazek ¢. 7: Destilovana voda s pridavkem (poiadi z leva) 10, 100 a 1000 mg
herbicidu Laudis.
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DalSim krokem bylo zvolit rozpoustédlo, kterym se bude herbicid extrahovat.
Rozpoustédla schopna efektivné rozpustit ndmi zkoumanou slozku herbicidu ovSem
byla bud’ drahd, nebo pro na$ ucel nevhodna, Bud’ proto, ze se jednd o halogenované
uhlovodiky, které by mohly svym intenzivnim signadlem v ECD zastinit ndami hledany
analyt, nebo jsou misitelna svodou. Z nepolarnich rozpoustédel byly v prvni fazi
k dispozici benzen, diethylether, ethyl acetat (ethyl ester kyseliny octové), chloroform a

toluen.

Abychom zjistili, jaké rozpoustédlo 1épe extrahuje nami zkoumanou, rozhodli

jsme se extrahovat vzorek riiznymi rozpoustédly a analyzovat je spektrometrem.

Pfi tomto pokusu jsem do 5 délicich nalevek odpipetoval 10 ml destilované
vody, na analytickych vahach do kazdé navazil 10 mg piipravku Laudis. Poté jsem
odpipetoval 10 ml rozpoustédla, do kazdé z délicich nalevek jiné z vySe uvedenych.
D¢lici nalevky jsem zazatkoval a kazdou protiepaval 1 minutu. Ethyl acetét, ether a
chloroform vytvofily téméf okamzité lehkou emulzi, zato benzen a toluen vytvofili

hustou a charakteristickou emulzi.

Obrazek ¢. 8: Rozdélovani vodni a organické fiaze u (fazeno z leva) etheru, ethyl

acetatu, benzenu a toluenu.
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Poté je nechal odstat do dal$iho dne. Poté jsem oddé¢lil ustalené vodni a organické faze

do zkumavek. Tyto faze jsem provéfil na spektrometru Hitachi Model U-2010 (obr. ¢.

9) pracujicim v UV a VIS spektru.

Obrazek ¢. 9: Spektrometr Hitachi Model U-2010.

Me¢fteni spektrometrem probihalo tak, Ze do jednotlivych kiemennych kyvet se
odlila méfena faze a vlozi se do podavaée (obr. ¢. 10). Pro srovnani spekter byla
vloZena kyveta slouzici jako standard a obsahujici destilovanou vodu. Po analyzovani
jedné faze se oto¢i podavac na dalSi fazi a opét se analyzuje. Timto zpisobem jsem

analyzoval vSech 10 fazi.
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Obrazek ¢. 10: Podava¢ na kyvety.

Vysledek méteni byl bohuzel nepfesvédCivy. Zkoumana latka nevytvofila
v zadném z rozpoustédel dostatecny pik ne spektru a na zaklad¢ kterého bychom mohli
vybrat vhodné rozpoustédlo To bylo ziejmé zpisobeno kombinaci dvou faktora —

spektrum nema vyrazny pik a zaroveii jsou pouzity nizké koncentrace. (obr. ¢. 11).
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Obrazek €. 11: Graf absorbance organickych fazi po extrakci rozpoustédly.

Proto jsme v dalsi fazi pfikrocili k testovani ruznych organickych fazi metodou
GC. K dfive pouzitému etheru, ethyl-acetatu, toluenu, chloroformu a benzenu jsme se

rozhodli ptidat hexan, jakozto ti€inné rozpoustédlo a nepolarni extrakéni ¢inidlo.

2.4. Volba rozpoustédla zaloZena na chromatografickém méreni

2.4.1. Specifikace pristroje

Méfeni probihala na chromatografu DANI Mater GC Fast Gas Chromatograph
od firmy DANI Instruments SpA (obr. ¢. 12)
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Obrazek ¢. 12: Chromatograf DANI Master.

Chromatograf m& mozZnost instalace 3 samostatnych injektorti a detektord a pec
umoziuje instalaci nékolika kapilarnich kolon. V tomto chromatografu jsou umistény 2
injektory, 2 kolony (poléarni a nepolarni) a 2 detektory (univerzalni FID a ECD). Pro
nase stanoveni byla pouzivana nepolarni kolona (pouzita kiemenna kolona Restek RXI-
35 Sil MS o délce 30 m, priméru 0,25 mm a tlouStce stacionarni faze 0,25 pm)
s detekci pomoci ECD. Maximalni piipustna teplota injektoru a detektoru byla 450 °C,
avsak temperovand pec ma pracovni teplotu od 5 °C nad teplotou mistnosti do 500 °C.
Teplotni omezeni je dano predevs§im pouzitymi kolonami, je nutné udrzet maximalni
teplotu v peci na takové trovni, aby nedoslo k jejich degradaci. Jako nosny plyn byl

vyuzit dusik o Cistoté doporucené pro ECD.

K testovani byla vyuzita metoda TestECD3 od Ing. Jana Hrdli¢ky Ph.D., ktery
byl zaroven vedouci mé bakalaiské prace. Puvodni metoda vyuZzivana k testovani
funkce ECD byla upravena mirnymi zménami teploty injektoru a detektoru. Vznikla tak

metoda s nasledujicimi parametry:

Pfi startu méfeni byla teplota kolony na 180°C a postupné se zvySovala rychlosti
15°C/min az na hodnotu 220°C pfi které probihalo méteni dalSich 10 minut. Celkovy
¢as analyzy tak byl 12 minut a 40 sekund (obr. 13)
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Method Setup TestECD3 S|

Select GC | GC Master x| ¥ Enatled
|51 W[es oo M| | @M 7 @] m|HE| | ecs
OVEN
— Temperature Gerneral

I Temp| Time | Rate Ma Temp ['C] I 260
[CL | [min] | [PCAmin]:
Oven Fan: v

180 000 15.0
220 10,00 0.0

1
2

Conditioning Time [min]: I 0,50

Tatal Time [rnin]: I 12,66

EventTable GC IMeasurementI Integration I Calculation I Advanced I

0K I Cancel | Send method | Report Audit Trail Help

Obrazek ¢. 13: Parametry metody.

Injektor — Teplota injektoru byla zvolena 280 °C, pritok nosného plynu 1,5
ml/min a split 30 ml/min. Také byl vyuzit oplach septa, S pritokem plynu 5 ml/min

Vsechny parametry viz obrazek ¢. 14.
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Select GC I GC Master ;I ¥ Enabled

oM W& x| el F || mm | scseu

INJECTOR C: S/5L
— Temperature — Prezs/Flow — Pulzed Injection

i Temperature contral: v Press/Flow contral: v Fulsed Pressure: r

Fress [bar]: | 0.00
. ContiolMode: | |
Temp [} [ 280 prETnee Flaw =11 Time [ [ om

v

Flaw Tirme Rate
[ [mldmin: | [mink | [mldmin™2];

15 000 0o — Gas Saving

Gaz Saving: r
~ Column — Spit Flowa [mld mir]: | 20.0

Carrier Gas: M2 - Mode: |S|:|Iit vl Tirne [rrir]: I 200
Calurnn Output: |.-’-‘«mbient vI Split Flow [ral/main]: | 300
Diameter [mm]: I 0.25 Split Fiatio: 1: | 20

Length [m]: I 300
Septurn Purge [rml/min}: I
| 0.25 50

— Septumn Purge

Film Thickness [pm]:

EventTable gC IMeasurernentI Integraﬁonl Caloulation I Advanced I

0K I Cancel | Send method | Report Audit Trail | Help |

Obrazek ¢. 14: Parametry injektoru.

Detektor — Teplota detektoru byla nastavena na teplotu 280°C. V nastaveni byl

zadan i pomocny plyn a jeho pfisun na 25 ml/min. Dal$i parametry viz obrazek ¢. 15.

F hl
Method Setup TestECD3 3
Select GC | 6C Master ~|  Enabled
i 1 =
(M| | W& |2 oM7)z mH| | ecos
DETECTOR C: ECD
— Temperature — Signal
||
Temperature contral: v tin Half-Peak ‘width [s]: I 0,60
I Digitalﬁcq.Hate[Hz]:le vI
| Temperature [*C): I 280 — SiERel 2
| : Apply
— Flaws Signal Target [rmt]: I oo SR
Flow cantral: v _Clear
A Type: M2 -
— Current
Aus [ol/min: I 25 Current Contral: v
Current [nd]: I 1,600
EventTable gc IMeasurementI Integration I Calculah'onl #.dvancedl
oK I Cancel | Send method | Report Audit Trai | Help |
]

Obrazek ¢. 15: Zadana specifika v detektoru.
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2.4.2. Testovani rozpoustédel plynovym chromatografem

Pro zjisténi nejucinngjsiho rozpoustédla jsem opakoval pokus s protiepavanim
vodné faze s herbicidem a rozpoustédlem. Tentokrat se vSemi Sesti druhy rozpoustédel.
Opét s 10 ml destilované vody, 10 mg ptipravku a 10 ml rozpoustédla v délicich
nalevkach. Vyttepavani trvalo jednu minutu a v tomto pfipadé jsem nechal oddélovat

faze 4 dni. Po odd¢leni fazi jsem piestoupil na méfeni na chromatografu.

Po startu pfistroje a jeho vytemperovani se na monitoru objevilo ozndmeni ,,ready* a
spustil se odpocet pul minutového intervalu, ve kterém se program ujisti, Ze jsou
veSkeré hodnoty stabilni, nezli umozni spusténi méteni. Pokud tomu tak je objevi se
ikona ,,start. Pfed vlastnim nastfikem byla pouzita stfikacka vicenasobné proplachnuta

méfenym roztokem.

J‘_jg llllllllI‘Hlllllllllll\\\\ﬂ\\.*p\\\xl\\\\\\.\‘l\\‘\\\\'\‘\\\ ') s, N
s ot 8 9 b b4 [
- 4 ,w. NSRS WA T W e o e s

Obrazek ¢. 16: Sklenéna injekéni stiikacka s ocelovym hrotem a stupnici do 10pl.

Pfi kazdém stanoveni bylo stfikackou odméteno 1,75 pl vzorku a vstfiknuto do
injektoru. Aby bylo mozno vstiiknout vzorek do injektoru je nutno probodnout gumové
septum a vnofit hrot stfikacky ptiblizné do 2/3 jeho délky. V okamziku néstiiku vzorku

pak bylo zmacknuto tla¢itko start na piistroji a méfeni bylo zahajeno.

Timto zptisobem jsem provedl sadu méfeni, u kazdé organické faze se jednalo o
dvé méfeni, aby bylo zabranéno chybé. Pokud tato dvé méfeni neméla shodny vysledek,

nasledovalo dalsi méteni, dokud nebylo dosazeno shody ziskanych chromatogramil.

Ze ziskanych chromatogramt (obr. ¢. 18) jasné vyplynulo, Ze nejucinngjsi
rozpoustédlo z testovanych extrakénich cinidel je ethyl acetat (obr. ¢. 17). Pik
extrahované latky v retenénim c¢ase 11,677 min m¢l nejvétsi plochu a vySku oproti

ostatnim rozpoustédlam.
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Obrazek ¢. 17: Chromatogram ethyl acetatu s analytem v retené¢nim ¢ase 11,677

min.

V souhrnu chromatogramt rozpous$tédel na obrazku ¢. 18 neni uveden
chloroform a ether. Ukézalo se, ze chloroform poskytuje natolik silny signal, ze vyrazné
ovliviiuje vlastni stanoveni a proto je pro nas ucel nevhodny. Chromatogram ¢istého
chloroformu je knahlédnuti v piiloze ¢. 1. U etheru se vyskytl problém s jeho
tékavosti. Jeho organicka faze po extrakci byla pfili§ té¢kava a v pribéhu zpracovavani
se tak ménil objem faze a tim i koncentrace. Z tohoto divodu jsme toto rozpoustédlo

dale netestovali.

Tabulka €. 1: Plochy a vySKky piku v reten¢nim ¢ase 11,677 min.

.Y plocha piku | vyska piku
Rozpoustédlo
[mV.s] [mV]
hexan 3073,684 214,096
benzen 2166,699 123,321
ethyl acetat 3426,334 243,595
toluen 1625,166 104,507
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Obrazek ¢. 18: Souhrn chromatogrami s rozpoustédly v obsahujicimi analyt

s priblizenim na oblast analytu S retenénim ¢asem 11,677 min.
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2.5. Tvorba standardu

Pro dal$i stanoveni byly ztestovaného herbicidu vytvofeny standardy.
Koncentrace standardii jsou uvedeny pro navéazku herbicidu Laudis, protoze nebyla
k dispozici ¢ista u¢inna latka jako standard. Standardy byly pfipraveny podle
nasledujiciho schématu: Do odmérné banky na 500 ml bylo odvazeno 0,500 g piipravku
Laudis a doplnéno destilovanou vodou po rysku. Tudiz je koncentrace tohoto vodného

roztoku 1 g/l.

1. Do odmérmé baiiky na 500 ml bylo odvazeno 0,050 g pripravku Laudis a doplnéno
destilovanou vodou po rysku. Tudiz je koncentrace tohoto vodného roztoku 0,1 g/1.

2. Do odmérné banky na 500 ml bylo odpipetovano 5 ml piipravku zésobniho roztoku
¢. 2 a doplnéno destilovanou vodou po rysku. Tudiz je koncentrace tohoto vodného
roztoku 1 mg/I.

3. Do odmémé banky na 50 ml bylo odvazeno 0,050 g ptipravku Laudis a doplnéno
ethyl acetatem po rysku. Tudiz je koncentrace tohoto ethyl acetatového roztoku 10
g/l.

2.6. Extrakce

2.6.1. Zavislost extrakce na poctu protiepavani

Jednou z moznosti jak zefektivnit extrakci ji provést nékolikanasobné. Na

zaklad¢ tohoto faktu byl navrzen pokus, ve kterém se:

e Odpipetovalo do 100 ml d¢lici nalevky 50 ml standardu ¢. 3 spolu s 30
ml ethyl acetatu. Protfepavani trvalo 1 min. Nechalo se ustavit
rovnovahu mezi vodnou a organickou fazi a jimala se organicka faze do
zkumavky.

e Odpipetovalo do 100 ml d€lici ndlevky 50 ml standardu ¢. 3 spolu s 15
ml ethyl-acetatu. Protfepavani trvalo 1 min. Nechalo se ustavit
rovnovahu mezi vodnou a organickou fazi a jimala se organicka faze do
zkumavky a vodnou fazi do kadinky. Tento postup se opakoval se
stejnym objemem rozpoustédla a vodnou fazi uschovanou v kadince.

Organickou fazi jsme jimali do téze zkumavky.
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e Odpipetovalo do 100 ml d€lici ndlevky 50 ml standardu ¢. 3 spolu s 10
ml ethyl acetatu. Protfepavani trvalo 1 min. Poté se dvakrat opakoval

postup z ptredeslého bodu.

Ugelem tohoto pokusu bylo zjistit, zda nékolika fazova extrakce dosihne vyrazné
vyssiho vytézku, nez-li extrakce jednorazova. Ziskané organické faze byly analyzovany
na plynovém chromatografu. Vysledkem méteni byly tii chromatogramy, jak lze vycist
Z tabulky ¢. 2 a vidét na obrazku ¢. 19 (jednotlivé chromatogramy lze nalézt v ptiloze ¢.
2).

Pokud budou chromatogramy posuzovany subjektivné, nejsou zde na prvni
pohled pfitomné z4ddné¢ vyznamné rozdily pro rizny pocet extrakci. Pii
pohledu do  tabulky lze rozdily nalézt, ale neposkytuji  zadny
vyhodnotitelny trend a vzhledem k nizkym hodnotam signdlu je i malé
kolisani  relativné vyznamnou zménou. Ze zjiSténych dat nelze udinit
jednoznaény zavér, ale vliv poétu extrakci na zvétSeni signalu je

pravdépodobné nevyznamny.

Tabulka ¢. 2: Pocet extrakci a odpovidajici plocha piku Vv retenénim case 11,677

min.
Pocet Plocha piku Vyska piku
extrakci [mV.s] [mV]
1 62,186 5,453
2 439,147 9,888
3 125,572 7,456
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Obrazek ¢. 19: Chromatogram s uvedenym poctem extrakci a pribliZenim piku

herbicidu v reten¢nim ¢ase 11,677.
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2.6.2. Zavislost uc¢innosti extrakce na objemu rozpoustédla

Jednou z dalsich moznosti jak zefektivnit extrakci je zredukovat objem
rozpoustédla do kterého se latka extrahuje. Pro potvrzeni této v mnohych piipadech
osvédcené metody byl navrzen experiment, ktery by tento predpoklad potvrdil, nebo
vyvratil. Proto bylo zvoleno protfepavani tremi riznymi objemy. Bylo odpipetovano 50
ml standardu ¢. 3 do tfech délicich nalevek. K vodnym roztokim bylo nasledné
ptipipetovano 10 a 5 ml ethyl acetatu. Poté probéhla stejna procedura jako u piedeslych

extrakci, po niz nasledovalo méfeni na chromatografu. [*7]

Plocha piku pte extrakci 5 ml ethyl acetatu byla 15x vétsi, nez-li plocha piku pti
extrakci 10 ml. Plochy a vySky piku jsou uvedeny v tabulce ¢. 3 a srovnani obou

extrakci na obrazku ¢&. 20.

Tabulka €. 3: Srovnani extrakci.

&islo méfeni Mnozstvi [ml] | plocha piku [mV.s] | vyska piku [mV]
4.3.20%67 11-25- 10 306,948 26,95
4.3.20%63 1226 s 4679,401 257,14
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Obrazek ¢. 20: Chromatogram se srovnanim obou extrakci.
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2.6.3. Dolni hranice extrakce

Aby metoda extrakce a zjisténi halogenovaného uhlovodiku byla kompletni,

bylo nutno zjistit jaké nejmensi mnozstvi analytu je schopna ve vzorku bezpecné

odhalit. K zjisténi minimalni zméfitelni koncentrace byly vytvoieny roztoky ethyl

acetatu se vzorkem o koncentracich 0,5; 1; 2; 5; 10; 20; 50 a 100 mg/I.

Téchto koncentraci jsem doséhl fedénim standardu €. 4. Postup fedéni je uveden

V tabulce ¢. 4.

Tabulka ¢. 4: Priprava vzorkii.

koncentrace [mg/I]

redéni

100 | pavodni standard
50 | 25 ml z roztoku s ¢=100 mg/| standardu dolité na rysku v 50 ml odmérné barice
20 | 10 ml z roztoku s ¢c=50 mg/l a 25 ml ethyl-acetatu
10| 25 ml z roztoku s c=20 mg/| standardu dolité na rysku v 50 ml odmérné barice
5|25 ml z roztoku s c=10 mg/| standardu dolité na rysku v 50 ml odmérné barice
2 | 10 ml z roztoku s c=5 mg/l a 25 ml ethyl-acetatu

1|25 ml z roztoku s c=2 mg/| standardu dolité na rysku v 50 ml odmérné barice

25 ml z roztoku s c=1 mg/I standardu dolité na rysku v 50 ml odmérné barice

V pribchu tohoto pokusu nastala komplikace. U koncentraci 20 a 2 mg/l se
objevovaly abnormality. Abnormality byly zplisobeny pouZitim jiného ethyl acetatu nez
doposud, z divodu nedostatku dfiveéjsi Sarze. Abnormality nezasahovali do oblasti
vyskytu piku, a proto nebylo potieba provadét fedéni a méfeni snovou Sarzi.

Chromatogram s pivodni a novou Sarzi ethyl acetatu naleznete v ptiloze ¢. 3.

Vysledkem méfeni byla suma chromatogramu (obr. ¢. 21), ze kterych bylo
mozno odhadnout jakd minimalni koncentrace je pomoci této metody zjistitelna.
Z tabulky (tabulka ¢. 5) ziskanych dat s uvedenou vyskou a plochou jednotlivych piki
pfi reten¢nim Case 11,677 vyplyva, ze prvni pik miizeme zaznamenat na koncentraci 1
mg/l, avsak tento pik ma tak malou vysku a plochu, Ze bez znalosti retenéniho ¢asu
zkoumané latky tento pik nezaznamename. Prvni opravdu znatelny pik se objevil az pfi

koncentraci 5 mg/I.
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Tabulka ¢. 5: Suma naméfenych hodnot pri méfeni spodni hranice zjistitelnosti

vyska piku [mV]

&islo méfeni koncentrace [mg/I] | plocha piku [mV.s]

24.03.2016 10-14- 4 3
o 0,5 nezaznamenadn | nezaznamendn

24.03.202](.56 10-30- 1 27,791 0,624

24.03.20126 11-00- 5 71,796 1,185

24.03.2016 11-29- . 65,455 3,507
46

24.03.203196 11-44- 10 175,32 5,542

24.03.2%;6 12-15- 20 101,402 4,546

24.03.2(())126 12-45- 50 217,298 14,464

24.03.2(4)&6 12-59- 100 527,706 43,129
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3. ZAVER

Vysledkem mé prace je metoda extrakce, analyzy a prokazani halogenovanych
pesticidit ve vzorcich vody. V této metodé bylo vybrano rozpoustédlo ethyl acetat a
minimalnim stanovitelnym mnozstvim bylo 5 mg/l. Prokézalo se, Ze zde lze uplatnit
pfima uméra mezi mnoZzstvim rozpoustédla pouzitého pii extrakci a efektivitou

extrakce.

Tato metoda by mohla byt vhodné pro testovani obsahu pesticidi ve vodé. Na
danou praci je mozné navazat dalSim vyzkumem, ktery by se zaméfil na optimalizaci
vlastni metody chromatografického stanoveni a piipadné¢ 1 na vylepSeni parametrli
extrakce tak, aby byla vyrazné snizena mez detekce. Také je pak mozné provést validaci
dané metody s vyuzitim pfesné definovaného standardu a metodu pfipravit k rutinnimu

pouziti.
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4. Resumé

This project will be resolving presence of halogenated substances in selected
samples from the environment. Subjected to the tests halogenated hydrocarbons and as a
sample was chosen herbicide, commonly used in local farming/agriculture. The
Herbicide was extracted from watery environment and analysed by gas chromatograph.
The pesticide was successfully extracted and proven by ethyl acetate. By this method
we have achieved minimal demonstrable amount counting 5mg/l of herbicide.
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7. Prilohy
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Obrazek ¢. 1: Chromatogram ¢istého chloroformu.
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Obrazek ¢. 1: Chromatogram pri jedné extrakci.
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Obrazek €. 2: Chromatogram pri dvou extrakcich.
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Obrazek ¢. 3: Chromatogram pii tiech extrakcich.
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Obrazek ¢. 2:

Ethyl acetat z nové lahve s Cislem Sarze 17822812.
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8. Pouzité chemikalie a chemické nadobi.

8.1. Chemikalie

Diethylether p.a.  Indexové Cislo: 603-022-00-4
Cislo $arze: 1404020413
Chloroform, ¢isty, stabilizovany 1% etylalkoholu CAS: 67-66-3
Cislo $arze: 21507

Benzenp.a. CAS: 71-43-2

Cislo Sarze: 210906
Toluen, ¢isty CAS:108-88-3

Cislo 3arze: 1401060109
Hexan, ¢isty Cislo $arze: 31361 1003
Ethylester kyseliny octové ( Ethyl acetat) p.a. Cislo $arze: 31018 1001
Ethylester kyseliny octové  Indexové ¢islo: 607-022-00-5

Cislo Sarze: 1708220812

Destilovana voda
Dusik ECD T50

8.2. Chemické nadobi

4x délici nalevka 100ml 5x zabrusovy Spunt

Ix délici ndlevka 200ml 5x Zelezny kruh

1x pipeta 1 mi 1x stojan

5x pipeta 10 ml 1x stficka

1x pipeta 5 ml 15x zkumavka

Ix pipeta 10 ml délena 10x odmérna baiika 50ml
5x kadinka 100 ml 1x odmérna banka 250 ml
10x gumovy Spunt 2x odpadni lahev
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