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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva problematikou Bisfenolu A, zejména jeho vlivem na vodni
ekosystém.

V praci jsou piehledné shrnuty informace o jeho vlastnostech, vyrob¢ a soucasném vyuZiti.
Byl zde popsan jeho Skodlivy dopad na zivotni prostiedi, predev§im na vodni ekosystém,
ataké na lidsky organismus. V ramci vodniho prosttedi byly popsany také zplisoby
jeho degradace.

Soucasti prace je shrnuti moznosti stanoveni Bisfenolu A ve vzorcich vody.
V experimentalni Casti je porovnana metoda plynové chromatografie s hmotnostni detekci
(GC/TOF-MS) a metoda dvoudimenzionalni plynové chromatografie s hmotnostni detekci
(GCxXGC/TOF-MS). Vlastnimu analytickému stanoveni piedchazi izolace analytu ze vzorku
vody metodou extrakce tuhou fazi (SPE) s pouzitim kolonek Supelclean™ ENVI™ - 18
a derivatizace  pouzitim silyla¢niho ¢inidla  N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamidu
(BSTFA).

Vysledkem této prace je analyza série redlnych vzorki z Cistiny odpadnich vod
Brno - Modfice a Luhacovice metodou dvoudimenziondlni plynové chromatografie
s hmotnostni detekci (GCxGC/TOF-MS).

ABSTRACT

This diploma thesis deals with Bisphenol A, especially with its impact on the aquatic
ecosystem. Information about its properties, production and current use are summarized here.
Its harmful impact on the environment, especially on the aquatic ecosystem and the human
body is characterized. Also the methods of its degradation within the aquatic environment
have been described.

A summary of the options of a determination of Bisphenol A in water samples
is incorporated and the method of gas chromatography with mass spectrometry
(GC/TOF-MS) and comprehensive two-dimensional gas chromatography with mass
spectrometry (GCxGC/TOF-MS) is compared in the experimental part.

Analytical determination precedes the isolation of the analyte from the water samples
by solid phase extraction (SPE) using Supelclean™ ENVI™ - 18 and derivatization using
the silylation reagent, N,O-bis(trimethylsilytrifluoroacetamide (BSTFA). The result of this
work is the analysis of a series of real samples from wastewater treatment plants
Brno - Modfice and Luhacovice by a two-dimensional gas chromatography with mass
spectrometry (GCxGC/TOF-MS).

KLICOVA SLOVA

Bisfenol A, derivatizace, dvoudimenzionalni plynova chromatografie s hmotnostni detekci
(GCxGC/TOF-MS), plynova chromatografie s hmotnostni detekci (GC/TOF-MS), Cistirna
odpadnich vod

KEYWORDS

Bisphenol A, derivatization, two-dimensional gas chromatography with mass spectrometry,
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1. UVOD

Bisfenol A (dale jen BPA) patii spolu s alkylfenoly 4-terc-oktylfenolem, 4-oktylfenolem,
isomery 4-nonylfenolem a 4-n-nonylfenolem do skupiny latek, které jsou v environmentalnich
matricich sledovany pro svoji toxicitu. Jednd se o endokrinni disruptory, které napodobuji
pusobeni ptirozené produkovanych hormont, blokuji v bunkach receptory hormonti, ovliviuji
syntézu, transport, metabolismus a vylu¢ovani hormon.

Jsou to latky antropogenniho pivodu, v zivotnim prostedi se jednotlivé alkylfenoly a BPA
nachazeji v riznych koncentracich v zavislosti na jejich pouzivani.

BPA ma sice odlisngjsi strukturu nez alkylfenoly, ale byly u né&j prokazany podobné
estrogenni UCinky. Latka je toxicka pro reprodukci a je podezieni, ze pulsobi také
neurotoxicky. Toxikologicky vyzkum prokazuje, Ze jeho vliv na lidské zdravi neni
zanedbatelny [1-3].

V soucasnosti je BPA pouzivan zejména jako surovina na vyrobu polykarbonati.
Polykarbonaty nalezly velmi Siroké technické pouziti a jsou soucasti kazdodenniho zivota.
Jsou vynikajicim materialem pro fadu vyrobku, protoze jsou chemicky, tepelné a mechanicky
velmi odolné. Jsou lehké, Ciré jako sklo a libovolné barvitelné.

BPA a vyrobky z n¢j nachazeji stale SirS$i pouziti také v potravinaiském pramyslu,
v medicing, stavebnictvi, elektronice i jinde, proto se tato chemikalie stava prakticky
vSudypfitomnou slozkou naseho zivotniho prostiedi [4].

Koncentrace BPA a dalSich endokrinnich disruptorii v Zivotnim prostfedi jsou nepatrné,
postupné se kumuluji v riznych organismech a potravinovymi fetézci se predavaji
z organismu na organismus [4, 5].



2. TEORETICKA CAST
2.1 BPA

2.1.1 Vlastnosti BPA [4, 6, 7]

Obr. 1 Chemickad struktura BPA

e Systematicky nazev: 2,2-bis(4-hydroxyfenyl)propan

e Sumarni vzorec: Ci5H160;

e Molekulovd hmotnost: 228,2863 g.mol'l

e Barva: bila az svétle hnéda

e Skupenstvi: pevné, ve form¢ granuli, vlocek nebo prachu

e Hygroskopicita: slaba

¢ Rozpustnost: rozpustny ve vodnych alkalickych roztocich, v ethanolu

av acetonu, malo rozpustny v tetrachloru, prakticky
nerozpustny ve vodé

e Teplota tani: 155 - 156 °C
e Teplota varu: 220 °C
e Hustota: 1,195 g.cm™

e Minimalni teplota vzniceni: 532 °C
Podrobna charakteristika studované latky je v Ptiloze 1.

2.1.2 Vyroba a vyuZiti BPA

2.1.2.1 Vyroba BPA

BPA (2,2-bis(4-hydroxyfenyl)propan) je organicka latka, ktera byla ptipravena v roce 1891
Vv laboratofi ruského chemika Alexandra P. Dianina. Pfiprava BPA je snadna a spociva
v kondenzaci fenolu s acetonem v kyselém prostiedi (viz obrazek 2) - proto to A za jménem
latky [4].

OH
CH3 CH3
fenol aceton bisfenol A

Obr. 2 Priprava BPA [4]



Pro vyrobu epoxidovych pryskyfic a polykarbonati pro vodovodni potrubi a potravinové
obaly se spolu s BPA muze pouzivat i bisfenol F (Bis(2-hydroxyfenyl)methan). K vyrobé
se pouziva i smés téchto bisfenold. Bisfenol F je podobné jako BPA vymyvan a vyluhovavan
z kone¢nych produkti, jeho distribuce a osud v Zivotnim prostiedi jsou srovnatelné s BPA [7].

2.1.2.2 VyuZiti BPA

BPA nemél dlouho 7adné vyznamné vyuziti, ale s rozvojem chemie polymeru se stal
dilezitou surovinou pro pfipravu nékterych plasti. Produkuje se v obrovském mnozstvi.
Jeho celosvétova produkce se pohybuje pies 3 miliony tun ro¢né. Produkce BPA
i jeho pouziti rok od roku roste [4].

V nasledujicim piehledu a Castecné na obrazku 4 je znazornéno masivni vyuziti BPA
Vv kazdodennim Zzivoté.

Témér tii ¢tvrtiny produkce BPA (72 %) se pouzivaji jako monomer pro vyrobu
polykarbonat.

Z polykarbonati se vyrabi zejména tzv. makrolonové desky - vysoce kvalitni, tepelné
izolaéni materidl, vhodny pro =zasklivdini a zastfeSovani, s vysokou odolnosti
vaci povétrnostnim vliviim.

Mezi vyrobky z polykarbonatovych plastl patfi narazuvzdorné glazury, ban¢ pouli¢niho
osvétleni, soucasti domacich spotiebicli, komponenty elektrospottebicii (mobilni telefony,
pocitace) nebo CD a DVD. Protoze od samého zacatku je polykarbonat povazovan
za zdravotné nezavadny material, ve stale vEétSi mife se pouziva i tam, kde pfichazi do styku
s potravinami, od kojeneckych lahvi a nadob na napoje, nadobi do mikrovinné trouby, jidelni
ptibory, nddoby na potraviny az k oSetfeni vnitiniho povrchu konzerv. Polykarbonatové plasty
maji také vyuziti pfi vyrobé soucasti automobill (narazniky, piistrojova deska), slune¢nich
bryli, polic v lednicich a kontaktnich ¢ocek [1, 2, 4].

Témér jedna c&tvrtina produkce BPA (21 %) se pouziva pii vyrobé epoxidovych
pryskyfic jeho alkalickou polykondenzaci s epichlorhydrinem (viz obrazek 3). Molekularni
poméry jednotlivych komponent ovliviiuji molekulovou hmotnost a tim i uzitné vlastnosti [8].

Epoxidové pryskytice maji dalsi vyuziti jako potahové natéry, povrchova uprava konzerv
a plechovek, desky pro tisténé spoje, kompozity, lepidla, natérové hmoty nebo laky na nehty
[1,2,8].



CH; 0

| i NaOH
HO ¢ OH + Hy¢(—CHCH-C1 —— =

CH,

bisphenol A epichlorhydrin

0 CH3 CH3 0
| | AN
H, c’—‘m—cm—o%@— -:I:AQ— 0— CHy- CH—CHy- 0@ F@ 0— CH,— CH—CH,
CH, OH n CH,

Obr. 3 Vyroba epoxidové pryskyrice alkalickou polykondenzaci epichlorhydrinu a BPA [9]

Zbyvajicich 7 % produkce BPA je pouzZito pii vyrobé dalsich produkti,
napt. pesticidnich pfipravki, antioxidantd, retardéri hoteni, brzdovych kapalin, stabilizatort
gumy a PVC, vodovodnich trubek, zubnich plomb, aditiv termopapirti, vodovodnich filtra,
vyztuzenych trubek, podlahového materialu a elektrické izolace [1, 2, 4].

Obr. 4 Ukdzka vyuziti BPA [10]

2.1.3 Vliv BPA na Zivotni prostiedi a na ¢lovéka
Jak jiz bylo feCeno, roéni svétova produkce BPA se pohybuje jiz pies 3 miliona tun a stale
stoupa. Tim také narista pravdépodobnost jeho vstupu do Zivotniho prostiedi. Zaroven rostou
i obavy, zda BPA nemiize mit negativni vliv na lidské zdravi [4].

Jiz ve 30. letech minulého stoleti se objevilo podezieni na toxicitu BPA. Naprosta vétSina
studii vSak byla provadéna na laboratornich zvifatech. Toxicita BPA pro laboratorniho
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potkana pii peroralnim podani je nizka, jeho stiedni smrtelna davka (LD50) je 3250 mg/kg,
ale to jeSté neznamenad, Ze neni nebezpecny pro ¢loveka [4].

Velmi cCasto se objevuje otdzka, zda pouzivani polykarbonatovych plastovych lahvi
pro kojence nebo Siroké vyuziti tohoto plastu v potravinaistvi neni nebezpecné. Vyvijejici
se organismus kojenct totiz nema schopnost odstranit BPA z téla stejné rychle jako dospély
jedinec [4].

Pozd¢ji byly u BPA prokdzany podobné estrogenni ucinky jako u alkylfenolq,
i pfes odlisnou strukturu. Je tedy toxicky pro reprodukci a je podeziely z vyvojové toxicity.
Nové studie také prokazaly, ze mulze zvySovat riziko vyskytu rakoviny, zatim ale neni
prokazano, ze by $lo o karcinogenni latku [1, 2, 4].

BPA je soucasti fady béznych spotfebnich vyrobkl, ze kterych se mize uvolilovat
do zivotniho prostiedi. Byl zaznamenan jeho vyskyt v ovzdusi, ve vodé nebo v télech zvirat,
ale také v prachu z domacnosti, v potravinach, v lidské moci, v krvi a v mateiském mléce,
dokonce 1 v pupecnikové krvi a v télech dosud nenarozenych déti vyvijejicich se v déloze
matky. Nachazi se v riznych koncentracich vSude na Zemi, dokonce i v Arktid¢ a Antarktidé
[4, 11].

Nejnovéjsi vyzkumy fadi BPA mezi latky oznacované jako endokrinni disruptory. Tyto
latky naruSuji endokrinni systém, ktery tvofi fidici systém endokrinnich zladz. Ty vylucuji
chemické posly zvané hormony, které cirkuluji v téle v krevnim ob&hu a jsou schopny
ovliviiovat funkce vzdalenych organti. Hormony jsou ucinné jiz v nepatrnych koncentracich
aproto i nepatrna mnozstvi latek, Ktera jejich funkci narusuji (disruptory), mohou byt
nebezpecna pro lidské zdravi. Proto i BPA, ktery se prokazatelné chovéa jako endokrinni
disruptor, predstavuje pro lidské zdravi urcité riziko, jehoz velikost je vSak velmi obtizné
odhadnout [4].

NaSe Zivotni prostiedi je zamofeno velkym mnozstvim latek, které se také chovaji
jako endokrinni  disruptory, napt. ftalaty, nonylfenol, polybromované bifenyly,
polychlorované dibenzodioxiny a dibenzofurany, polyfluorované uhlovodiky a mnoho
dalsich. Objevuji se v padé, ve vodé 1 ve vzduchu. I kdyZ jejich koncentrace v zivotnim
prostiedi jsou nepatrné, postupné se kumuluji v riznych organismech a potravinovymi fetézci
se predavaji z organismu na organismus [4].

Primarnim zdrojem expozice ¢lovéka BPA je potrava. Zatimco vzduch, prach a voda jsou
dalsi mozné zdroje expozice, BPA v potravinach a napojich pfedstavuje vétSinu denni
expozice u ¢lovéka. BPA se mize uvoliiovat do potravin z jejich obali a ze spotiebitelskych
produktt, jako je polykarbonat pouzivany pii vyrobé nadobi, nddob na skladovani potravin
a napoju a specialné kojeneckych lahvi. Jakou mérou se BPA uvolituje z polykarbonatovych
lahvi do napoje, zavisi vice na teploté kapaliny nez na véku nadoby [12].

Mnozstvi védeckych studii z poslednich let poukazuje na roli, kterou mtize hrat vystaveni
se nizkym davkam BPA pfi vzniku vaznych onemocnéni jako je cukrovka, rakovina prsu
u Zen nebo rakovina varlat a prostaty u muzt [13].

2.1.3.1 Vodni prostiedi
Tato prace se zabyva vyskytem a osudem BPA ve vodnim ekosystému, proto se zameétuje
na ucinky BPA pravé na tuto slozku Zivotniho prostredi.
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Hlavnimi zdroji kontaminace vodniho prostfedi jsou odtoky =z pramyslovych
a komunalnich cistiren odpadnich vod, vedle téchto zdroji se vSak na celkové zatézi podili
I prusak vody ze skladek a transport atmosférickou cestou. Dal§im zdrojem BPA jsou odpady
v fekach a mofich. Plasty plovouci na povrchu ocednu jsou nalézany po celém svéte
a piedstavuji tak riziko pro vodni ekosystém [14, 15].

BPA ma v aerobnim prostfedi poloc¢as rozpadu mezi 4,5 - 4,7 dny, v anaerobnim prostredi
se rozklada pomaleji, proto jsou koncentrace BPA v sedimentech vétsi nez v povrchové vodé.
BPA je ve vodé rychle degradovan prostiednictvim mikrobialni biodegradace
a fotodegradace, ma nizky potencial k bioakumulaci u Zivo¢ichu.

Koncentrace BPA ve vod¢ se liSi podle mista a Casu odbéru. Ve vétSiné fek
se ale koncentrace téchto latek ve vodé pohybuje v rozmezi od 0,1 ng/ml do 1 ng/ml [15].

BPA se v riiznych vodnich organismech chova jako teratogen i jako endokrinni disruptor.

Teratogenni G€inky se u zvifat zijicich ve volné pfirodé vétSinou vyskytuji pfi plisobeni
vysokych koncentraci. Napftiklad expozice nad 4,6 mg/l indukuje u obojzivelnika Drapatky
vodni (Xenopus laevis) vznik mikrocefalie, vyvojovou poruchu mozku, projevujici
se jeho zakrnénim. Nasledkem je zkraceni doby Zivota. Dal$im piikladem mohou byt
histologické zmény, zjisténé v jaternich bunkach u lososa obecného (Salmo solar),
vystaveného ucinkiim 1 a 0,1 mg/l BPA. Nékteré z teratogennich vad zptisobenych BPA jsou
podobné tém, které jsou vyvolany embryonalni expozici 17p-estradiolu [15].

Endokrinni naruSeni organismu se projevuje jiz pfi niz$ich koncentracich. Mezi endokrinni
naruseni zZivo€ichll patii zména uréeni pohlavi z expozice v priibé¢hu gonadové organogeneze,
zména gonadalni funkce z expozice béhem gonadalni organogeneze i po ni a indukce
jaterniho vitellogeninu po expozici dospélych jedincti.

BPA je schopen feminizovat samce obojzivelnikd a ryb. Muze také piispivat k vyskytu
intersexu napft. u dospivajici parmy (Barbus sp.). BPA miZze ménit i ¢asovani reprodukce
u volné zijicich ryb a gonadalni funkce u samic ryb [15].

2.1.3.2 Biologicka degradace BPA

V Cistirndch odpadnich vod dochdzi pomoci smésné mikrobidlni kultury v podobé
aktivovaného kalu k sorpci a degradaci BPA. Na sorpci BPA ma vliv zejména teplota
a koncentrace celkové suSiny aktivovaného kalu. Odstraiiovani BPA v systému aktivace 1ze
charakterizovat jako rychlou sorpci na vliockach usazenin a jeho naslednou biodegradaci [16].

V pudg, #iéni vodé nebo aktivovaném kalu COV byla nalezena fada bakterii schopnych
biodegradace BPA. Patii sem Sphingomonas sp. AO1, Pseudomanaspaucimobilis FJ-4, druhy
rodu Pseudomonas sp. a Streptomyces sp. a nékolik neidentifikovanych gramnegativnich
bakterii zahrnujicich izolaty z aktivovaného kalu a fi¢nich sediment [17].

Je popsana metabolickd cesta degradace BPA nékterymi druhy bakterii za aerobnich
podminek na 4-hydroxybenzoovou kyselinu a 4-hydroxyacetofenon. Gramnegativni aerobni
bakterie, kmen MV1 (NRRL-B-18737), byly schopny oxidace alifatické methylové skupiny
BPA za vzniku 1,2-bis(4-hydroxyfenyl)propan-2-olu a 2,2-bis(4-hydroxyfenyl)propan-1-olu.
Oba meziprodukty jsou dale degradovany pomoci oxidace, dehydratace a $tépeni na vysledné
produkty 4-hydroxybenzoovou kyselinu, 2-hydroxy-1-(4-hydroxyfenyl)ethanol
a 2,2-bis(hydroxyfenyl)propanovou kyselinu [17, 18].
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Bakterie izolované z aktivovaného kalu a fi¢niho ekosystému (Arthrobacter, Pseudomonas
a zastupci Entherobacteriaceae) byly schopny metabolizovat BPA cestou podobnou jako vyse
zminény izolat MV 178 [17].

Podle literarnich udajt se ucinnost Cisticiho procesu pro alkylfenolové latky u jednotlivych
Cistiren zna¢né 1i8i, v priméru se pohybuje v rozmezi 50 — 95 % [14].

V anaerobnich podminkach probiha degradace BPA velmi obtizn€. Ronen a Abeliovich
ve své studii prokazali, ze BPA v anaerobnich podminkach kalu nebyl degradovan
ani po trech mésicich inkubace [17, 19].

2.1.4 Legislativa

Podle natizeni vlady ze dne 29. ledna 2003 o ukazatelich a hodnotach pfipustného znecisténi
povrchovych vod a odpadnich vod, nalezitostech povoleni k vypousténi odpadnich vod
do vod povrchovych a do kanalizaci a o citlivych oblastech (Pfiloha ¢. 3 k nafizeni vlady
¢. 61/2003 Sh.) je uvedena pro BPA norma environmentalni kvality v povrchovych vodach
0,035 ng/ml [20].

Ministerstvo zdravotnictvi CR, spole¢né se Statnim zdravotnim Gstavem (SZU), pribézné
sleduje vyznamné rizikové faktory, které ovliviiuji nebo mohou ovliviiovat lidské zdravi.
Nové skute¢nosti jsou pribézné vyhodnocovany, a to nejen ve vztahu k BPA. Podle soucasné
legislativy (na zakladé nafizeni vlady &. 23/2011 Sb.) byla pro BPA v Ceské republice nové
stanovena nejvyssi piipustna pramérna hodnota koncentrace pro povrchové vody 35 pg/l
[14, 21].

BPA je dlouhodobé v centru pozornosti odbornikii v EU a pochopitelné i v CR. Otazkou,
ktera se diskutuje, je mozny zakaz této slouceniny pro ur€ité typy vyrobku [21].

Dle Evropské agentury pro bezpecnost potravin (EFSA) je stanoveny tolerovatelny denni
piijem 0,05 mg/kg té€lesné hmotnosti. Naproti tomu Kanada, jako prvni zemé, pfijala opatfeni
k regulaci BPA, kdyz zakazala prodej, dovoz a reklamu na détské plastové lahve s obsahem
BPA. Nedavno ho dokonce ptidala na oficidlni seznam toxickych latek. Nasledné¢ podobna
opatfeni pfijalo n€kolik dalSich zemi. V Evropé zakazalo BPA v kojeneckych lahvich prvni
Dansko, podobny zékaz pfijal i francouzsky parlament. Svédsko a Rakousko oznamilo,
ze V ptipadé nepfijeti rychlého zdkazu v ramci EU podniknou individudlni kroky sméfujici
k regulaci této nebezpeéné chemikalie na narodni urovni. Od 1. ervna 2011 se v Evropské
unii nesm¢ji prodavat kojenecké ladhve s obsahem BPA. V dubnu 2012 §védska vlada ohlasila
zakaz pouziti BPA v obalech potravin uréenych détem do 3 let véku [6, 22].

2.2 Metody stanoveni BPA

2.2.1 Izolace analyti

Vlastnimu analytickému stanoveni pfedchazi extrakce vzorku vhodnym rozpoustédlem
a precisténi extraktu. Obecné se pro izolaci analytli z kapalné matrice pouzivaji nésledujici
metody:

Extrakce kapalina—pevna faze

e Extrakce tuhou fazi (SPE)

e Mikroextrakce tuhou fazi (SPME)
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Extrakce kapalina—kapalina (LLE)
e Standardni uspotradéani
e Mikroextrakce
Extrakce kapalina—plyn
e Statické usporadani (Head—Space)
e dynamické uspofadani (Stripping)
K izolaci BPA a jeho derivatl je vyuzivana extrakce kapalina-kapalina (LLE), extrakce
tuhou fazi (SPE) a mikroextrakce tuhou fazi (SPME) [23,24].

2.2.1.1 Extrakce kapalina-kapalina (LLE)

Extrakce kapalina-kapalina je oblibenou technikou izolace analytu pro svoje snadné
provedeni. Pfi této metodé¢ vétSinou dochédzi k extrakci slozky zvodného roztoku
do organického rozpoustédla, které je s vodou nemisitelné [24].

Piikladem vyuziti této metody je studie popisujici stanoveni BPA v odpadni vodé metodou
plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii po extrakci kapalina-kapalina. 500 ml
vzorku vody bylo po pifidavku 80 g NaCl michano, dokud se NaCl nerozpustil. Roztok byl
pfenesen do d¢lici nalevky a bylo pfidano 5 ml chloroformu. Smés byla mechanicky
protiepavana jednu minutu pii 1 700 otackach za minutu. Organicka faze byla zachycena
do sklenéné nalevky naplnéné bezvodym siranem sodnym a vzorek byl odpaien téméf
do sucha na rota¢ni vakuové odparce pii 40 °C. Vzorek byl pienesen do mikrovialky, ktera

byla po odpateni do sucha pod proudem dusiku uzaviena. Nésledovala derivatizace a analyza
GC/MS [25].

2.2.1.2 Extrakce tuhou fazi (SPE)

SPE je nej€astéji pouzivana pii zpracovani kapalnych vzorki, pfedevSim pro extrakci stiedné
tékavych a netékavych latek, jejich zakoncentrovani a odstranéni nezaddoucich latek, rusicich
nasledna analyticka stanoveni [26].

Extrakce tuhou fazi je zalozena na pouZiti pevné faze absorbentli, pfiCemz pro stanoveni

BPA se obvykle pouziva adsorbent na bazi oktadecylsilikagelu [24].

Provedeni SPE se sklada z péti krokt (znazornéno také na obrazku 5):

e Pteduprava (kondicionace) kolonky - ptiprava kolonky na reprodukovatelnou interakci
slozek vzorku s pevnou fazi, ktera je umoznéna solvataci pevné faze.

e Davkovani vzorku - dochazi ke specifickym reakcim latek s pevnou fazi. Zadana
skupina latek se selektivné sorbuje a matrice prochazi volné kolonkou.

o Promyvani - proplachnuti kolonky vhodnym rozpoustédlem, vede k vymyti zbytki
matrice vzorku a pfipadné i slabéji zadrzovanych interferentd z kolonky, zadané latky
zustavaji sorbovany na pevné fazi.

o SuSeni - pokud se pouzité eluc¢ni rozpoustédlo lisi od promyvaciho roztoku, kolonku
je tieba vysusit proudem inertniho plynu, nej¢astéji dusiku.

e Eluce (vymyvani) - promyti kolonky elu¢nim rozpoustédlem, dochazi k selektivni
desorpci zadanych latek z pevné faze a k jejich vymyti z kolonky. Eluat je jiman
pro dalsi analyzu.
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Hlavnimi vyhodami SPE ve srovnani s LLE je niZs§i spotieba rozpoustédel, nizsi potiebny
objem vzorku a snadna automatizace [27].

Ptikladem izolace BPA pomoci SPE mtize byt publikovana studie stanoveni endokrinnich
disruptoric. metodou GC/MS po extrakci tuhou fazi. Pro SPE byly pouzity kolonky
se sorbentem na bazi oktadecylsilikagelu a nasledujici podminky extrakce:

Kondicionace kolonky: 2 x 3,5 ml methanolu, 2 x 3 ml Milli-Q vody
Aplikace vzorku: 100 ml vzorku vody

Promyti: 4 x 2,5 ml Milli-Q vody

Suseni: vakuum 60 minut

Eluce: 4 x 2 ml DCM — hexan

Vzorek byl dale odpafen do sucha, nasledovala derivatizace a analyza
metodou GC/MS [28].

Kondicionace Davkovani vzorku Promyvani Elice
v a
o

Wr 7 7y i1

Analyt » Interferenty » o+
[ ]

Obr. 5 Postup extrakce tuhou fazi (SPE) [29]

2.2.1.3 Mikroextrakce tuhou fazi (SPME)
Mikroextrakce tuhou fazi je dalSi oblibend metoda v posledni dob& pouzivana pro analyzu
BPA [24].

Principem je expozice malého mnozstvi sbérné faze nadbytkem vzorku. Dochazi k sorpci
analyta na SPME vlakno do dosazeni rovnovahy. Mnozstvi extrahovaného analytu zalezi
na hodnot¢ rozdelovaciho koeficientu.

Tuto metodu lze pouzit ve spojeni s plynovou a kapalinovou chromatografii i pro nizké
koncentrace analyta.

Postup SPME je znazornén na obrazku 6. Kiemenné vlakno je pokryto vrstvou sbérné faze.
Je spojeno s ocelovym pistem a umisténo v duté ocelové jehle, ktera vlakno chrani
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pied mechanickym poskozenim. Pii sorpci propichne jehla septum v zatce zkumavky a vlakno
se vysune bud’ do kapalného vzorku (DI —Direct Immersion), nebo do rovnovazné plynné faze
nad jeho hladinou (HS — Head-Space). Po dosazeni rovnovahy se vlakno opét zasune dovnitt
jehly a je vytazeno ze zkumavky se vzorkem. Jehla je poté zavedena do injektoru plynového
chromatografu, kde je analyt tepelné desorbovan do proudu nosného plynu postupujiciho
na GC kolonu. Pfi pouziti adaptéru SPME-HPLC se analyt eluuje mobilni fazi a postupuje
na kolonu kapalinového chromatografu [30].

Naptiklad ve studii zaméfené na stanoveni BPA ve vzorcich vody a mléka metodou
GC/MS po derivatizaci a izolaci pomoci SPME Dbyly tyto vzorky derivatizovany
cthylchlorformidtem v pfitomnosti pyridinu po dobu 20s pii pokojové teploté. Vzniklé
nepolarni derivaty byly extrahovany metodou SPME pouzitim polydimethylsiloxanovych
vlaken s tloustkou vrstvy 100 um. Nasledovala analyza pomoci GC/MS [31].

Moznosti umisténi
kfemenného vlakna
pii adsorpci

Adsorpce Desorpce

g

R

Obr. 6 Postup mikroextrakce tuhou fazi (SPME) [32]

2.2.2 Finalni analyza BPA

Pro stanoveni alkylfenold a BPA jsou nejpouzivangjSimi instrumentalnimi metodami obecné
chromatografické metody (plynova, kapalinova chromatografie) spojené s hmotnostni detekci.
Jsou také vyuzivany chromatografické metody s fluorescencni nebo DAD detekci, v tomto
ptipadé vsak neni dosazeno potiebnych limitd detekce a kvantifikace. Nejpouzivanéjsi
ionizaéni technika u hmotnostni detekce je ionizace elektrosprejem v negativnim modu.
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U metody LC-MS/MS mize byt pravé ionizace analytu elektrosprejem nedostacujici a mize
byt potlacena vlivem piitomnosti mnoha latek v komplexni matrici [33,34,35].

Dalsi moznosti je metoda UPLC (Ultra-Performance Liquid Chromatography)
s tandemovou hmotnostni detekci UPLC-MS/MS (ACQuity, Quattro Premier Micromass,
Waters) [36].

Velmi citlivou metodou stanoveni je ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ktera
patii mezi nejpouzivanéjsi imunologické metody. Diky vyvoji v poslednich letech se tato
metoda zacala pouzivat také pro detekci BPA [37].

Norma CSN EN ISO 18857-2 (757568) (Kvalita vod - Stanoveni vybranych
alkylfenold - Cast 2: Stanoveni alkylfenoltl, jejich ethoxylati a BPA v nefiltrovanych
vzorcich plynovou chromatografii s hmotnostné spektrometrickou detekci po extrakci tuhou
fazi a derivatizaci) specifikuje metodu stanoveni vybranych alkylfenold, jejich ethoxylatd
a BPA v nefiltrovanych vzorcich pitné, podzemni, povrchové a odpadni vody pomoci plynové
chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci po extrakei tuhou fazi a derivatizaci.
Metoda je pouzitelnd v pracovnim rozsahu od 0,05 g/l do 0,2 g/l pro BPA. V zavislosti
na matrici je tato metoda pouzitelnd také pro odpadni vody v pracovnim rozsahu od 0,1 g/l
do 50 g/l BPA [38].

2.2.2.1 Derivatizace BPA

Derivatizace je cilend chemicka reakce pro urcity typ sloucenin a urity typ detekce
v GC analyze za tucelem zlepSeni chromatografického chovani, snizeni polarity analyti
blokovanim polarnich funk¢nich skupin a sniZeni limitu detekce pii cilené stopové analyze
zvySenim odezvy detektoru (viz obrazek 7). Rovnéz muze slouzit ke konfirmaci identifikace
domnélého analytu po ptedbézné analyze pievedenim na vhodny derivat a naslednou
nezavislou analyzou [39].

V tabulce ¢. 1 jsou ptiklady typickych derivati vybranych sloucenin.

Tabulka & 1 Derivaty vybranych sloucenin [39]

Pivodni analyt Typické derivaty

Kyselina silyl, alkyl, halogenalkyl

Alkohol, fenol silyl, acetyl, propionyl, butyryl, halogenacetyl
Amin acetyl, halogenacetyl

Vicinalni dioly, glykol cyklické boronaty
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a) bez derivatizace

b) po derivatizaci

A N

Obr. 7 Porovnani intenzity odezvy v hmotnostnim spektru analytu
bez derivatizace a s derivatizaci [39]

Pied analyzou plynovou chromatografii byva BPA derivatizovan
N,O-bis-(trimethylsilyl)-trifluoracetamidem (BTSFA). Jeho trimethylsilylova skupina reaguje
s hydroxylovou skupinou analytu. Vznika tepelné stabilni trimethylsilylderivat
2,2-bis[(4-trimethylsiloxy)fenyl]propan. Do BTSFA se pfidava 1% trimethylchlorsilanu
TMCS, slouziciho ke zvyseni reaktivity BSTFA. Misto BSTFA se také pouziva silylacni
¢inidlo N-methyl-N-trimethylsilyltrifluoracetamid (MSTFA) [28, 40, 41].

Derivat 2,2-bis[(4-trimethylsiloxy)fenyl]propan (obrazek 8) ma tyto obecné vlastnosti:

e Sumarni vzorec: Cy1H3,0,Si,

e Molekulova hmotnost: 372,6486
e CAS registracni ¢islo: 4387-16-0

x\gi,ﬂ Dmiif"
ROWYOR

Obr. 8 Chemicka struktura 2,2-bis[ (4-trimethylsiloxy)fenyl]propanu [42]

Hmotnostni spektra BPA a jeho derivatu 2,2-bis[(4-trimethylsiloxy)fenyl]propanu s jejich
typickymi m/z po fragmentaci molekuly jsou zndzornéna na obrazcich 9 a 10.
Vysledek fragmentace zavisi na molekuldrni struktufe, vazebnych energiich

v

a elektronickych stavech vznikajicich iontd. Nejpravdépodobnéjsi je odtrzeni elektronu
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S nejnizsi ionizaéni energii. Pravdépodobnost ionizace roste v pofadi o-, m- a n-elektrony,
piicemz pravdépodobnym mistem lokalizace kladného néaboje jsou ndsobné vazby
a heteroatomy s neparovymi elektrony. Mezi molekularnim iontem a fragmenty iont existuji
logické ztraty odstépitelnych fragmentt [39].
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Obr. 9 Hmotnostni spektrum BPA [43]
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Obr. 10 Hmotnostni spektrum 2,2-bis[(4-trimethylsiloxy)fenyl]propanu[44]

2.2.2.2 Kapalinova chromatografie (LC)

V kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapalina. Na rozdil od plynové chromatografie
rozhoduji o separaci slozek vzorku nejen jejich interakce se stacionarni fazi, ale velmi
vyrazné i pouzitd mobilni faze. Cas, ktery stravi analyt v mobilni nebo stacionarni fazi, zavisi
na afinité analytu ke kazdé z nich. Podle uspotféddani chromatografického systému rozliSujeme
kapalinovou chromatografii v plosném a kolonovém uspotadani. LC je vhodna i pro separaci
tepelné nestalych a netékavych sloucenin (az 85 % vSech chromatografovatelnych sloucenin)
[45, 46].

Vysokoucinna  kapalinova chromatografie (HPLC, High Performance Liquid
Chromatography) je jednou z nejcastéji pouzivanych separac¢nich metod. Spole¢nym znakem
vsech technik HPLC je pouziti kapalné mobilni faze, ucinnych kolon a vysokotlakych
cerpadel [47].

Kapalinovy chromatograf mé nasledujici soucasti:

e  Zasobnik mobilni faze

e  Odplynovac

e Programovani gradientu

e Cerpadlo

e Davkovaci zafizeni

e Kolona, piip. s predkolonou

e  Detektor

e  Ridici pocita¢

Kapalina se do kolony ¢erpa bezpulznim ¢erpadlem, nejcastéji s dvéma pisty zapojenymi
sériové [47].
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Nejcastéjsi davkovace jsou obtokové, v nichz je vzorek umistén v kapilarni smycce
kalibrovaného objemu, zafazované do toku mobilni faze vicecestnym ventilem.

K vlastnimu rozdéleni analyzované smési dochédzi na kolong. Méfitkem kvality kolony
je pocet teoretickych pater n (respektive vySkovy ekvivalent teoretického patra H). Plasté
kolon se vyrabé&ji nejéastéji z nerezové oceli. Z hlediska Gc¢innosti kolon jsou vyhodné malé
Castice sorbentu, v soucasnosti se pouzivaji Castecky o priméru 2 um i méné. Na trhu
je dostupny Siroky sortiment naplni [47].

Pro vybér mobilni faze jsou teoretickym podkladem volby hodnoty polarity a selektivity
rozpoustédel. Prakticky je tfeba brat vuvahu i jejich viskozitu, bod varu, misitelnost,
podle pouzitého detektoru téz index lomu, hranici absorpce UV zaieni, apod.

Detektor je zafizeni, které pfevadi mnozstvi slozky na elektricky signal (odezvu) [47].

Tato prace je zaméfena na stanoveni BPA metodou plynové chromatografie, metoda
kapalinové chromatografie je tu tedy zminéna pro uplnost.

2.2.2.3 Plynovd chromatografie (GC)
Plynova chromatografie (Gas Chromatography, GC) je typ separa¢ni metody, kdy se od sebe
oddéluji slozky obsazené ve vzorku, které mohou byt ptevedeny do plynné faze, aniz by doslo
k jejich rozkladu. Je nejcastéj$i metodou pro analyzu volatilnich a semivolatilnich latek.
Mezi hlavni vyhody této techniky patéi jednoduché a rychlé provedeni analyzy, Géinna
separace latek a malé mnozstvi vzorku potiebné k analyze [48, 49].

Principem je rozdéleni latek mezi mobilni a staciondrni fazi. Koncentrace téchto latek
je definovana distribuéni konstantou Kp (popisuje rovnovahu mezi koncentracemi analytu
Vv obou fazich) charakterizovanou rovnici €. 1:

KD :Cs/cm (1)

kde csa cym jsou rovnovazné koncentrace slozky ve stacionarni a mobilni fazi.
Obrazek 11 zachycuje schematické uspotradani plynového chromatografu [49].

Injektor

Regulator pratoku / M
\ Pocitac
><] n
.\

Detektor

Nosny plyn Termostaty pro kolonu,
injektor a detektor

Obr. 11 Schéma plynového chromatografu [48]
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2.2.2.3.1 Nosny plyn
U plynové chromatografie je vzorek davkovan piimo do nosného plynu, kde je nasledné
transportovan separacni kolonou. Mobilni fazi je zde plyn. Jako nosné plyny se nejcastéji
pouzivaji vodik, dusik, helium a argon. Pii volbé nosné¢ho plynu se uvazuji nasledujici
faktory: viskozita, G¢innost, ¢istota, reaktivita, typ pouzivaného detektoru a cena plynu [48].
Pratok mobilni faze musi byt optimalizovan tak, aby se dosahlo co nejlepsiho rozdéleni
latek na kolong, tj. nejmensiho roz$ifeni zoén separovanych latek. Ctyfi hlavni dgje
(viz obrazek 12), které se podileji na rozSifovani zon béhem prachodu kolonou, jsou [48]:
a) vitiva (turbulentni) difize — rizné molekuly musi pfi prichodu napliovou kolonou
v dtsledku nepravidelnych kanalkd mezi ¢asteCkami naplné urazit rizné vzdalenosti
b) molekularni difize — molekuly putuji z mista o vy$s$i koncentraci do mista o nizsi
koncentraci, po i proti sméru proudéni mobilni faze
c) odpor proti ptenosu hmoty ve stacionarni fazi — rizné molekuly difunduji razné
hluboko do vrstvy stacionarni faze
d) odpor proti pfenosu hmoty v mobilni fazi — rychlostni profil mobilni faze
je parabolicky

Obr. 12 Hlavni mechanismy rozsirovani zon analytu na chromatografické koloné [48]

Zavislost vyskového ekvivalentu teoretického patra (H) na primémné linedrni rychlosti
mobilni faze (U) pro dany typ nosného plynu popisuje van Deemterova rovnice (rovnice €. 2):

H=A+B/u+C-u 2)
kde konstanta A vyjadiuje piispévek vifivé (turbulentni) diftze, B piispévek podélné diftize

a C prispévek odporu proti pienosu hmoty. Pro plynovou chromatografii na kapilarnich
kolonach plati Golayova rovnice (rovnice 2a):
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kde Cs a Cy jsou piispévky odporu viéi pfenosu hmoty ve stacionarni a mobilni fazi.
Obrazek 13 zobrazuje van Deemterovu kiivku s jednotlivymi ptispévky a Golayovy kiivky
pro nejcastéji pouzivané nosné plyny v plynové chromatografii [48].
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Obr. 13 Van Deemterova krivka s prispevky turbulentni (A)a molekuldrni (B) difuze a odporu viici
prevodu hmoty a Golayovy kiiivky pro vybrané nosné plyny [48, 50]

Vzorek je v davkovaci pieveden do plynné faze. Dale prochazi kolonou, v niz dochazi
k separaci jednotlivych slozek (viz obrazek 14). Slozky, které opoustéji kolonu, jsou
detekovany pomoci detektoru, jenz urcuje kvalitativni a po kalibraci i kvantitativni zastoupeni
jednotlivych slozek [51].

Obr. 14 Separace v GC [52]

2.2.2.3.2 Regulator tlaku a priitoku

Regulatory tlaku a prutoku jsou elektronicka regulacni zafizeni, slouzici k ovladani pritoku
atlaku nosného plynu. Regulator pritoku zarucuje pozadovany pritok plynu kolonou
a detektorem bez ohledu na typ nosného plynu, teplotu a rozméry kolony, a to prostfednictvim
nastaveni tlaku na vstupu kolony podle viskozity plynu, vnitiniho priméru kolony a délky
kolony [48].
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2.2.2.3.3 Injektor

K zavedeni vzorku do proudu nosného plynu slouzi injektor. Technika davkovani musi
zajistit optimalni tvar nastiikové zony tak aby bylo mozno plné¢ vyuzit separacni ucinnosti
kolony. Nasttik latky se nej¢astéji provadi pomoci specialni injek¢ni stéikacky pies septum,
které oddéluje vnitini ¢ast injektoru od vné&jsiho prostoru. K rychlému odpafeni vzorku
pomoci vysoké teploty a ke spravnému promichani par vzorku s nosnym plynem dochazi
V lineru, sklenéné vlozce, ktera je soucasti injektoru. DéEli¢ toku (splitter) umoziuje vést jen
Cast odpafeného vzorku na kolonu, podle nastavené¢ho déliciho poméru (split ratio).
Pii stopové analyze se pouziva technika nastiiku bezdé€licova (splitless injection).
Pred nastiikem dojde k uzavieni délice toku a na kolonu vstupuje cely davkovany objem
vzorku. Na obrazku 15 je zobrazeno mozné schéma injektoru plynového chromatografu [48].

Pryiové septum

—
) Oplach septa
Nosny plyn
Déli¢ toku
——’.
Sklenény liner = /é
7
1 x‘{e Kolona
ﬁ

Obr. 15 Schéma injektoru plynového chromatografu [53]

2.2.2.3.4 Kolona
Kolony se pouzivaji dvojiho typu, naplnové a kapilarni (viz obrazek 16).

Naplnové kolony jsou trubice o vnitinim praméru vétSinou 2 az 5 mm a délce od desitek
centimetri do nékolika metra, obsahujici adsorbent nebo nosi¢, ktery je pokryty kapalnou
stacionarni fazi. Zhotovuji se z nerezové oceli nebo skla a maji vyssi kapacitu nez kapilarni
kolony. Adsorbentem je silikagel, grafitizované saze, ptipadné¢ oxid hlinity [54].

Nosi¢em V naplnovych kolonach pro rozdfélovaci plynovou chromatografii je nejcatéji
upravena kiemelina a staciondrni faze se voli podle povahy analyzovaného vzorku.
Pro nepolarni latky se pouziva polydimethylsiloxan, pro mirn¢ polarni fenyl-dimethylsiloxan
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(5- 35 % fenylu), pro stiedné polarni fenyldimethylsiloxan (75 % fenylu) a pro polarni
Carbowax (polyethylenglykol rizné molekulové hmotnosti, PEG) [54].

Kapilarni kolony se zhotovuji z oxidu kfemicitého velmi vysoké Cistoty potazeného
polyimidem pro udrzeni pruznosti. Jejich vnitini prameér je nejcastéji od 0,1 do 0,53 mm, délka
se mize pohybovat od nékolika do stovek metri. Stacionarni faze je zde nanesena na vnitini
sténg kapilary. Uginnost je kolem 1 000 az 3 000 teoretickych pater na 1 m [54].

Napliiova kolona Kapilarni kolona

Obr. 16 Napliova a kapilarni kolona [53]

Kolona je umisténa v termostatu, ktery je temperovan na urcitou teplotu. Teplota
je dilezitda proménna v plynové chromatografii. Pokud je teplota kolony béhem analyzy
vzorku konstantni, jedna se o isotermalni analyzu. Pro analyzu multikomponentnich smési
latek s rozdilnymi body varu je vhodné pouzit teplotniho programu, kdy se teplota kolony
béhem analyzy bude ménit. Vyhodou pouziti teplotniho gradientu je zlepSeni tvaru
chromatografickych pikt (zuzeni pikl, vyssi pomér signal/Sum), zlepSeni rozliSeni a vyrazné
zkraceni doby analyzy [48].

2.2.2.3.5 Detektor

Z kolony je nosny plyn veden do detektoru, ktery nasledné reaguje na piitomnost analytu
asignal je zaznamenavan. Podminkou efektivni funkce detektoru je dostate¢na citlivost
s moznosti dosahovat dostatecné nizké detekéni limity pro urcité analyty. Dalezita je rovnéz
vysoka selektivita pro stanovované analyty [46, 54].

Teplota detektoru by méla byt vyssi nez je teplota plynt vychazejicich z kolony,
aby se zabranilo kondenzaci latek na sténach detektoru. V plynové chromatografii se vyuziva
nékolik typa detektord.

Tepelné vodivostni detektor (TCD, Thermal Conductivity Detector) obsahuje zahiivané
odporové vlakno. To se ochlazuje protékajicim plynem a tim se méni jeho elektricky odpor.
Prichod latky detektorem se projevi zménou tepelné kapacity proudiciho plynu a tudiz
i zménou teploty odporového vlakna, coz zpisobi zménu jeho elektrického odporu, ktera
se meti. V praxi se vedle sebe zapojuji dvé mémé cely s vlakny, do jedné se pfivadi Cisty
nosny plyn, do druhé eluat. Jedna se o univerzalni typ detektoru s Sirokym rozmezim linearity
odezvy detektoru [48, 49].

U plamenového ionizacniho detektoru (FID, Flame lonization Detector) je eluat
z chromatografické kolony zavadén do plaminku vytvafeného hofenim vodiku ve vzduchu,
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kde probihaji procesy vedouci ke vzniku iontt. Detektor se sklada z ocelové trysky, do které
vstupuje smés nosného plynu s piidavkem paliva (vodiku) a pfidavného plynu (nejcastéji
dusik). V proudu vzduchu na Spi¢ce mikrohotaku dochazi ke spaleni této smési za vzniku
iontl, které se detekuji na polarizovanych elektrodach (viz obrazek 17). FID poskytuje
odezvu tém¢ét na vSechny organické latky, pro uhlovodiky je odezva timérna poctu uhlikovych
atomu v molekule. Nelze ho pouzit pro vétsinu anorganickych plynt a par a nékteré organické
latky (formaldehyd, chlorid uhli¢ity). Nastaveni prutoku vodiku a vzduchu musi byt
provedeno i s ohledem nanosny plyn. Maximalni linearity a citlivosti se dosahuje
pii optimalnim pomeéru pridavny plyn/vodik. Nasledkem odchylek od optimalniho poméru
je nestabilni plamen a velky Sum [48, 49].

I
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Obr. 17 Schéma plamenové ioniza¢ni detektor FID [53]

Detektor elektronového zachytu (ECD, Electron Capture Detector) je selektivnim
ioniza¢nim detektorem, ktery poskytuje odezvu na slouceniny obsahujici elektronegativni
atomy, ato zejména halogeny. Pfidavny plyn (dusik) je vlivem [ zafeni v cele detektoru
ionizovan, &imZ vznikaji kationty N," a uvoliiuji se pomalé (termdlni) -elektrony.
Mezi elektrodami v cele detektoru tak prochazi konstantni proud. Elektronegativni atomy
halogenu zachytavaji pomalé elektrony a tim dochazi ke snizeni ioniza¢niho proudu. Zdrojem
ionizujiciho B zaFeni je v ECD *H nebo ®Ni. Nejmensi detekované mnoZstvi je o nékolik fadi
nizsi nez u plamenového ioniza¢niho detektoru [48, 49].

Hmotnostni spektrometrie (MS) je fyzikaln¢ chemicka metoda, ktera slouzi k urovani
hmotnosti atomt, molekul a jejich fragmentti po prevedeni na ionty kladné nebo zaporné
nabité. Schéma hmotnostniho spektrometru je znazornéno na obrazku 18 [39].
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Obr. 18 Blokové schéma hmotnostniho spektrometru [39]

Do ionizovaného stavu pievadi latky iontovy zdroj. lonizacni techniky se déli na mékké
atvrdé. Pii mekkych ionizacnich technikach je piedana energie mala a pravdépodobnost
fragmentace primarn¢ vzniklého iontu je mala, zatimco u tvrdych ioniza¢nich technik energie
k fragmentaci postacuje.

Ptikladem tvrdé ioniza¢ni techniky je elektronova ionizace, ktera byla pouzita v této praci
pii analyze BPA. Jedna se o ionizaci svazkem urychlenych elektrond, které jsou emitovany
zhavenym vlaknem (W nebo Re) a ptitahovany protilehlou elektrodou. Standardni kineticka
energie ionizujicich elektroni je 70 eV. Vzorek je ptivadén kolmo k proudu elektrond.
Pfiblizenim emitované¢ho elektronu k elektronovému obalu neutrdlni molekuly dojde
k vyrazeni elektronu z obalu molekuly, ¢imz dojde k ionizaci a nasledné fragmentaci
molekuly piebytkem energie. Vzniklé ionty jsou vytéstovaci elektrodou (repelerem)
vypuzeny z iontového zdroje, svazek iontl je dale zaostfen a urychlen do hmotnostniho
analyzatoru [55].

Analyzatory slouzi k separaci iontd na zakladé poméru m/z. Pouzivaji se tyto typy
analyzatoru [55]:

e Magneticky analyzator (B)

e Elektrostaticky analyzator (ESA)

e Kvadrupolovy analyzator (Q)

e Jontova past (IT)

e Priletovy analyzator (TOF)

e Jontovéa cyklotronova rezonance (ICR)

e Sektorovy analyzator s dvojitou fokusaci (HRMS)

U analyzatoru doby letu (TOF - Time—Of-Flight), ktery je znazornén na obrazku 19, jsou
ionty urychleny napétovym pulsem na stejnou kinetickou energii a vstupuji do letové trubice
(oblast bez pole), kde leti rtiznou rychlosti v zavislosti na jejich m/z a dopadaji na detektor
VvV rizném case. lonty s mensi hodnotou m/z o stejné kinetické energii se pohybuji rychleji,
takZe se rychleji dostanou na detektor.
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Obr. 19 Analyzator Time—0f—Flight (TOF) [55]

Na konci letové trubice mize byt umistén reflektron (viz obrazek 20). Reflektron odrazi
ionty elektrostatickym polem zpét na sekundarni detektor, ¢imz se prodlouzi draha letu
azlepsi se tak separace iontd. Cim delsi je draha letu, tim vys§iho rozlieni miZe byt
dosazeno [55, 56, 57].

Reflektron
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Obr. 20 Schéma analyzatoru Time—of—Flight (TOF) s reflektronem [55]

Mg¢teni spekter je velice rychlé a hmotnostni rozsah m/z neni teoreticky omezen, prakticky
zaleZi na konstrukci a urceni piistroje, v némz je tento analyzator vyuzivan [39, 55, 56].
Hmotnostni spektrometr, jako detektor u separacnich technik, mize pracovat V rezimu
SCAN nebo SIM.
e SCAN - jde o snimani spekter ve zvoleném rozsahu m/z s nastavenou frekvenci.
Limit detekce je fadove 10 ng/nastiik. Pfi tomto zplsobu registrace Ize ziskat:

o zéznam zavislosti celkového iontového proudu na case (TIC) — odpovida
nespecificka  detekce  vSech iontd analyzovanych  hmotnostnim
spektrometrem

o zavislost vybrané hodnoty m/z na case — odpovida selektivni detekci
vybranych latek

o hmotnostni spektrum v libovolném zvoleném Case — muze byt pouzito
k identifikaci nebo potvrzeni identity separovanych slouc¢enin
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e SIM - Selected lon Monitoring — analyzator je po celou dobu nastaven na pruchod
vybraného fragmentu. Pouziva se pro cilené analyzy specifikovanych latek. Limit
detekce je vyrazné niz$i nez v rezimu SCAN.

Proud oddélenych ionti je sméfovan na detektor, kde vznikd signal tmérny poctu
dopadajicich iontii. Ten je pieveden do pocitace a pomoci softwaru zpracovan do podoby
hmotnostnich spekter [39].

Plynovy chromatograf s hmotnostnim spektrometrem (viz obrazek 21) piedstavuje
kombinaci vysoce ucinné separac¢ni schopnosti plynové chromatografie s identifika¢nimi
moznostmi hmotnostni spektrometrii. V soucasné dob¢ patii mezi rutinni metody. Pouziva
se pro identifikaci Sirokého spektra latek v ramci stanovovaného vzorku. Oblast pouziti
je velice siroka - od analyzy drog, vybusnin, az po identifikaci a stanoveni slozek neznamych
vzorka [51, 56].

ﬁ
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Obr. 21 Schéma GC/MS [58]

V soucasnosti, kdy se v plynové chromatografii vyuzivaji takika vyhradné kapilarni
kolony, je spojeni GC a MS piimé — konec kapilarni kolony je zaveden pfimo do iontového
zdroje hmotnostniho spektrometru [50, 57].

2.2.2.3.6 Kvalitativni a kvantitativni vyhodnoceni chromatogramu

Produktem kazdé GC-MS analyzy v rezimu SCAN je chromatogram a hmotnostni spektrum
kazdé slozky vzniklé separaci v GC. Chromatogram pak slouzi ke kvantitativni analyze
a hmotnostni spektra ke kvalitativni analyze analytd. Jsou-li pti analyze sledovany pouze
vybrané hmotnosti ur¢itych iontt, nazyva se chromatogram fragmentogramem [46, 59, 60].

29



Ze ziskanych chromatogramu lze vyhodnotit retenéni Casy jednotlivych piki, plochy
a vysky piku atd.
Proces separace popisuje n¢kolik veli¢in [61]:
e Retencni objem V. objem mobilni faze, ktery musi projit kolonou, aby se pfislusny
analyt dostal od poc¢atku ke konci separa¢ni kolony
e Retencni cas t,: as od nastiiku po eluci maxima ptisluSného piku
e Mrtvy objem kolony Vy: objem eluentu, ktery musi projit kolonou,
aby se nezadrzovany analyt dostal od poc¢atku ke konci kolony
o Mrtvy cas kolony ty: retencni Cas analytu, ktery neni v koloné zadrzovan, tj. analytu,
ktery se pohybuje kolonou stejnou rychlosti jako mobilni faze
e Redukovany retencni cas t'y: Cas, ktery ptisluSny analyt stravi ve stacionarni fazi
e Dtlezitou charakteristikou je tzv. retencni faktor ki, ktery naznacuje, do jaké miry
je slozka i zadrzovana na kolon¢ béhem separace (rovnice €. 3).

ki = (tr _tm )/tm (3)

Nositelem kvalitativni informace jsou eluéni parametry tg @ Vg. Elu¢ni ¢as neznamého
analytu se porovnava s eluénim ¢asem standardu za stejnych podminek [61].

Kvantitativni analyza vychédzi z toho, ze plocha vymezena pikem nad zakladni linii
nebo vyska piku je imérna koncentraci latky [61].

Kvalita kvantitativni analyzy je pfedev§$im ovlivnéna ptipravou vzorku, spravnou funkci
pristroje a kvalitou zpracovani dat, S ¢imZ také souvisi spravna volba jedné z nasledujicich
kalibra¢nich metod:

e metoda vnitini normalizace

e metoda absolutni kalibrace (vnéjSiho standardu)
e metoda vnitiniho standardu

e metoda standardniho ptidavku

Pro tuto diplomovou praci byla zvolena metoda absolutni kalibrace. Touto metodou
se urcuje koncentrace nebo mnozstvi latky na zaklad€ kalibra¢ni zavislosti. ProtoZze u této
metody je kriticky objem nastiiku, zavisi spravnost metody na dobré reprodukovatelnosti
davkovanych objemu; doporucuje se pracovat s automatickym davkovacem [39, 48].

Experimentalni ¢ast vychazi z fady studii (viz tabulka €. 2) provedenych k analyze BPA
ve vzorcich vody na Cistirnach odpadnich vod metodou plynové chromatografie s hmotnostni
detekci po preciSténi pomoci extrakce tuhou fazi. V rdmci této prace byl také analyzovan
pevny podil z téchto vzorkd, ziskany filtraci analyzované vody pted extrakei tuhou fazi.
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Tabulka & 2 Moznosti pripravy Vzorku vody pro analyzu BPA pomoci GC/TOF-MS

Instrumentalni analyza

SPE kolonka

Postup SPE

Derivatiza¢ni
¢inidlo

Derivatizaéni
podminky

Zdroj

GC/TOF-MS

C18, Qasis HLB

Kondicionace: 2 x 3,5 ml
methanol 2 x 3 ml Milli -

Q
Promyti: 4 x 2,5 ml Milli -
Q

Suseni: 60 min
Eluce: 4 x 2 ml DCM -
hexan

50 pl BSTFA +
50 pl Pyridin

65 °C, 20 min

[28]

GC/TOF-MS

QOasis HLB

Kondicionace: 5 ml
ethylacetat , 5 ml
methanol, 5 ml Milli - Q

Promyti: methanol : Milli -
Q5:9

Suseni: 15 min

Eluce: 2 x 4 ml ethylacetat

50 ul BSTFA +
50 pl Pyridin

65 °C, 25 min

(40]

GC/TOF-MS

C18

Kondicionace: 5 ml
diethylether, 5 ml
methanol

Promyti: 10 ml Milli - Q :
methanol 9: 1

Suseni: 90 min

Eluce: 15 ml diethylether

50 ul BSTFA

45 °C, 60 min

(62]

GC/TOF-MS

C18

Kondicionace: 3 x 2 ml
ethylacetat , 3 x 2 ml
methanol, 3 x 2 ml Milli -

Q

Promyti: 2 ml Milli - Q
Suseni: 60 min

Eluce: 3 x 2 ml ethylacetat

50 ul BSTFA +
1%TMCS +
10 pl Pyridin

70 °C, 20 min

[41]

GC/TOF-MS

C18

Kondicionace: 5 ml
methanol , 5 ml Milli - Q

Suseni

Eluce: 2 x 5 ml hexan -
DCM, 2x5ml
methanol - DCM

50 ul BSTFA

60 °C, 15 min

QOasis HLB

Kondicionace: 6 ml
diethylether, 5 ml
methanol, 5 ml Milli Q

Suseni: 90 min

Promyti: 5 ml Milli - Q :
methanol 40 : 60

Eluce: 10 ml methanol -
diethylether

50 ul BSTFA

60 °C, 15 min

[63]
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2.2.2.4 Kompletni dvoudimenziondlni plynova chromatografie (GCxGC)

Pro piili§ slozité vzorky muze byt obtizné dosahnout separace vsech slozek GC metodou,
protoze pikova kapacita kolony je limitovana. Pikova kapacita je mnozstvi pikt, které je dana
kolona schopna rozd¢lit v ramci jedné analyzy. Vysledny pocet latek, které mohou byt plné
odseparovany, je tedy omezeny. Jediné feSeni tohoto problému je podrobit vzorek separaci
na druhé¢ GC koloné s odlisnym mechanismem separace (orthogonalni separa¢ni podminky)
pii zachovani  chromatografického rozliseni z prvni dimenze. Vyhoda pouzZiti
vicedimenzionalnich separaci spociva v nasobeni pikovych kapacit jednotlivych po sobé
jdoucich krokt. Spravnym sefazenim separacnich krokli je mozné zvysit hodnotu pikové
kapacity o nékolik tadi a teoreticky tak umoznit separaci velmi slozitych smési. Toto
predstavuje maximalisticky odhad. V redlnych situacich byva zvyseni pikové kapacity mensi,
presto vSak vyznamné, jak dokazuje napiiklad vyuziti GCxGC/TOF-MS pro analyzu
metabolith v savci tkani. Zde se ve srovnani s metodou GC/TOF-MS rozsifil rozsah
detekovatelnych latek z 538 na vice nez1200 a byly tak zjistény latky neocekavané
a dokonce neznamé [50, 64, 65].

Kompletni dvoudimenzionalni plynova chromatografie GCxGC umoziiuje analyzu
komplexnich vzorkd.

Dvé kolony s odlisSnym separanim mechanismem jsou umistény v samostatnych
termostatech. Primarni kolona je obvykle del$i a nepolarni, separace zde probiha na zakladé
bodu varu. Sekundarni kolona je obvykle kratka a polarni, separuje latky na zaklad¢ polarity.
Obé¢ kolony jsou spojeny tzv. modulatorem, ktery pomoci studenych (plynny dusik chlazeny
kapalnym dusikem) a horkych (vzduch, 300 °C) pulzi nejdiive zachycuje a koncentruje
slou¢eniny eluované z prvni dimenze a nasledné jej reinjektuje do dimenze druhé [66].

PouZzivaji se nasledujici typy modulatort:

Ventilovy modulator s davkovaci smy¢kou — Davkovaci smycka je plnéna eluatem
z primarni kolony. V pravidelnych intervalech je eluat davkovan na sekundarni kolonu.
Stla¢enym pomocnym nosnym plynem piitom dochazi k zakoncentrovani [50].

Termalni modulator — Jde o kratkou kapilarni kolonu se silnym filmem stacionarni faze,
na kterém dochazi k zachyceni analytu. Nasledné¢ jsou analyty uvoliiovany ohievem
otacejicim se raminkem [50].

Kryogenni modulator — Modulaci zajistuje pohyb kryopasti, kterd je chlazena kapalnym
CO; [50].

Dvoustupiiovy kryogenni modulator — Modulace je realizovana sttidavym chlazenim
usekt kolony a jejich zahfivanim vzduchem z kolony [50].

Dvoustupiiovy kryogenni modulator se 4 tryskami - Modulator tvori dva pary trysek
umisténych na koloné. Kazdy par obsahuje trysku pro chlazeni a pro zahtivani. Jako chladici
medium slouzi plynny dusik, ktery je ochlazovan kapalnym dusikem a k ohtevu slouzi proud
vzduchu zahraty na 300 °C. Na zacatku separace jsou latky prostupujici z primarni kolony
vymrazovany pod prvni tryskou. Nasledné se v nastaveném case zapne ohiivaci tryska a latky
jsou zachytavany pod druhou tryskou. Prvni stupen automaticky piechazi na chlazeni.
Ve druhém stupni postupuji zahtaté analyty na sekundarni kolonu. Zde dochazi
k jejich separaci a cely postup se opakuje [50].
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Pro GCxGC je nejvhodnéjSim hmotnostné spektrometrickym analyzatorem TOF.
Na modulatoru dochazi k velmi rychlému uvolnovani eluentu, piky vychazejici ze sekundarni
kolony jsou velmi ostré a je tedy zapotiebi rychly sbér dat. TOF je v soucasnosti jediny
analyzator, ktery je schopen tuto podminku uspokojiveé splnit, nebot’ jeho frekvence snimani
je az 500 spekter za sekundu Spojeni téchto dvou technik tedy pfinasi znacné vyhody
pfi analyze [50, 67].

Vysledkem analyzy je bud’ dvourozmérny diagram ,,contour plot®, pfipadn¢ ,,colour plot.
Specialni software nejprve spocita zakladni linii, signal dekonvoluuje, vytvofi jednotlivé piky
v prvni dimenzi a ty kombinuje. Vznika 2D chromatogram. Tento 2D chromatogram pievede
software do podoby contour plotu, kdy na osach X a Y jsou reten¢ni ¢asy v obou dimenzich
a vyska piku je zndzornéna vrstevnicemi, pfipadné do podoby colour plotu, kde vyska piku
je reprezentovana vybarvenim skvrny. Nasleduje zpracovani charakteristik pikd a spektralni
identifikace podle knihovny spekter [50, 66]. Dal$i mozZnosti je trojrozmérné (prostorové)
zobrazeni chromatogramu.

2.2.2.4.1 Pegasus® 4D GCxGC/TOF-MS [68]
Piistroj Pegasus® 4D GCxGC TOFMS, ktery je zobrazen na obrazku 22, je komplexnim

Obr. 22 Pristroj Pegasus® 4D GCxGC/TOF-SM, LECO Corporation, U.S.A. [68]
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Technicka konstrukce LECO GCxGC/TOF-MS se sklada z dvoustupnového
kryomodulatoru se 4 tryskami (Dual Stage - Quad Jet Modulator) a sekundarniho termostatu
s programovatelnou teplotou, které jsou umistény v termostatu plynového chromatografu
(viz obrazek 23).

K ovladéani LECO Pegasus 4D GCxGC TOFMS slouzi program ChromaTOF®, vyvinuty
specialné pro GCxGC-TOF MS technologii. Nabizi plnou kontrolu pfistroje véetné ladéni,
sbéru dat, jejich procesovani a prohlizeni v¢etné moznosti vytvafeni report. Je mozno plné
kontrolovat parametry modulace, procesovani dat vcetné¢ vyhledavani pikt a dekonvoluce
spekter. DalSimi moznostmi jsou automaticka kombinace modulovanych pikti, kombinace
plochy pikii pro kvantifikaci, automatické kalibrace a kvantifikace pro GCxGC data,
porovnani vzorkd, klasifikace, skripty, statistické porovnani vzorki a reten¢ni indexy [68].

Diagram of GCxGC-TOFMS Instrument
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Obr. 23 Schéma pristroje pro kompletni dvoudimenziondlni plynovou chromatografii S hmotnostné
spektrometrickou detekci [68]

Pristroj Pegasus® 4D GCxGC/TOF-MS umoziuje ziskani velkého mnozstvi informaci
Z jediného nastiiku, umoznéné zvySenou pikovou kapacitou pii pouziti LECO GCxGC
technologie. Mezi kolonami je pouze jedna spojka. Pegasus 4D umoziuje pouziti libovolnych
parametrti sekundarni kolony [68].
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Kompletni dvourozmérnd plynova chromatografie nabizi vyhody pro Siroké spektrum
aplikaci, jako naptiklad metabolomika, petrochemie, analyza rezidui pesticidi, analyza
forenznich vzorkt, vzorkl pitné a odpadni vody a v mnoha dalSich oblastech. Vyrobce LECO
uvadi vyuziti GCxGC-TOFMS jako prostiedek pro analyzu Sirokého spektra endokrinnich
disruptori ve vodnich nadrzich, produkti osobni hygieny a jinych kontaminanti ve vodnich
nadrzich [68].

2.2.25 ELISA
Citlivou metodou stanoveni BPA je ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

ELISA je jednou z nejpouzivanéjsich imunologickych metod. Slouzi piedevsim k detekci
protilatek, pficemz funguje na bazi imunoenzymatické reakce. Diky vyvoji této metody
se zacala ELISA vyuzivat také pro detekci toxinl a bioaktivnich latek, k nimz lze zatradit
i alkylfenoly a BPA [37].

Ke stanoveni BPA metodou ELISA je ur¢ena naptiklad souprava ELISA-VIDTEST BPA
od firmy VIDIA spol. s r.o. Slouzi k detekci BPA ve vodach, v pudach a k detekci BPA
uvoliovaného z obalového materialu uréeného pro potraviny [69].

Ve vzorku pfitomny BPA se vaze na specifickou protilatku v pritbéhu prvniho inkubaé¢niho
kroku. Protilatky, které nebyly zachyceny v komplexu s antigenem ze vzorku, reaguji s BPA
imobilizovanym v jamkach mikrotitracni desticky. Nasleduje aplikace sekunddrni enzymové
znacené protilatky. Intenzita barevné reakce je nepfimo timérnd mnozstvi BPA ve vzorku.
Pokles signalu urcuje pfitomnost BPA v testovaném prostiedi.

Detekéni limit je 10 ng/ml, doba stanoveni 2,25 hodiny. Ke kvantitativnimu stanoveni
slouzi kalibra¢ni kiivka [69].

2.3 Cistirny odpadnich vod vybrané pro analyzu

2.3.1 Cistirna odpadnich vod Mod¥ice

Cistirna odpadnich vod v Modficich (obrazek 24) slouzi k &i§téni odpadnich vod piivadénych
systtmem kanaliza¢nich stok z mésta Brna a prostfednictvim soustavy Cerpacich stanic
i z Sirokého okoli Brna (mésta Kufim, Modfice, obce Zelesice, Ceska u Brna., §1apanice,
glapanice - Bedfichovice, Ostopovice, Moravské Kninice, Lipivku, Podoli, Ponétovice
a Rozdrojovice). V soucasné dobé je zajisténa dostate¢na kapacita COV i pro ocekavany
rozvoj Brna a blizkého okoli a Cistirna odpadnich vod spliiuje podminky ceské i evropské
legislativy. Blokové schéma znazoriiuje obrazek 25.

Jeji ptipustné mnozstvi vypousténych odpadnich vod je 4 222 I/s (61 520 m?*/rok) [70].
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2.3.2 Cistirna odpadnich vod Luhadovice
Cistirna odpadnich vod v Luhalovicich (obrazek 26) slouzi k ¢isténi odpadnich vod

privadénych systémem kanaliza¢nich stok z mésta Luhacovice.

Obr. 26 Cistirna odpadnich vod Luhacovice [T1]

Srovnani kapacit obou ¢istiren odpadnich vod je v tabulce ¢. 3.

Tabulka & 3 Parametry COV Modrice a COV Luhacovice [12]

Pocet

) Pocet obyvatel | ekvivalentnich | Projektovana Prﬁj: k;[(c:)i\;gna
Nazev COV Vlastnik piipojenych na obyvatel kapacita, [ek ip alentni
cov pripojenych Qd [m3/den] ol:y:’f tele]
na COV
COV Brnénské
Modfice vodarny a 406 174 397 945 137 000 513 000
kanalizace, a.s.
Vodovody
éQV. a kanalizace 5815 7 265 8 000 16 170
Luhacovice Zlin. a.s
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

Ethylacetat pro HPLC > 99,7 %, Sigma-Aldrich Co., USA
Bisfenol A > 99 %, Sigma-Aldrich Co., USA

Methanol pro HPLC, Sigma-Aldrich Co., USA

Milli-Q voda

Pyridin puriss. p.a. pro titrace, Sigma-Aldrich Co., USA
BSTFA + 1 %TMC 99:1, Supelco Analytical, USA

3.2 Pristroje a zarizeni

38

Filtry ze sklenénych mikrovlaken, typ MN GF - 1, praimér 55 mm, Macharey — Nagel
GmbH & Co, Némecko

SPE kolonka typu Oasis® HLB Cartridge 6 ml (0,5 g), Waters, Irsko a Supelclean™
ENVI™ — 18 SPE 6 ml (0,5 g)

SPE extraktor Baker, model spe - 12G, s vakuovou pumpou KNF Laboport

Ptistroj EVATERM pro suseni dusikem a zahtivani vzorki, LABICOM, CR
Ultrazvuk KRAINTEK

Bé&zné laboratorni vybaveni + sklenéné inszerty 0,25 ml do vialek, Supelco Analytical,
USA

Plynovy chromatograf Pegasus IV D, LECO®, USA (viz obrazek 27)

Obr. 27 Pegasus IV D, LECO®, USA



3.3 Optimalizace rozpoustédla a derivatizace
Analyza kalibrac¢nich a realnych vzorkl pfi optimalizaci byla provedena pomoci plynové
chromatografie ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem s analyzatorem doby letu
(GC/TOF-MS). Pro ovladani systému a sbér a zpracovani dat byl pouzit Software
ChromaTOF 2.32 (LECO Co., St. Joseph, USA).

Jako primarni kolona byla pouzita SLB-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um, Supelco, USA)
a jako sekundarni BPX - 50 (1,29 m x 0,1 mm x 0,1 um, SGE Analytical Science, Australie).

3.3.1 Podminky analyzy

Plynovy chromatograf
e Objem davkovaného vzorku: 1l
e Teplota injektoru: 280 °C
e Metoda nastiiku: bezdélicova, doba zavieni ventilu déli¢e 1 min.
e Nosny plyn: helium 6.0 (SIAD Czech, s.r.0.)
e Pratok nosného plynu: 1 ml/min (konstantni prutok)
e Teplotni program: 80 °C po dobu 1 min, 15 °C/min do 220 °C,
5 °C/min do 280 °C, finalni izoterma 2 minuty
e Teplota Transfer Line: 280 °C
Hmotnostni spektrometr
e Rozsah skenu: 50-500u
e Frekvence snimani spekter: 20 spekter/s
e Napéti na detektoru: 1850 V
e Teplota iontového zdroje: 250 °C

3.3.2 Analyza vzorku o znamé koncentraci BPA bez derivatizace
K optimalizaci derivatizace byly pouzity kalibrac¢ni roztoky. 10 mg BPA bylo rozpusténo
v methanolu na koneény objem 100 ml. Ze zasobniho roztoku byla ptipravena kalibra¢ni fada
roztokt o koncentracich 1 000, 500, 200, 50, 10 a 5 ng/ml.

Nejprve byl pouzit kalibracni roztok 1 000 ng/ml a byla provedena analyza bez odpateni
do sucha a bez derivatizace pomoci GC/TOF-MS. BPA nebyl ve vzorku touto metodou
nalezen.

3.3.3 Analyza roztoku vzorku o znamé koncentraci BPA po derivatizaci

Derivatizace byla provedena N,O-bis-(trimethylsilyl)-trifluoracetamidem (BTSFA)
s 1 % trimethylchlorsilanem  (TMCS). Trimethylsilylova skupina BSTFA  reaguje
s hydroxylovou skupinou BPA za vzniku 2,2-bis[(4- trimethylsiloxy)fenyl]propanu.

100 pl kalibraéniho roztoku o znamé koncentraci 1 000 ng/ml bylo ptevedeno do sklenéné
vialky, bylo pifidano 100 ul pyridinu a 100 pl derivatiza¢niho ¢inidla BSTFA + 1 % TMCS
a po dobu jedné minuty michano. Poté byla vialka se vzorkem inkubovana po dobu 25 minut
pfi teploté 65 °C. Vzorek byl ihned po vychladnuti analyzovan pomoci GC/TOF-MS. Derivat
2,2-bis[(4-trimethylsiloxy)fenyl]propan nebyl touto metodou ve vzorku nalezen.

3.3.4 Analyza odparku vzorku o znamé koncentraci BPA po derivatizaci
100 ul kalibracniho roztoku o znamé koncentraci 1 000 ng/ml bylo kvantitativné
ptevedeno do 0,25 ml insertu (viz obrazek 33) 2 ml sklenéné vialky, vzorek byl vysusen
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do sucha pod proudem dusiku. Bylo pfidano 50 ul pyridinu a 50 ul derivatiza¢niho ¢inidla
BSTFA+1% TMCS a po dobu jedné minuty michano. Poté byla vialka se vzorkem
inkubovéna po dobu 25 minut pfi teploté 65 °C.

Obr. 28 Pouzity typ insertu a odpareni jeho objemu pod proudem dusiku

Vzorek byl ihned po vychladnuti analyzovan pomoci GC/TOF-MS. Derivat
2,2-bis[(4-trimethylsiloxy)fenyl]propan byl touto metodou ve vzorku nalezen.

Byla proméfena celd kalibracni fada a vzhledem k tomu, Ze ke stanoveni derivatu
2,2-bis[(4 - trimethylsiloxy)fenyl]propanu doslo v pouze v roztocich 1 000 — 200 ng/ml, bylo
zménéno rozpoustédlo z methanolu na ethylacetat. S timto rozpoustédlem byla naméfena cela
kalibracni fada.

V ramci této metody byl také optimalizovan maximalni ¢as pro analyzu po derivatizaci.
Kalibra¢ni roztok 500 ng/ml byl analyzovan 0,5; 2 a 4 hodiny po derivatizaci.

3.3.5 Odpareni vzorku o znamé koncentraci BPA a derivatizace a analyza

po 24 hodinach.
Vzhledem Kk ¢asové narocnosti pro vySe uvedeny zpisob jednotlivé piipravy a analyzy
kazdého vzorku zvlast’ byla provedena dal$i optimalizace v rdmci sjednoceni piipravy vice
vzorkil najednou.

100 pl kalibraéniho roztoku o znamé koncentraci 1000 ng/ml bylo kvantitativné
pievedeno do 0,25 ml insertu 2 ml sklenéné vialky, vzorek byl vysuSen do sucha
pod proudem dusiku a uzavien. Byl ponechan po dobu 24 hodin ve tmé¢ a 4 °C. Poté bylo
ptidano 50 pl pyridinu a 50 pl derivatiza¢niho ¢inidla BSTFA + 1 % TMCS a po dobu jedné
minuty michano. Poté byla vialka se vzorkem inkubovana po dobu 25 minut
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pii teploté 65 °C. Vzorek byl ihned po vychladnuti analyzovan pomoci GC/TOF-MS. Derivat
2,2-bis[(4-trimethylsiloxy)fenyl]propan nebyl touto metodou ve vzorku nalezen.

3.3.6 Odpaieni vzorku o znamé koncentraci BPA a aplikace 50 ul pyridinu,
derivatizace BSTFA a analyza po 24 hodinach.

100 pl kalibracniho roztoku o znamé koncentraci 1 000 ng/ml bylo kvantitativné pievedeno
do 0,25 ml insertu 2 ml sklenéné vialky, vzorek byl vysuSen do sucha pod proudem dusiku,
bylo pfidano 50 pl pyridinu a vialka byla uzaviena. Vzorek byl ponechan po dobu 24 hodin
ve tmé pii 4 °C. Poté bylo pfidano 50 pl derivatiza¢niho ¢inidla BSTFA + 1 % TMCS
a po dobu jedné minuty michdno. Vialka se vzorkem byla inkubovana po dobu 25 minut
pii teploté 65 °C. Vzorek byl ihned po vychladnuti analyzovan pomoci GC/TOF-MS. Derivat
2,2-bis[(4-trimethylsiloxy)fenyl]propan byl touto metodou ve vzorku nalezen v obdobném
mnozstvi jako v pfipadé derivatizace a analyzy bezprostiedné po odpateni.

3.4 Kalibrace GC/TOF-MS

3.4.1 Podminky analyzy

Plynovy chromatograf
e Objem davkovaného vzorku: 1l
e Teplota injektoru: 280 °C
e Metoda nastiiku: bezdéli¢ova, doba zavieni ventilu déli¢e 1 min.
e Nosny plyn: helium 6.0 (SIAD Czech, s.r.0.)
e Pritok nosného plynu: 1 ml/min (konstantni prutok)
e Teplotni program: 80 °C po dobu 1 min, 15 °C/min do 220 °C,
5 °C/min do 280 °C, finélni izoterma 2 minuty
e Teplota Transfer Line: 280 °C
Hmotnostni spektrometr
e Rozsah skenu: 50-500u
e Frekvence snimani spekter: 20 spekter/s
e Nap¢éti na detektoru: 1850 V
e Teplota iontoveho zdroje: 250 °C

3.4.2 Urdceni kalibra¢ni zavislosti
10 mg BPA bylo rozpusténo v methanolu na kone¢ny objem 100 ml. Ze zasobniho roztoku
byla pfipravena kalibra¢ni fada roztoka o koncentracich 1 000, 500, 200, 50, 10 a 5 ng/ml.

100 pl kazdého kalibracniho roztoku bylo kvantitativné prevedeno do 0,25 ml insertu 2 ml
sklenéné vialky, vzorek byl vysuSen do sucha pod proudem dusiku. Bylo ptfiddno 50 pl
pyridinu a 50 ul derivatiza¢niho ¢inidla BSTFA + 1% TMCS a po dobu jedné minuty
michéno. Poté byla vialka se vzorkem inkubovana po dobu 25 minut pfi teploté 65 °C.
Po vychladnuti byl vzorek podroben analyze pomoci GC/TOF-MS.
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3.5 Kalibrace GCxGC/TOF-MS

3.5.1 Podminky analyzy
Jako kolona pro prvni dimenzi byla pouzita SLB-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um, Supelco,
USA) a kolona pro druhou dimenzi BPX-50 (1,29 m x 0,1 mm x 0,1 pum, SGE Analytical

Science, Australie)

Plynovy chromatograf
e Objem nastiiknutého vzorku: 1 ml
e Teplota injektoru: 280 °C
e Metoda nastiiku: bezdéli¢ova, doba uzavieni ventilu déli¢e 1 minuta
e Nosny plyn: helium 6.0 (SIAD Czech, s.r.0.)
e Pratok nosného plynu: 1 ml/min (konstantni prutok)

e Teplotni program:
primarni kolona: 80 °C po 1 min, 15 °C/min do 220 °C, 5 °C/min do 280 °C, finalni
izoterma 2 min
sekundarni kolona: 90 °C po 1 min, 15 °C/min do 230 °C, 5 °C/min do 290 °C,
finalni izoterma 2 min

Modulator: +15 °C nad primarni kolonou
e Hot pulse: 04s
e Cool time: 11s
Hmotnostni spektrometr
e Rozsah skenu: 50-500u
e Frekvence snimani spekter: 100 spekter/s
e Napéti na detektoru: 1850 V
e Teplota iontového zdroje 250 °C

3.5.2 Urdceni kalibrac¢ni zavislosti
10 mg BPA bylo rozpusténo v methanolu na kone¢ny objem 100 ml. Ze zasobniho roztoku
byla ptipravena kalibra¢ni fada roztokd o koncentracich 2 000, 1 000, 500, 200, 50 ng/ml.

100 pul kazdého kalibra¢niho roztoku bylo kvantitativné pievedeno do 0,25 ml insertu 2 ml
sklenéné vialky, vzorek byl vysuSen do sucha pod proudem dusiku. Bylo pfiddno 50 pl
pyridinu a 50 pl derivatiza¢niho ¢inidla BSTFA + 1% TMCS a po dobu jedné minuty
michano. Poté byla vialka se vzorkem inkubovana po dobu 25 minut pii teploté 65 °C.
Po vychladnuti byl vzorek podroben analyze pomoci GCXGC/TOF-MS.

3.6 Optimalizace SPE

3.6.1 Optimalizace rozpoustédla

Vzhledem kjiz dfive zminované skuteCnosti, ze v piipadé methanolu nebylo mozné
analyzovat men$i koncentraci kalibra¢nich roztokli nez 100 ng/ml, byl zvolen ethylacetat
jako elué¢ni ¢inidlo.
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3.6.2 Optimalizace typu SPE kolonky

Pro vybér typu SPE kolonky byla provedena extrakce tuhou fazi na vzorcich 2 x 100 ml
Milli-Q vody s pridavkem 1 ng/ml BPA pro Oasise HLB 6 ml (0,59) a 2 x 100 ml
pro kolonky Supelclean™ ENVI™ — 18 SPE 6 ml (0,5 g).

Podminky SPE:
Typ SPE kolonky: Oasis® HLB Cartridge 6ml (0,5g), Waters, Irsko
a Supelclean™ ENVI™ - 18 SPE 6 ml (0,5 g)
Kondicionace kolonky: 5 ml ethylacetatu, 5 ml methanolu, 5 ml Milli-Q vody
Aplikace vzorku: 100 ml vzorku vody
Promyti: 5 ml methanol — voda (5:95)
Suseni: vakuum 30 minut
Eluce: 2 X 4 ml ethylacetat samospadem do 10 ml sklenéné vialky

3.6.3 Stanoveni vytéZnosti metody

Pro stanoveni vytéznosti metody byla provedena extrakce tuhou fazi na vzorcich 2 x 100 ml
odpadni vody Vv pfitoku a 2 x 100 ml v odtoku z ¢istirny odpadnich vod a do dalsi sady téchto
vzorki byl aplikovan BPA rozpustény v ethylacetatu na konec¢nou koncentraci 0,1 ng/ml
vzorku.

3.7 Odbér vzorku
Vzorky odpadni vody byly odebirany z COV Modiice a COV Luhacovice.

Z COV Modtice byly odebirany 24 hodinové slévané vzorky odpadni vody Vv piitoku
a odtoku. Vzorky odpadnich vod se odebiraly po dobu péti dni.

Z COV Luhagovice byly odebirany 24 hodinové slévané vzorky odpadni vody Vv pfitoku
a odtoku.

Vzorky vody byly uchovavény v plastovych jednolitrovych nadobach v teploté 4 °C
po dobu max. 24 hodin do zpracovani.

3.8 Priprava, extrakce a derivatizace vzorku
Z kazdého vzorku vody V pfitoku a odtoku byl odebran podil 2 x 100 ml a filtrovan nejprve
ptes filtrani papir a znovu vakuové zfiltrovan pies filtr se sklenénymi vlakny.

Filtry z kazdého vzorku (200 ml voda z ptitoku, 200 ml voda z odtoku) byly vloZeny
do 10 ml vialky, bylo pfidino 8 ml ethylacetatu a vialka byla vloZzena na 30 minut
do ultrazvukové lazn¢€, zahtaté na 50 °C. Filtry byly odstranény a nerozpustény pevny podil
byl odfiltrovan pies skladany filtr. Vzorek byl umistén do proudu dusiku. Béhem odpafovani
byl kvantitativné dvoukrokové preveden do 0,25 ml insertu 2 ml sklenéné vialky a odpaten
do sucha. Bylo ptidano 50 pul pyridinu a vzorek byl takto ulozen do tmy a do 4 °C do analyzy.
Pfed analyzou bylo ptidano 50 pl derivatizacniho ¢inidla BSTFA + 1 % TMCS a vzorek byl
po dobu jedné minuty michdn. Poté byla vialka se vzorkem inkubovana 25 minut pfi teploté
65 °C.

Ve filtrované odpadni vodé (vzdy 2 x 100 ml odpadni vody z pfitoku a 2 x 100 ml
z odtoku) byla provedena izolace analytti pomoci extrakce tuhou fazi (SPE):

e Typ SPE kolonky:  Supelclean™ ENVI™ - 18 SPE 6 ml (0,5 g)
e Kondicionace kolonky: 5 ml ethylacetatu, 5 ml methanolu, 5 ml Milli-Q vody
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o Aplikace vzorku: 100 ml vzorku vody

e Promyti: 5 ml methanol — voda (5:95)
e Suseni: vakuum 30 minut
e Eluce: 2 X 4 ml ethylacetat samospadem do 10 ml sklenéné vialky

Na obrazku 29 je eluce dvou vzorka odpadni vody Vv pfitoku a dvou vzorkli odpadni vody
v odtoku z ¢istirny odpadnich vod.

Obr. 29 Eluce pri SPE

Vzorek byl umistén do proudu dusiku. Béhem odpatovani byl kvantitativné dvoukrokove
pieveden do 0,25 ml insertu 2 ml sklenéné vialky a odpafen do sucha. Bylo piidano 50 ul
pyridinu a vzorek byl takto ulozen do tmy a do 4 °C do analyzy. Pied analyzou bylo pfidano
50 pl derivatiza¢niho ¢inidla BSTFA + 1% TMCS a vzorek byl po dobu jedné minuty
michan. Poté byla vialka se vzorkem inkubovana 25 minut pfi teploté 65 °C.

3.9 Analyza vzorki

Kompletni dvoudimenzionalni (2D) plynova chromatografie s hmotnostni detekci
GCXGC/TOF-MS byla vyuzita k analyze viech vzorki piitoku i odtoku na COV Modfice
a Luhacovice.
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3.9.1

Podminky analyzy

Jako kolona pro prvni dimenzi byla pouzita SLB-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um, Supelco,
USA) a kolona pro druhou dimenzi BPX-50 (1,29 m x 0,1 mm x 0,1 um, SGE Analytical
Science, Australie)

Plynovy chromatograf
Objem davkovaného vzorku: 1 ml
Teplota injektoru: 280 °C
Metoda nastriku: bezdéli¢ova, doba otevieni ventilu déli¢e 1 minuta
Nosny plyn: helium 6.0 (SIAD Czech, s.r.0.)
Pratok nosného plynu: 1 ml/min (konstantni pratok)

Teplotni program:
primarni kolona: 80 °C po 1 min, 15 °C/min do 220 °C, 5 °C/min do 280 °C, finalni
izoterma 2 min

sekundarni kolona: +10 ° nad primarni kolonou
Modulator: +15 °C nad primarni kolonou
Hot pulse: 04s
Cool time: 11s

Hmotnostni spektrometr
Rozsah skenu: 50-500u
Frekvence snimani spekter: 100 spekter/s
Napéti na detektoru: 1850 V
Teplota iontového zdroje 250 °C
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Optimalizace rozpoustédla a derivatizace
Optimalizaci podminek derivatizace byla jako nejvhodnéjsi metoda vybrana derivatizace
ihned po vysuseni vzorku a inkubace po dobu 25 minut pii teploté 65 °C.

V ramci této metody byl také optimalizovan maximalni ¢as pro analyzu po derivatizaci.

Intenzita signalu vyjadiend jako plocha pikti méla snizujici se charakter, jak je uvedeno
na obrazku 30. Na zakladé této skutecnosti byly analyzy kalibracnich roztokli provadény
do pul hodiny po derivatizaci.
Vzhledem k tomu, ze ke stanoveni derivatu 2,2-bis[(4-trimethylsiloxy)fenyl]propanu doslo
pouze V roztocich 1 000 — 200 ng/ml BPA v methanolu (v nizSich koncentracich nebyl BPA
nalezen), bylo zménéno rozpoustédlo z methanolu na ethylacetat. S timto rozpoustédlem byla
nameétena celd kalibracni fada.

Optimalizace ¢asu analyzy po derivatizaci

450000
400000 -
350000 -
300000 -
250000 -
200000 -
150000 -
100000 -
50000 -

0

P

Plocha

0,5 2 4

Cas [hod]

Obr. 30 Graf zavislosti plochy piku na case analyzy po derivatizaci pro kalibracni roztok
500 ng/ml .

Pro dal$i analyzu realnych vzorku byla optimalizovana metoda aplikace 50 pl pyridinu
auchovani vzorku vetmé pii 4 °C do analyzy. Pied analyzou bylo aplikovano 50 pl
derivatiza¢niho ¢inidla BSTFA + 1 % TMCS a po promichani byl vzorek inkubovan po dobu
25 minut pfi teploté 65 °C. Do pul hodiny po derivatizaci byl vzorek analyzovan. Derivat
2,2-bis[(4-trimethylsiloxy)fenyl]propan byl touto metodou ve vzorku nalezen v obdobném
mnozstvi (viz tabulka ¢. 4) jako v ptipadé¢ derivatizace a analyzy bezprostiedné po odpateni.

Vypocet relativniho rozpéti byl zde (a v celé diplomové praci) proveden podle rovnice €. 4:

R = Cmx ~Cmn) 10 [9%] (4)
C
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Tabulka ¢ 4 Porovnani vysledkit pri analyze a derivatizaci bezprostiedné po odpareni

a pri analyze 24 hodin po odpareni a aplikaci pyridinu

vzorek Plocha Koncentrace BPA | Primérna koncentrace | Relativni rozpéti
[ng/ml] BPA [ng/ml] R [%0]

1000 ng/ml BPA | 795445 988,87

analyza po odpareni 1001,58 2,54
a derivatizaci 815054 1014,29
1000 ng/ml BPA | 781733 971,10

+ pyridin, BSTFA po 989,21 3,66
24 hodinach 809678 1007,32

4.2 Kalibrace GC/TOF-MS

Vyhodnoceni kalibra¢ni zavislosti je v tabulce €. 5 a kalibracni pfimka na obrazku 31.

Tabulka ¢. 5 Vyhodnoceni kalibracni zavislosti GC/TOF-MS

Koncentrace BPA o . &
[ng/ml] Plocha Vyska h Pomér S/N Sum N

5 39251 3408 145,02 23,50

10 42280 6638 198,15 33,50

50 80701 23883 723,73 33,00

200 192185 1483 40,08 37,00

500 381788 1071 37,58 28,50

1000 820733 656 20,825 31,50
900000

i y =771,5x + 32531
800000 R>— 0,996
700000
© 600000
S
S 500000
o
400000
300000
200000
100000
0 T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200
Koncentrace BPA [ng/ml]

Obr. 31 Kalibracni primka GC/TOF-MS
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4.2.1 Vypocet LOD a LOQ [73]
Hodnoty LOD a LOQ byly vypocitané z kalibra¢ni pfimky vyhodnocené pomoci linearni
regrese:

y=7715-x+3253

Mez detekce LOD (Limit of Detection) odpovida koncentraci, pro kterou je analyticky
signal statisticky vyznamné odliSny od Sumu (rovnice €. 5) — je vyssi nez trojnadsobek Sumu.

LOD=(3-h,)/m (5)

kde hn je Sum na zakladni linii a m je smérnice kalibra¢ni k¥ivky.
hn = primérny Sum z kalibra¢ni kiivky = 32,50

LOD =(3-32,5)/771,5=0,1257 ng/ml
Piepocet na 100 ml vzorku:
LOD=0,1257/1000 =1,26-10 ng/ml

Mez kvantifikace LOQ (Limit of Quantification) je nejnizs$i relevantni stanovitelné
mnozstvi (rovnice €. 6) - signal desetinasobné pievysuje uroven Sumu.

LOQ=(10-h,)/m (6)
LOQ=(10-32,5)/771,5=0,4191ng/ml
Piepocet na 100 ml vzorku:

LOQ=0,4191/1000 = 4,19-10~ ng/ml

4.3 Kalibrace GCxGC/TOF-MS

Vyhodnoceni kalibra¢ni zavislosti je v tabulce €. 6 a kalibracni pfimka na obrazku 32.
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Tabulka ¢. 6 Vyhodnoceni kalibracni zavislosti GCxGC/TOF-MS

Koncentrace BPA o 5 &
[ng/ml] Plocha Vyska Pomér S/N Sum N
50 76822 10683 916,00 11,66
100 132238 18140 1756,00 10,33
200 248595 35674 3171,40 11,25
500 694166 96270 7637,20 12,61
1000 1458459 185256 16074,00 11,53
1500 2355402 239131 17020,00 14,05
2000 3189382 310469 17847,00 17,40
4
3000000 - y = 1560,x
2=0,996
2500000 -
(15}
<
g 2000000 -
o
1500000 -
1000000 -
500000 -
0 T T T T
0 500 1000 1500 2000
Koncentrace [ng/ml]

Na nasledujicim obrazku 33 je vysledny

kalibra¢niho roztoku 1 000 ng/ml.

Obr. 32 Kalibracni piimka GCxGC/TOF-MS

1D chromatogram kalibra¢nich roztoki
500 a 1 000 ng/ml a na obrazcich 34 — 35 je zobrazeni colour plot a 3D chromatogram
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Obr. 33 1D modulovany chromatogram kalibracnich roztokii 500 a 1 000 ng/ml, zobrazen pomér
m/z 357 a 372

Obr. 34 Colour plot pro kalibracni roztok 1 000 ng/ml, zobrazen ion m/z 372
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Obr. 35 3D chromatogram kalibracniho roztoku 1 000 ng/ml, zobrazen ion m/z 372

4.3.1 Vypocet LOD aLOQ
Hodnoty LOD a LOQ byly vypocitané z rovnice kalibraéni piimky vyhodnocené pomoci
linedrni regrese:

y =1560- x

Mez detekce LOD (Limit of Detection)
hn = primérny Sum z kalibra¢ni kiivky = 12,93

LOD =(3-12,93)/1560 = 0,0249 ng/ml
Piepocet na 100 ml vzorku:
LOD =0,0249/1000 = 2,49-10° ng/ml

Mez kvantifikace LOQ (Limit of Quantification)

LOQ = (10-12,93)/1560 = 0,0829 ng/ml
Piepocet na 100 ml vzorku:

LOQ = 0,0829/1000 = 8,29-10° ng/ml
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Meze detekce a kvantifikace jsou niz§i pro GCxGC/TOF-MS nez pro GC/TOF-MS,
coz je znazornéno v grafu na obrazku 36. Vzhledem Kk této skutecnosti byla vsechna
nasledujici méfeni provadéna pomoci GCxGC/TOF-MS.

Porovnani LOD a LOQ pro GC/MS-TOF a GCxGC/MS-
TOF

5,00E-04

4,00E-04

3,00E-04

LOD
=L0Q

2,00E-04

1,00E-04

Koncentrace [ng/ml]

" =

0,00E+00 . .
GC/TOF-MS GCxGC/TOF-MS

Obr. 36 orovnani meze detekce a kvantifikace pro metody GC/TOF-MS a GCXxGC/TOF-MS

4.4 Optimalizace SPE

Vzhledem kjiz dfive zminované skuteCnosti, ze v piipadé methanolu nebylo mozné
analyzovat mens$i koncentraci kalibra¢nich roztokli nez 100 ng/ml, byl zvolen ethylacetat
jako elu¢ni ¢inidlo.

4.4.1 Optimalizace typu SPE kolonky

Priméré hodnoty koncentrace a vytéznosti pro Oasise HLB 6 ml (0,59g) a 2 x 100 ml
pro kolonky Supelclean™ ENVI™ — 18 SPE 6 ml (0,5 g) jsou uvedeny v tabulce ¢&. 7.

Tabulka ¢. 7 Primérné hodnoty koncentrace a vytéznosti pri optimalizaci SPE kolonky

Koncentrace BPA Koncentrace BPA Koncentrace BPA | VytéZnost
Typ kolonky ve vzorku vody i
[ng/ml] v pridavku [ng/ml] [%0]
[ng/ml]

QOasis® HLB

6 ml (0.5 g) 714,775 0,7148 1 71,48
Supelclean™

ENVI™ - 18 SPE 834,5878 0,8346 1 83,46
6 ml (0,59)

Vzhledem k vySe uvedenym vysledktim byl vybran pro dalsi zpracovani realnych vzorka

typ kolonky ENVI™ — 18 SPE 6 ml (0,5 g).
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4.4.2 Stanoveni vytéZnosti metody
Pramérné hodnoty koncentrace BPA a vytéznosti jsou uvedeny v tabulkach ¢. 8 a 9.

Tabulka ¢. 8 Prumeérné hodnoty koncentrace BPA ve vzorcich uréenych ke zjisténi vytéznosti

metody
R m— Koncentrace Prumérna
Vzorek Plocha BPA [ng/ml] BPA ve vzorku | koncentrace BPA ve
g [ng/ml] vzorku [ng/ml]

Vzorek 1 piitoku
s ptidavkem 0,1 ng/ml 2061491 1321,4686 1,3215 L3053
Vzorek 2 pritoku ’
s pFidavkem 0,1 ng/ml 2011182 1289,2192 1,2892
pFitok 1 1922716 1232,5103 1,2325 12250
pritok 2 1899214 1217,4449 1,2174 ’
VzoreK 1 odtoku 1162270 745,0449 0,7450
s piidavkem 0,1 ng/ml
Vzorek 2 odtoku 0,7546

v, 1191998 764,1013 0,7641
s pridavkem 0,1 ng/ml
Odtok 1 1058932 678,8026 0,6788 0.6705
Odtok 2 1033067 662,2224 0,6622 ’

Tabulka & 9 Hodnoty vytéznosti metody pro vzorky vody v pritoku a odtoku z Cistirny odpadnich

vod
Prumér Koncentrace q
ve vzorku v piidavku n /mlli metody [%6]
[ng/ml] [ng/ml] g
Vzorek pritoku
s pridavkem 1,3053
0,1 ng/ml BPA 0,10 0,0804 80,37
Pritok 1,2250
Vzorek odtoku s
pridavkem 0,1 0,7546
ng/ml BPA 0,10 0,0841 84,06
Odtok 0,6705

4.5 Analyza realnych vzorku

Pro obé testované ¢istirny odpadnich vod (COV Luha¢ovice a COV Modiice) byly
z namé&fenych ploch pikd vypocteny koncentrace BPA v daném vzorku. Pro kazdy den byl
dvakrat analyzovan vzorek pfitoku a dvakrat vzorek odtoku z Cistirny odpadnich vod.
Obé¢ ziskané hodnoty byly zprimérovany, piepocteny na vyslednou koncentraci ve vzorku
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na zakladé zjisténé vytdznosti metody a byla stanovena ué¢innost &isticiho procesu v COV
Luhadovice a Modfice pro dany den a nasledné pro COV Modfice také pramérma uéinnost.

45.1 COV Luhadovice

V tabulce ¢. 10 jsou znizornény vysledky koncentraci BPA ve vzorcich vody z COV

Luhacdovice.

Tabulka ¢& 10 Koncentrace BPA ve vzorku vody a ti¢innost cistictho procesu v COV Luhacovice

Koncentrace .
Primérna ., BPA ve vzorku | Uc¢innost
Relativni ST oS SCorala
Datum vzorek koncentrace R Vytéznost | prepoctena na disticiho
BPA ve vzorku [%] metody 100 % procesu v
[ng/ml] . vytéznosti | COV [%]
[ng/ml]
Pritok 0,9144 23,22 80,37 1,1545
82,19
Odtok 0,1703 45,26 84,06 0,2418
5.4.2014
Pevri)’/ podil X X X x
pritok
. P X
Pevny podil X X X x
odtok

Utinnost &isticiho procesu v COV Luhacovice byla sledovana pouze jeden den.
Jeji hodnota toho dne dosahla 82,19 %.
Vysledné 3D chromatogramy a zobrazeni colour plot vzorkt vody z COV Luhacovice
analyzované metodou GCxGC/TOF-MS jsou znazornény V nasledujicich obrazcich (obrazek

37 - 42).
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4.5.1.1 Piitok na COV Luhadovice

Masses: TIC

Obr. 37 3D chromatogram vzorku pritoku na COV Luhacovice (TIC — celkovy iontovy proud)

Masses: 372

RTXI- 5SIL MS

Obr. 38 Colour plot vzorku p#itoku na COV Luhacovice, zobrazen ion m/z 372




Masses: 372

Obr. 39 3D chromatogram vzorku pritoku na COV Luhacovice, zobrazen ion m/z 372

4.5.1.2 Odtok z COV Luhaéovice

Masses: TIC

Obr. 40 3D chromatogram vzorku odtoku z COV Luhacovice (TIC — celkovy iontovy proud)




Masses: 372

107
RTXI- 5SIL MS

Obr. 41 Colour plot vzorku odtoku z COV Luhacovice, zobrazen ion m/z 372

Masses: 372

Obr. 42 3D chromatogram vzorku odtoku z COV Luhacovice, zobrazen ion m/z 372




452 COV Modrice
V tabulce &. 11 jsou znazornény vysledky koncentraci BPA ve vzorcich vody z COV Modiice

a zjisténa ucinnost Cisticiho procesu.

Tabulka ¢& 11 Koncentrace BPA ve vzorku vody a uic¢innost cistictho procesu v COV Modyice

Priumérna Koncentrace BPA Utinnost
Relativni | VytéZnost ve vzorku STt
koncentrace o UG, Cisticiho
Datum Vzorek rozpéti R | metody prepoctena na
ve vzorku % % 100 % vVter c procesu
[ng/mi] [%%0] [9%0] o vytéZnosti [%]
[ng/ml]
Ptitok 1,0792 4,73 78,26 1,3427
40,59
Odtok 0,6705 2,47 81,86 0,7977
6.4.2014
Pevny podil
wr X X X X
ptitok
, ; X
Pevny podil X X X «
odtok
Pritok 1,1328 27,57 78,26 1,4095
92,56
Odtok 0,0881 16,90 81,86 0,1048
7.4.2014
Pevny podil
wr X X X X
pritok
, ; X
Pevny podil x x X «
odtok
Pritok 1,5600 10,48 78,26 1,9410
32,16
Odtok 1,1069 4,75 81,86 1,3168
8.4.2014 - p
Pevny podil
wr X X X X
ptitok
Pevny podil X
odtok 0,0463 X X X
Pritok 1,1636 9,86 78,26 1,4478
33,40
Odtok 0,8106 7,91 81,86 0,9643
9.4.2014
Pevny podil
wr X X X X
pritok
Pevny podil X
odtok 0,0070 X X X
Pritok 1,4204 11,28 78,26 1,7673
46,38
Odtok 0,7966 2451 81,86 0,9477
10.4.2014
Pevny podil
wr X X X X
pritok
. p X
Pevny podil X X x «
odtok
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Na obrazku 43 je grafické znazornéni poméru koncentrace BPA v piitoku a odtoku COV
Modfice.

Koncentrace BPA na pritoku a odtoku COV
ModFice - pétidenni pozorovani

€ 20

(@]

A=

3

s 1,0

% odtok
% 0.0 B pfitok
4

6.4.14
7.4.14
8414 9414

Datum 10.4.14

Obr. 43 Zndzornéni pétidenniho poméru koncentrace BPA ve vzorku vody V pritoku a odtoku
cistirny odpadnich vod Modrice

Utinnost &isticiho procesu v COV Modfice byla sledovana pét dni (viz obrazek 44).

Z této pétidenni charakteristiky byla stanovena primérna uéinnost &isticiho procesu v COV
Modfice 49,02 %.

U¢innost &isticiho procesu v COV Mod¥ice [%6]
100 92,56
90
80
° 70
< 60
g 50 46,38

g 40,59 32,16 33,40
55 40
= 30
20
10
0

6.4.2014 7.4.2014 8.4.2014 9.4.2014 10.4.2014
Datum
Ucinnost &istirenského procesu v. .

Obr. 44 Ucinnost cistictho procesu v COV ModfFice — pétidenni pozorovani
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3D chromatogramy a zobrazeni colour plot vzorkds vody z COV Modtice analyzované
metodou GCxGC/TOF-MS jsou znazornény na obrazcich 45 — 54.

4.5.2.1 Piitok na COV Modfice

Obr. 45 3D chromatogram vzorku piitoku na COV Modiice (TIC — celkovy iontovy proud)
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Obr. 46 Colour plot vzorku pritoku na COV Modfice, zobrazen ion m/z 372

Masses: 372

Obr. 47 3D chromatogram vzorku piitoku na COV Modiice, zobrazen ion m/z 372




Obr. 48 3D chromatogram extraktu pevného podilu pritoku na COV Modyice (TIC — celkovy
iontovy proud)

4.5.2.2 Odtok z COV Modiice

Obr. 49 3D chromatogram vzorku odtoku z COV Modrice (TIC — celkovy iontovy proud)
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Obr. 50 Colour plot vzorku odtoku z COV Modfice, zobrazen ion m/z 372

Masses: 372

Obr. 51 3D chromatogram vzorku odtoku z COV Modrice, zobrazen ion m/z 372




Obr. 52 3D chromatogram extraktu vzorku pevného podilu v odtoku z COV Modyice (TIC —
celkovy iontovy proud)

Obr. 53 Colour plot extraktu vzorku pevného podilu v odtoku z COV Modfice, zobrazen ion m/z
372
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Obr. 54 3D chromatogram extraktu vzorku pevného podilu v odtoku 7 COV Modrice, zobrazen ion
m/z 372

Z uvedenych vysledkl je patrné, Ze pro analyzu BPA v pevném podilu, zvlasté v ptitoku
na COV, by bylo zapotiebi pied analyzou provést také izolaci analytu napiiklad pomoci SPE.
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5. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo zpracovani souhrnnych informaci o vlivu BPA na vodni
ekosystém a nalezeni vhodné metody pro stanoveni BPA ve vzorcich odpadni vody.

Analyza koncentrace BPA na vstupu a vystupu z Cistirny odpadnich vod probéhla
na zakladé optimalizace a zjisténé nizsi limity detekce a kvantifikace metodou kompletni
dvoudimenzionalni plynové chromatografie s hmotnostni detekci GCxGC/TOF-MS
(v porovnani s GC/TOF-MS) po extrakci SPE a derivatizaci. Pro tento tc¢el byly analyzovany
v pétidennim obdobi 24-hodinové slévané vzorky z ptitoku a odtoku COV Modfice a jeden
24-hodinovy slévany vzorek piitoku a odtoku z COV Luhacovice. Limit detekce pro tuto
metodu byla 2,42-10” ng/ml a limit kvantifikace 8,29-10" ng/ml.

V odpadni vodé v piitoku COV Modfice se koncentrace BPA pohybovaly v rozmezi
1,34-1,94 ng/ml, v odtoku 0,11 — 1,32 ng/ml. Pro COV Luhagovice byla hodnota
koncentrace BPA tadové srovnatelna - v ptitoku 1,15 ng/ml a v odtoku 0,24 ng/ml. Hodnoty
v odtoku odpovidaji v literatufe udavanym hodnotam koncentrace BPA v fekach (0,1 ng/ml
az 1 ng/ml) [15].

Béhem ¢isticich procesi v COV tedy k vyrazné eliminaci dochazi, pfitomnost rezidui
v odtoku ale ukazuje na vstup BPA do povrchovych vod. Ve sledovaném obdobi byla
zaznamenana praméma ucéinnost Cisticiho procesu na COV Modiice 49 % a v jednodennim
pozorovéani uginnost &isticiho procesu na COV Luhacovice 82 %. Pevny podil se bohuzel
Vv piitoku nepodafilo analyzovat, bylo by nutné jeho piec¢isténi. Hodnoty analyzované
Vv odtoku tedy nebylo mozno s ni¢im porovnat pro zjisténi ucinnosti pro pevny podil.

ProtozZe je BPA akutné toxicky pro vodni zivoc€ichy a je povazovan za vysoce nebezpecnou
latku pro vodni prosttedi, je zapottebi vénovat této latce 1 nadale pozornost.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ID jednorozmérny

2D dvourozmérny

3D trojrozmérny

BPA ... Bisfenol A

BTSFA ..., N,O-bis-(trimethylsilyl)-trifluoracetamid

CD o kompaktni disk

COV e Cistirna odpadnich vod

CSN o Ceska technicka norma

DAD ..o detektor s diodovym polem

DVD ..o digitalni viceucelovy disk

ECD .o detektor elektronového zachytu

EFSA ..o Evropska agentura pro bezpec¢nost potravin

ELISA ..o Enzyme - linked immunosorbent assay

EU e, Evropska Unie

FID oo plamenovy ionizacni detektor

GC plynové chromatografie

GCXGC...ooiieieeeeee kompletni dvoudimenzionélni chromatografie

GCxGC-TOFMS............. kompletni dvoudimenzionalni plynova chromatografie
s hmotnostni detekci na bazi analyzatoru doby letu

GCITOF-MS.......cccovivinen. plynova chromatografie s hmotnostni detekci na bazi
analyzatoru doby letu

GCIMS ..o, plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

Ho, vyskovy ekvivalent teoretického patra

HPLC.....oo e vysokoucinna kapalinova chromatografie

KD o, distribuéni konstanta

LC kapalinova chromatografie

LDS50...c.oiiiiieeeerceeee sttedni smrtelna davka

LLE .o extrakce kapalina — kapalina

LOD...oooveceeeeee e limit detekce (Limit of Detection)

LOQ i limit kvantifikace (Limit of Quantification)

MEKC ..., micelarni elektrokineticka chromatografie

MS hmotnostni spektrometrie

MSTFA. ... N-methyl-N-trimethylsilyltrifluoracetamid

PVC .., polyvinylchlorid

SCAN ..ot registrace hmotnostnich spekter v nastaveném rozsahu m/z
S nastavenou frekvenci

SFE ..o superkriticka fluidni extrakce

SIM ., detekce jednoho vybraného iontu

SPME ..o mikroextrakce tuhou fazi

SZU oot Statni zdravotni Gstav

TCD v tepelné vodivostni detektor

TMCS...ooeeeee trimethylchlorsilan



analyzator doby letu

ultra u¢inna kapalinova chromatografie

ultra G¢inna kapalinova chromatografie s tandemovou
hmotnostni detekci

75



8. PRILOHY

8.1 Prilohal

8.1.1
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Obecné vlastnosti BPA [4, 6, 7]

Systematicky nazev: 2,2-bis(4-hydroxyfenyl)propan
Sumarni vzorec: C15H1602

Molekulova hmotnost:  228,2863 g.mol™

CAS registraéni Cislo: 80-05-7

Obr. 55 Chemicka struktura BPA

DalSi nazvy:

Phenol,  4,4'-isopropylidenedi-;  p,p-Isopropylidenebisphenol;  Biphenol  A;
Bisphenol A; p,p'-I1sopropylidenediphenol; Dian; Diano; Diphenylolpropane; Parabis
A; Phenol, (1-methylethylidene)bis-; Pluracol 245; 2,2-Bis(hydroxyphenyl)propane;
2,2-Bis(p-hydroxyphenyl)propane; Bisferol A, 2,2-Bis(4-hydroxyphenyl)propane;
4,4'-1sopropylidenebis[phenol]; 4,4'-1sopropylidenediphenol; Bis(4-hydroxyphenyl)
dimethylmethane; Parabis; Ipognox 88, p,p'-Dihydroxydiphenyldimethylmethane;

4,4'-Dihydroxydiphenyldimethylmethane; 4,4'-(1-Methylethylidene)bisphenol;
p,p'-Dihydroxydiphenylpropane;  4,4'-Dihydroxydiphenylpropane;  p,p'-Bisphenol
A;2,2-(4,4'-Dihydroxydiphenyl)propane; 4,4'-Dihydroxy-2,2-iphenylpropane;

4,4'-Dihydroxydiphenyl-2,2-propane; 4,4-1sopropylidenediphenol, 4,4'-Bisphenol A,
B-di-p-hydroxyphenylpropane; 2,2-Di(4-hydroxyphenyl)propane; Dimethyl
bis(p-hydroxyphenyl)methane; Rikabanol; Dimethylmethylene-p,p'-diphenol;
2,2-Di(4-phenylol)propane; di-2,2-(4-Hydroxyphenyl)propane; BPA 157,
4,4'-Dihydroxdiphenylpropane; NCI-C50635; 2,2-di-(4'-Hydroxyphenyl)-propane;
B,p'-Bis(p-hydroxyphenyl)propane; p,p'-Bisphenol A; Bis(p-hydroxyphenyl)propane;
Bisphenol; Isopropylidenebis(4-hydroxybenzene); Phenol, 2,2-bis(p-hydroxyphenyl)-;
2,2-Bis-4'-hydroxyfenylpropan; Phenol; 2,2-(4,4-Dihydroxydiphenyl)propane;
2,2-Bis(4-hydroxyphenol) propane; 2,2 Bis(4,4'-hydroxyphenyl)propane;
2,2-Bis(4'-hydroxyphenyl)propane, 4,4'-dimethylmethylenedi-;Propane

Fyzikalni a chemické vlastnosti [4, 6, 7]

Barva: bila az svétle hnéda

Skupenstvi: pevné, ve form¢ granuli, vlocek nebo prachu
Hygroskopicita: slaba

Rozpustnost: rozpustny ve vodnych alkalickych roztocich,

V ethanolu a v acetonu, malo rozpustny v tetrachloru, prakticky nerozpustny ve vodé



Teplota tani: 155 - 156 °C

Teplota varu: 220 °C
Hustota: 1,195 g.cm™
Minimalni teplota vzniceni: 532 °C

Chemické symboly nebezpeci (obrazek 56):

Obr. 56 Zdravi skodlivy (Xn)

Globaln¢  harmonizovany  systém  klasifikace a  oznacovani
(obrazek 57 - 59):

<>

Obr. 57 GHSO05 — korozivni a zZiravé latky

"%

Obr. 58 GHS08 — [atky nebezpecné pro zdravi

&

Obr. 59 GHS07 — drazdive latky

R-véty:

37
41
43
52

S-véty:

26

drazdi dychaci organy

nebezpeci vazného poskozeni oci

muze vyvolat senzibilizaci pfi styku s kizi
Skodlivy pro vodni organismy

pii zasazeni o¢i dukladné vyplachnéte vodou a vyhledejte 1ékaie

chemikalii
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http://cs.wikipedia.org/wiki/Glob%C3%A1ln%C4%9B_harmonizovan%C3%BD_syst%C3%A9m_klasifikace_a_ozna%C4%8Dov%C3%A1n%C3%AD_chemik%C3%A1li%C3%AD
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Hazard_X.svg
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:GHS-pictogram-acid.svg
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:GHS-pictogram-silhouete.svg
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:GHS-pictogram-exclam.svg

36/37
39
46

H-véty
361
335
317
318
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pouzivejte vhodny ochranny odév a rukavice

pouzivejte osobni ochranné prostiedky pro oci a oblicej

pii pozitich okamzité¢ vyhledejte Iékarskou pomoc a ukazte tento obal
nebo oznaceni

podezieni na poskozeni reprodukéni schopnosti nebo plodu v téle matky
muze zpusobit podrazdéni dychacich cest

muze vyvolat alergickou kozni reakci

zpusobuje vazné posSkozeni oci



