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ABSTRAKT

Diplomova prace je teoretického charakteru. V prvni ¢asti prace je zpracovana piirucka
jakosti pro fiktivni, malou laboratot zabyvajici se environmentdlni analyzou a odbérem
vzorki pudy. Ptirucka je zpracovana podle normy ISO 17025. V druhé praktické ¢asti jsou
vytvofeny Standardni operacni postupy pro vybrané environmentalni analyzy, které jsou
provadény vramci pfedmétu Praktikum z environmentalni analyzy. Standardni operaéni
postupy budou prakticky vyuzivany ve skolni laboratofi environmentalni analyzy.

KLICOVA SLOVA

ISO normy, ptirucka jakosti, SOP, environmentélni analyza

ABSTRACT

This thesis has a theoretical character. The first part consists of quality manual for a small
fictive laboratory concerned with environmental analysis and collection of soil samples.
Quality manual is made in accordance with ISO 17025. In second practical part of thesis the
Standard operating procedures are designed for specific environmental analysis. These
analyses are performed within the frame of subject Practice of Environmental analysis.
Standard operating procedures will be virtually used in the university laboratory of
environmental analysis.
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ISO standards, quality manual, SOPs, environmental analysis
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1 UVOD

Ptirucka jakosti je zdkladni dokument laboratoie, ktery souhrnné podava informaci o zptisobu
a procesech zajistovani systému managementu jakosti v piislusné organizaci, Vv nasem
piipadé v laboratofi pro environmentalni analyzu. Popisuje politiku a strategii organizace
v oblasti jakosti, a to jak ve vztahu k zakaznikim, tak také ve vztahu Kk vlastnim
zaméstnancim a partnerim laboratofe. Ridi se normou CSN EN ISO 9001:2009.
Dokumentuje pravidla, podle kterych jsou fizeny Cinnosti organizace, tj. postupy a procesy,
piipadné se na tato dokumentovana pravidla odkazuje. Kromé& toho vymezuje povinnosti,
odpovédnosti a pravomoci vedoucich pracovnikli a dalSich zaméstnanct, jejichz ¢innost
ovlivituje kvalitu procest uskuteciovanych v laboratofi. Rovnéz je uréena k prezentaci
organizace a slouzi jako zékladni informace pro zdkazniky, ktefi se cht&ji seznamit se
z4sadami platnymi pii zabezpeCovani systému jakosti a S metodami, které¢ jsou v laboratofi
pouzivany. Systém managementu jakosti byl zpracovan tak, aby bylo mozné efektivné a
kvalitn€ plnit pozadavky zdkazniki. Soucasné je nezbytné tento systém jakosti neustale
zlepSovat. Pfezkoumani obsahu je provadéno formou internich a externich auditi podle
piredem planovaného kalendare, minimaln¢ vSak 1x ro¢né.

Prvni ¢ast této diplomové prace predstavuje struény, teoreticky tvod k nasledujicim
kapitolam; jsou v ni piedstaveny veskeré dualezité pojmy spojené s jakosti, tj. zejména ISO
normy, systém akreditace, pfiruc¢ka jakosti a standardni opera¢ni postup.

Ve druhé c¢asti je zpracovana pfirucka jakosti pro malou, zacinajici, fiktivni laboratof
environmentalni analyz. Pfi zpracovani piirucky se vychazi predev§im z normy pro zkusebni
a kalibracni laboratofe ISO 17025. Osnova ptirucky jakosti proto kopiruje osnovu normy.
Pfirucka jakosti je rozdélena na dvé ¢asti, prvni ¢ast je vénovana fizeni laboratote, definuje
politiku a cile jakosti, upravuje vnitini a vnéj$i vztahy laboratofe. Druhou ¢ast tvoii technické
poZadavky na laboratof.

V posledni ¢asti jsou zpracovany standardni operacni postupy pro environmentalni analyzy,
které se realné provadi v ramci pfedmétu Praktikum z environmentalni analyzy. Standardni
operacni postupy by tedy méli byt vyuZzity ve Skolni laboratofi environmentalni analyzy.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Jakost

Stru¢né a zjednoduSené feceno: Jakost je schopnost produktu (vyrobku, procesu, organizace
nebo sluzby) uspokojit zdkaznikovy potieby. Pojem jakostni vyrobek nebo jakostni sluzba
neznamend dokonaly vyrobek ani bezvadnou sluzbu. Jakost Ize definovat rtizn€. Pfi fizeni
jakosti se obvykle fidime souborem mezinarodnich norem ISO 9000. V souboru norem ISO
9000 se vyuziva definice podle ISO 8402 ,,Management jakosti a zabezpeCeni jakosti —
Slovnik* [4].

Obecna slovni definice jakosti by proto byla obtizna a nikdy by dokonale necharakterizovala
pojmy jakost nebo kvalita. V normé 8402 je jakost vysvétlena prostfednictvim slovniku:
Entita — je to, co lze individualné popsat a vzit v Gvahu, napf. ¢innost, proces, vyrobek,
organizace, systém nebo osoba, piipadn¢ jakakoliv jejich kombinace.

Jakost — celkovy souhrn znaku entity, které ovliviiuji schopnost uspokojovat stanovené a
predpokladané potieby [4].

2.1.1 Vyvoj nazori na jakost

Pozadavky na jakost jsou znamé jiz ze starovéku, ve stiedovéku byly pevné stanovené normy
pro miry a vahy a jejich nedodrZeni se krutym zpisobem trestalo.

Nejjednodussim charakterizovanim jakosti vyrobku nebo sluzby je shoda s platnymi normami
pro uvazovany vyrobek nebo sluzbu. Chapani jakosti 1ze rozsifit o srovnani vyrobku, sluzby s
konkuren¢nimi vyrobky a sluzbami. Dal§im stupném v chapéani jakosti je zakaznik, jak
zékaznik hodnoti vyrobek nebo jak je pro néj ptijemna poskytovand sluzba.

Ve své nejvyspélejsi forme pojeti jakosti se hodnoti nejen vyrobek, ale zcela vSechny ¢innosti
ovliviwjici jakost vyrobku nebo sluzby (entity). Je zaloZzeno na myslence, Ze vSechny soucasti
organizace obsluhuji zdkaznika, a to zdkaznika vnitiniho nebo vnéjsiho. Komplexni fizeni
jakosti (TQM — Total Quality Management) klade diraz nejen na samotné pracovni aktivity,
ale i na spokojenost lidi v organizaci, spokojenost zakaznik( a neustalé zlepSovani jakosti [4].
Uplatiiovani systému TQM vede v organizaci k lepsi efektivité prace, flexibilit¢ na trhu,
snizeni nakladd na odstraiiovani chyb, lepsim sluzbam pro zékaznika.

2.1.2 Japonsko

Japonsko disponuje minimem piirodnich zdroji, proto je jeho ekonomika zavisld na
japonskych vyrobcich. Vyrobky a jejich kvalita jsou zase neoddélitelné zavislé na lidskych
zdrojich.

V Japonsku se pii zlepSovani kvality rozsitila metoda KAIZEN. KAIZEN v doslovném
piekladu znamena ,,nepietrzité zdokonalovani®, tj. Jedna se o soustavné zlepSovani jakosti v
malych krocich. Metoda KAIZEN vyZaduje pochopeni a spoluucast vSech pracovnikl
podniku.

Hlavni starosti podniku pfi fizeni podniku je spokojenost lidi, kteti jsou s podnikem spojeni.
Zamgéstnanci musi mit moznost radovat se ze své prace a vést spokojeny zivot. Na druhém
misté jsou spotiebitelé. Musi pfi ndkupu vyrobkd a vyuzivani sluZzeb pocitovat uspokojeni a
poteSeni. Je tfeba pamatovat 1 na prospéch akcionait. Kazdéa organizace musi mit takovy zisk,
aby mohla akcionatim vyplacet dividendy. Zisk je prosttedkem k trvalému udrZeni
organizace pii Zivoté. Pro zvySeni zisku je tieba efektivné fidit ndklady. Ke zvySeni efektivity
prace zavedli Japonci pravidlo ,, P&t S pracovniho mista® [4].



e Seiri Uprava — na pracovisti je jen to, co je potiebné

e Seiton  Organizace — na pracovisti ma vse své zietelné oznacené misto

e Seiso Cistota — pracovni misto je udrzovano &isté

e Seiketsu Standardizace — jasny, jednoduchy a piehledny systém v
oznaceni naradi, strojii a popisu prace

e Shitzuke Kazen, vycvik — sebekazen a kontrolni listy pomahaji udrzovat
systém poradku na pracovisti [4].

2.2 Normy

2.2.1 1SO 9000

Zékladni mezinarodni norma pro fizeni jakosti je ISO 9000. Norma vznikla v roce 1983 jako
reakce Mezinarodni organizace pro normalizaci (International Organization for
Standardization, I1SO) na neustale se zvySujici kvalitu japonskych vyrobkd.

Za zminku stoji t0, Ze na prvopocatku téchto norem stdla americkd norma pro zabezpeceni
jakosti vyrobkll pro armadu MIL — Q9858. Soubor pozadavkli na zabezpeceni jakosti byl
koncipovan koncem Sedesatych let jako soucast programu Polaris pro zabezpeceni jakosti pii
vyrob¢ ponorek [4].

Symbolem ISO 9000 se oznacuje systém promyslenych mezinarodnich norem, které popisuji
jednotny model systému fizeni a zabezpecovani jakosti. Tento model lze na zakladé zdravého
selského rozumu piizpusobit potiebam jakékoliv organizace [4].

Splnéni standardd fizeni organizace podle normy ISO 9000 je hlavnim pifedpokladem
k ziskani certifikace vyrobku nebo ¢innosti. Prakticky vyznam normy pro vnitini praci
V organizaci je stanoveni kvality produktu nebo ¢innosti z hlediska zdkaznika, prevence vici
neshoddm — chybam ve vyrobnim procesu nebo vnitini komunikaci mezi pracovniky.
Nastrojem prevence jsou jasn¢ dand pravidla. Soubor ISO vychazi z nasledujicich sedmi
zékladnich pravidel [4]:

1. Zavedeni organizacni struktury
e Kazdy pracovnik musi mit jasné stanovené zatazeni do struktury, své prava
a povinnosti a zodpovédnost, kterou nese.
2. Pracovni postupy
e Popis pracovnich postupli jednotlivych <¢innosti musi jednoduchy,
pochopitelny a predevSim funkcni.
3. Rizeni dokumentace
e Dilezit¢é dokumenty maji datum vydani, evidencni Cislo, rozdélovnik a
jméno osoby opravnéné provadét revize a opravy.
4. Vedeni zaznami
o Peclivé zaznamendvani umoziiuje zpétnou detekci chyby v pracovnim
postupu
5. Pravidelné kontroly a ovérovani
e Pravidelné kontrolovani a ovéfovani mize zamezit vzniku chyb
6. Odstranéni chyb
e Pii vzniku problému se nezaméfujeme jen na jeho okamzité odstaveni, ale
snazime se odhalit a odstranit pfi¢inu problému



7. Komunikace
e Vyména informaci v organizaci mezi pracovnimi skupinami a pracovniky
je zékladem pro efektivni praci

Mén¢ chyb a nesrovnalosti v pracovnim postupu a vV celkové organizaci spolecnosti logicky
vede k lepSim i levné€jsim vyrobkim a sluzbam. Certifikdt ISO 9000 je pro zakaznika
zéarukou, ze vyrobek nebo sluzba bude mit deklarovanou kvalitu a zaruku za stanovenou cenu.
V komercnich organizacich jsou kvalitné€jsi produkty zarukou spokojenéjsiho zakaznika a tim
celé ekonomické stability spolecnosti.

V normach souboru ISO 9000 se rozliSuje mezi pozadavky na systémy managementu kvality
a pozadavky na produkty [5].

Pozadavky na systémy managementu kvality jsou specifikovdny v normé ISO 9001.
Pozadavky na systémy managementu kvality jsou generické a jsou vhodné pro organizace
Vv jakémkoli odvétvi priamyslu nebo hospodarstvi bez ohledu na kategorii nabizeného
produktu. V samotné norm¢ ISO 9001 nejsou pozadavky na produkty stanoveny [5].
Pozadavky na produkty mohou specifikovat zakaznici nebo organizace, ktera predvida
pozadavky zakaznikd, nebo mohou byt specifikovany v ptepisech. Pozadavky na produkty a
v nékterych piipadech pozadavky na souvisejici procesy mohou byt obsazeny napftiklad
Vv technickych specifikacich, v normach produktu, v normach procesi, ve smluvnich
dohodach a v pozadavcich piepist [5].

Zavadéni norem fady ISO 9000 mize mit i své nevyhody. Organizace usilujici o zavedeni
systému fizeni podle ISO 9000 musi pocitat s tim, Ze to je Casové a financné nakladny proces.
Zavedeni systému fizeni muze trvat podle velikosti organizace a sloZitosti ¢innosti organizace
Sest mésict az dva roky. Zasadnim zplisobem naroste mnozstvi dokumentti a administrativa.
V neposledni fad¢€ je dalezité presveédCit pracovniky o potiebé a dillezitosti zavedeni systému
fizeni.

Nespravné a nedisledné zavadeéni systému fizeni kvality méa ve vysledku naprosto opacny
efekt, snizi se kvalita koncového produktu a naopak se zvysi fluktuace pracovnikd.

nutnych zmén v organizaci vSemi pracovniky bez ohledu na zatazeni do struktury.
Mezinarodni norma ISO 9000 v zddném piipadé nefesi TQM, ale je pro zavedeni TQM
jednim ze zakladnich piedpokladi.

V Ceské republice je platna norma pievzata z evropské legislativy: CSN EN ISO 9000:2006
Systémy managementu kvality — Zékladni principy a slovnik.

2.2.2 1SO/IEC 17025

Tato mezindrodni norma stanovuje vSeobecné pozadavky na zplsobilost provadét zkousky
a/nebo kalibrace, vcetné vzorkovani. Norma se tykd zkouSeni a kalibraci, které jsou
provadény pomoci metod popsanych v norméch a normativnich dokumentech, a metod
vyvinutych laboratofemi [6].

Tato mezinarodni norma je pouzitelna ve vSech laboratofich bez ohledu na pocet osob, které
v nich pracuji, nebo na rozsah zkuSebnich nebo kalibra¢nich cCinnosti. Pokud laboratot
neprovadi jednu nebo vice ¢innosti popsanych v této mezindrodni normé, napt. vzorkovani a
navrh/vyvoj metod, pozadavky piislusnych ustanoveni se nepouziji [6].

Termin ,,systém managementu” pouzivany v této mezindrodni normé zahrnuje systémy
managementu kvality a systémy managementu v oblasti administrativni a technické, kterymi
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se fidi provoz laboratofe [6]. Norma naopak nezahrnuje pozadavky na bezpe¢nostni opatieni
Vv laboratofi.

Norma ma podobu obecné psanych pozadavkii pfedevS§im na administrativni Cast fizeni
provozu laboratote naptiklad jednani se zdkaznikem a dodavateli, fizeni dokumentt, feSeni
stiznosti, zlepSovani, atd. V technické ¢asti jsou zase obecné popsané postupy a pozadavky na
vlastni praci laboratofe, naptiklad prostory a podminky prostiedi, vzorkovani, pozadavky na
pracujici osoby, zjistovani kvality vysledkli, zdznamy ze zkousek, protokoly ze zkousek,
seznam zafizeni a metod, atd.

Laboratof, ktera spliiuje normu ISO/IEC 17025, spliuje také pozadavky na management
kvality podle normy ISO 9001. Norma ISO/IEC 17025 je tedy rozsifeni normy ISO 9001 o
technické pozadavky pro zkusebni, kalibra¢ni laboratof.

V Ceské republice je platnd norma pievzatd z evropské legislativy: CSN EN ISO/IEC
17025:2006 Posuzovani shody — VSeobecné pozadavky na zplsobilost zkuSebnich a
kalibra¢nich laboratofi.

2.3 Akreditace

Vysledky analyz chemickych laboratofi jsou mnohdy nejdulezitéjsim podkladem pro zédvazna
rozhodnuti. MiiZze se jednat napiiklad o rozhodnuti politicka, soudni, environmentélni nebo
ekonomicka.

Tato rozhodnuti mohou ovliviiovat zcela konkrétn¢ naptiklad stav zivotniho prostredi,
stanoveni cild v kvalit¢ zivotniho prostfedi, produkci velkych i malych firem a podnik.
V neposledni fad¢ ovliviiuji vyznamnym zptisobem také Zivoty mnoha obcanli a pracovniki
ve firmach, které jsou jakymkoliv zplisobem zainteresované na vysledku analyzy.

Zvyse uvedenych divodl je proto nutné, aby vysledky chemickych laboratofi byly
reprezentativni a co nejlépe vystihovaly skute¢ny stav zadaného ukolu.

Akreditaci zkuSebni laboratofe se rozumi posouzeni shody managementu jakosti laboratote
S kritérii mezinarodni normy ISO/IEC 17025:2005. Akreditace znamend uznani zpusobilosti
zkuSebni laboratofe vnitrostatnim akreditacnim orgdnem k provadéni zkousSek a/nebo
vzorkovéani vymezenych v Osvéd€eni o Akreditaci [1].

Vysledkem procesu akreditace je Osvédceni o akreditaci. Osvédceni o akreditaci neplati pro
laboratof obecné, ale jsou v ném specifikovana stanoveni a metody, které jsou akreditované.
Osvédceni o akreditaci je Casové omezené, primérna lhilita je 5 let. Akreditovana laboratof je
pod neustalou kontrolou, jeji vysledky jsou také ovéfovany a porovnavany s vysledky jinych
laboratofi.

V Ceské republice vydava Osvédéeni o akreditaci pouze Cesky institut pro akreditaci, o.p.s.
(CIA). CIA byl zalozen Ministerstvem primyslu a obchodu v roce 1998 a sidli v Praze.

2.4 Prirucka kvality

Ptirucka jakosti je zdkladnim internim dokumentem laboratofe, ve kterém je pfedevSim
popsan management jakosti a je hlavnim pfedpokladem pro zavedeni normy ISO/IEC 17025 a
naslednou akreditaci. Z normy je patrné, ze pfirucka nema zadnou striktné pedepsanou formu
ani obsah. Pro kazdou laboratof je proto zpracovana origindlni pfirucka jakosti, ktera
odpovida ptesné potfebam laboratofe a stanovenym ciliim kvality v laboratofi.

Hlavni ucel pfirucky jakosti, stejn¢ jako zavedeni normy ISO/IEC 17025, ptedstavuje
vytvoieni dokumentu, ve kterém jsou zcela jasné stanovena pravidla pro samotnou hlavni
pracovni népli laboratofe, pro feSeni vzniklych chyb a problémi v laboratofi a pro technické
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a administrativni zajiSténi laboratofe. Pfirucka by méla byt v pisemné podobé a méla by byt
kdykoliv a komukoliv z pracovnikti v laboratofi k dispozici.

Vétsina problémi nebo spord, a to technického, administrativniho nebo komunikac¢niho razu,
by méla byt v praxi vyfeSena prostym nahlédnutim do ptirucky jakosti. V ptipadé, ze ptirucka
neobsahuje odpovidajici postup feSeni, je nutné jej zavést a prirucku aktualizovat. Plan
aktualizaci je opét pro kazdou laboratot stanoven individualng a je uveden v pfirucce jakosti.
U zacinajici laboratofe budou aktualizace CastéjSi nez u zavedeného zatizeni. Primérné se
ovSem prirucka jakosti aktualizuje jedenkrat za rok.

V chemickych laboratofich se pfirucka jakosti sklada zpravidla ze dvou zékladnich c¢asti.
V prvni ¢asti jsou sepsany administrativni, technické a persondlni pozadavky a postupy. Prvni
cast prirucky v podstat¢ kopiruje osnovu normy ISO/IEC 17025. Druha cast se vénuje
konkrétnim pracovnim postuptim jednotlivych analyz, které se nazyvaji Standardni operacni
postupy (SOP).

2.5 Standardni operacni postup

Ve Standardni opera¢nim postupu (SOP) je nezbytné piesné specifikovat jaky analyt, v jaké
matrici a s jakou piesnosti je pfedmétem analyzy a pro jaké ucely budou ziskané vysledky
slouzit. Pozadavky na ptesnost analyzy (pracovni rozsah) jsou urcujici faktory pro detailnost a
presnost SOP. Kompletni SOP se vlastné sklada z n¢kolika dil¢ich SOP, naptiklad SOP pro
odbér vzorku, uchovani vzorku, samotnou analyzu, praci s pfistrojem, likvidaci odpadu nebo
forma protokolu o vysledcich analyzy.

SOP je detailni popis technickych pozadavkl a pracovnich kroki pro jednotlivé stanoveni. Je
dulezité vytvofit takovy SOP, aby zde popsané postupy byly lehce pochopitelné a
srozumitelné pro vSechny pracovniky laboratofe. Podle SOP musi byt naprosto jasné, ktery
pracovnik mize ¢innost vykonavat, kde ji mize vykonavat, jakym zplsobem ma ¢innost
vykonavat, jak potidit z provedené ¢innosti zdznam a jak praci zkontrolovat.

Vsechny pracovni postupy by méli byt sjednoceny na pozadované urovni podrobnosti a
Vv postupech by méli byt obzvlast pripomenuty ¢innosti, u kterych je pomérné velké riziko
vzniku pfipadnych chyb.

2.6 Vyznam prirucky jakosti pro laborator environmentalni analyzy

Laboratof, ve které je vyuCovan predmét Praktikum z environmentalni chemie, nebude
prozatim usilovat o plnéni standardti mezinarodnich norem ISO a o certifikdt managementu
kvality nebo o akreditaci. Vysokoskolska laboratof nema zadné zakazniky ani dodavatele
v pravém slova smyslu, také administrativa a personalni politika jsou v porovnani s
klasickymi komerénimi laboratofemi nulové. Laboratoi slouzi prakticky pouze k vyuce
studentd. Méfeni provadéna v predmétu Praktikum z environmentalni analyzy nejsou nikde
vefejné prezentovana, pouze na seminafi z tohoto pfedmétu, a proto v zadném piipadé
neslouzi jako podklady pro rozhodovani.

Pro vypracovani pfirucky jakosti budeme piedpokladat, Ze tato laboratof, kde je vyucovan
pfedmét Praktikum z environmentalni analyzy, je za¢inajici malou komercni laboratofi, ktera
bude provadet stejna stanoveni, jaka se bézné provadi v ramci jednotlivych praktickych uloh.
V dlouhodobéjSich planech této laboratofe je splnéni normy ISO/IEC 17025 a ziskani
akreditace.

Zakladni diivody, pro¢ se zavadi systém managementu kvality do komer¢nich laboratofi, jsou
stejné 1 u vysokoSkolské laboratofe. Také tato laboratof usiluje o minimalizovani chyb a
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neshod, o0 zlepSeni efektivity prace v ramci provadénych analyz a z toho plynouci kvalitnéjsi
vysledky generované s mensimi naklady.

Aplikace norem na vysokoskolskou laboratoi ma relativné omezeny rozsah z vySe uvedenych
divoda, avsSak naptiklad sedm zakladnich pravidel v normé ISO 9000 je dokonale
pouzitelnych 1 pro tuto laboratof. Zavedeni a dodrzovani japonského pravidla péti

wevr

Fakulté chemické VUT v Brn¢ nezbytné.
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3 PRIRUCKA JAKOSTI

3.1 Systém managementu

3.1.1 Zarazeni laboratore
Laboratof je vedena jako spolecnost s ruc¢enim omezenym.

Nézev: ENVI ANALYZY, s.r.0.
Adresa: Palackého 49, BRNO, 612 00
ICO: 87654321

Web: www.envianalyzy.cz

3.1.2 Politika jakosti

Management jakosti je zaveden v souladu s normou ISO/IEC 17025. Management laboratoie
se zavazuje, ze administrativni, personalni a technicky provoz laboratofe je fizen podle
pravidel stanovenych v pfiruc¢ce jakosti. Jednani se zakaznikem se bude fidit pfesné podle
smluvnich podminek ujednanych se zdkaznikem. V pfiipadé¢ problémi a neshod se
zakaznikem se laboratof pokusi v maximalni mozné mife akceptovat pozadavky k maximalni
spokojenosti zakaznika. Vedeni se zavazuje k neustalému zvySovéani kvality prace
V laboratofi, zlepSovani pracovnich podminek, obnové technického vybaveni, k
zefektiviiovani pracovnich postupt. VSichni pracovnici budou pravidelné zlepSovat své
odborné znalosti a zvySovat svoji kvalifikaci. Veskeré Cinnosti celé laboratoie i jednotlivych
pracovnikii povedou ke kvalitnéjSim vysledkim provadénych analyz, spokojenéjSimu
zakaznikovi a k dobrym ekonomickym vysledkiim samotné laboratofe. Technickd prace
laboratofe se fidi SOP, které jsou pfipraveny k akreditaci.

3.1.3 Cile jakosti

Ziskani Osvédceni o akreditaci

Kontrola laboratornich pfistrojli a ostatniho vybaveni

Zavedeni a aplikace piehledného systému zdznam a dokumentace

Zavedeni a aplikace japonského pravidla ,,péti S* pro pracovni misto

Omezeni chybnych analyz — zvySeni efektivity prace, snizeni spotfeby standardu,
rozpoustédel a ostatnich ¢inidel

14



3.1.4 Personalni politika

3.1.4.1 Vedouci laboratoie
Pozadavky na vedouciho laboratote:

VS vzdélani v oboru

Min. 5 let praxe na obdobné manazerské pozici v oboru

Ridi¢sky prikaz skupiny B

Znalost prace na PC a znalost AJ

Vyborné komunikacni schopnosti, znalost ciziho jazyka vyhodou

Napln prace vedouciho laboratofte:

Jednani se zakaznikem

Manazer kvality

Interni auditor

Ridici a administrativni prace nesouvisejici s technickou praxi
Pokladnik

Zaskoleni novych pracovniktl

Odpovédnost:

Jednani se zakaznikem

Provoz a ekonomické ukazatele celé laboratore
Spravnost vysledkti vSech analyz

DodrZovani managementu kvality a SOP

3.1.4.2 Zastupce vedouciho laboratoie
Pozadavky na zastupce vedouciho laboratote:

VS vzdélani v oboru

Min. 5 let praxe v oboru

Ridigsky priikaz skupiny B

Znalost prace na PC

Znalost AJ podminkou, ostatni jazyky vyhodou

Dobré komunikacni schopnosti a zkuSenosti s vedenim mensi pracovni skupiny

Napli prace zastupce vedouciho laboratote:

Jednani se zakaznikem v nepfitomnosti vedouciho laboratote

Rizeni a administrativa zdznamii a dokumentii spojenych s technickou praxi
Findlni vyhotoveni protokolu o provedené analyze

Organizace prace v laboratofi

ZaSkoleni novych pracovnik

Zasobovani laboratote

Odpovédnost:

Zaznamy a dokumenty souvisejici s technickou praxi
Efektivita prace

Funk¢nost vSech laboratornich piistroji

Sklad chemikalii a laboratorniho vybaveni

Spravnost protokolu
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3.1.4.3 Odborny laboratorni technik
Pozadavky na laboratorniho technika:
e VS nebo SS v oboru
e Znalost prace na PC
Napli prace odborného laboratorniho technika:
e Odbér vzorku
e Piiprava vzorku
e Vlastni analyza
e Zaznam o prabéhu a vysledcich analyzy
e Uklid
Odpovédnost:
e Spravnost vysledkl jim provadénych analyz
Za ptistroj, na kterém momentaln¢ pracuje
Cistota, pofadek na pracovnim misté, kde momentalné pracuje
Spravnost zaznamt z analyzy
Funkcnost, Cistota a pofadek v useku laboratofe, ktery je mu svéfen do péce

V laboratofi je vV ramci jiz zminéného pfedmétu provadéno sedm stanoveni a odbér vzorkl
pudy. Predpokladaji se tfi pracovni mista na pozici odborného technika, jeden zastupce
vedouciho laboratoie a vedouci laboratofe. V piipad¢ nepritomnosti vedouciho laboratoie
ptebirda jeho préaci zéstupce vedouciho a naopak. Pokud neni pfitomen nikdo z vedeni
laboratofe, ptebird jejich praci sluzebné nejzkusené;jsi technik, avSak mize se jednat jen o
¢innost, kterd je nezbytné nutnd pro zajiSténi chodu laboratofe, naptiklad objednavka
spotiebniho materialu.

Kazdy technik po prostudovani dokumentace a odborném zaskoleni provadi vSechny analyzy
vcetné odbéru vzorkl pidy. Kazdy technik ma odpovédnost za ptistrojové vybaveni, Cistotu a
potadek na svém pracovnim misté, na kterém momentalné pracuje. Dale je odpovédny za
spravnost vysledki provedené analyzy, ale pouze interné. Za vysledky provedené analyzy
uvedené v protokolu, ktery je pfedan zakaznikovi, je odpovédna cela laboratot, v Cele s jejim
managementem.

Mezi dva zkuSené techniky se rovnomérné rozdéli laboratorni pfistroje a zatizeni. Technik je
odpovédny za spravné fungovani svétenych laboratornich pfistrojti, provadi veskerou udrzbu
pfistroje dle dokumentace k pfistroji a stara se o Cistotu a poradek kolem pfistroje. Sluzebné
nejméné zkusSeny technik odpovidd za mistnost urCenou pro piipravu vzorkd, sklady
chemikalii a vzorkll a ostatni laboratorni vybaveni. Technici vZdy pofizuji ze své tydenni
¢innosti na svéfeném useku zdznam, ktery predaji zéastupci vedouciho laboratote, ktery je
celkové odpovédny za technické vybaveni laboratote. Pracovnik dostdva pisemné povéieni ke
spravé useku laboratofe od vedouciho laboratofe, vedenim laboratofe je vystaven piedavaci
protokol, dale pracovnik podepisuje dodatek k pracovni smlouvé o odpovédnosti za svéiené
zatizeni.

V piipadé, Ze se na svéfeném useku vyskytnou jakékoliv nesrovnalosti, které by mohly
ovlivnit provoz laboratofe anebo vysledky analyz a technik neni schopen zjisténé nedostatky
sam odstranit, je povinen to neprodlené¢ oznamit vedeni laboratofe.

V pitipadé zanedbdni pracovnich povinnosti, nespravného pracovniho postupu nebo
zanedbané spravy svéfeného useku mize dojit k poSkozeni laboratorniho vybaveni nebo
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k chybnym vysledkiim analyzy. Nahrada Skody se bude fesit s odpovédnym pracovnikem dle
podminek pracovni smlouvy a zakoniku prace.

Za cistotu a potradek mistnosti, které pfimo nesouviseji s technickou praxi laboratofe,
zodpovida kazdy pracovnik vzdy jeden tyden, protoze v laboratofi neni zaméstnan specidlni
pracovnik na bézny uklid.

Pti odbéru vzorkli pidy nese povéreny pracovnik odpovédnost za cCistotu odbérového
vybaveni pfed vzorkovanim, spravny odbér reprezentativniho vzorku a po vzorkovani
dekontaminaci nacini a jeho ulozeni na ur¢ené misto. Technik dostava pisemné povéteni od
zastupce vedouciho nebo vedouciho laboratofe.

3.1.5 Rizeni dokumenti

3.1.5.1 Seznam dokumenti
Interni fidici dokumenty zahrnuté v managementu jakosti:
Ptirucka jakosti
Standardni operacni postupy
Provozni fad laboratote
Bezpecnostni predpisy
Pisemna nafizeni vedouciho laboratote
Provozni zdznamy laboratofe
Casovy plan internich auditd
e Vysledky internich audit
Externi technické dokumenty:
e Osvédceni a akreditaci
e Osvédceni o kontrole pfistroji
e Navody a ptirucky k laboratornim pfistrojim
e Zavazné normy

Kazdy dokument je zfetelné¢ oznacen nédzvem, identifikaénim cislem, datem zpracovani,
jménem zpracovatele. Se vSemi internimi dokumenty musi souhlasit vSichni pracovnici
laboratofe. Originaly vSech dokumentd jsou k dispozici v kancelafi zastupce vedouciho
laboratofe v elektronické i pisemné podobé. Kopie dokumentl jsou vzdy k dispozici v misté
pouziti dokumentu pro rychlé vyhledani informaci. VSechny dokumenty jsou volné pfistupné
vSem pracovnikiim laboratofe.

Dokumenty souvisejici s administrativni, ekonomickou a obchodni ¢innosti laboratofe jsou ve
spravé vedouciho laboratofe a nejsou volné ptistupné ostatnim pracovnikiim laboratofe.

3.1.5.2 Zmény dokumentii

ProtoZe se jednd o novou zacinajici laboratof, budou interni dokumenty v prvnim roce
¢innosti podrobeny piezkoumani a aktualizaci kazdé tf1 mésice, pfedevsim ptirucka jakosti a
standardni operani postupy. V dalSich letech praxe se piedpoklada revize internich
dokumentd minimaln¢ jedenkrat za rok.

Kazdy pracovnik ma pravo zménit jakykoliv dokument, ovSem po piedchozi konzultaci
s vedenim laboratore, které zménou musi souhlasit.

Aktualizace musi byt v dokumentu uvedena jasné¢ a ptehledné, a to formou poznamky v textu
nebo formou ptilohy k dokumentu s datem zmény a podpisem zastupce vedouciho laboratote.
Aktualizovana pasaz v textu musi byt jasné€ zvyrazné€na podtrzenim.
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V piipad¢ prechodu na novou verzi dokumentu (minimalné jedenkrat za rok) jsou zastaralé
dokumenty uréené k archivaci zfetelné oznaceny jako zastaralé s datem ukonceni jejich
platnosti. Ostatni dokumenty jsou skartovany.

3.1.6 Jednani se zakaznikem

Objednavku sluzeb laboratote zdkaznik u¢ini podpisem smlouvy o dilo. Ve smlouvé o dilo je
piesné specifikovana objednana sluzba naptiklad specifikovany analyt a matrice, pozadavky
na analyzu, dale metoda analyzy a dokumentace k analyze. Pokud zakaznik trva na metodé
stanoveni, ktera neni v laboratofi standardné provadéna, musi to byt ve smlouvé fadné
specifikovano. Smlouva musi byt oboustranné pfijatelnd a vzdy musi existovat V tiSténé
podobé. V ptipad¢, ze zadkaznik zméni své pozadavky v prubéhu analyzy, musi byt sepsana
nova smlouva o dilo. V laboratofi Se vykonavaji pouze ty postupy, pro které ma tato laboratof
odpovidajici pfistrojové vybaveni a pokud jsou jeji pracovnici odborné schopni piisluSnou
analyzu provézt.

Vedouci laboratofe nebo zastupce vedouciho laboratofe vedou zdznamy o jednanich se
zékaznikem. Vedouci laboratofe je povinen informovat zdkaznika o prub&hu analyzy.

V ptipadé vyskytu problému, ktery by vedl k nesplnéni smlouvy ze strany laboratofe, je
vedouci laboratofe povinen informovat zdkaznika ihned.

Pokud bude laboratof nucena vyuzit pro objednanou analyzu sluzeb subdodavatele, a neni to
uvedeno ve smlouvé, musi o tom byt zakaznik pisemné¢ informovan.

Subdodavatelska laboratof musi spliiovat minimalné stejné standardy jako plivodni povéfena
laboratof. Smlouvu o dilo v subdodavatelské¢ laboratofi uzavira puvodni laboratot a
subdodavatelska laboratof.

Prace laboratofe na v§ech trovnich by méla vést k maximalni spokojenosti zdkaznika.

Piezkouméni poptavky, nabidky a smlouvy se mé provadét praktickym a i¢innym zpiisobem,
pfiCemZ se maji vzit vGvahu financni, pravni, a casova hlediska. V piipad€ internich
zakaznikl mize byt pfezkoumavani poptavek, nabidek a smluv provadéno zjednodusené [6].

Zakaznici oceni udrzovani dobré komunikace, poradenstvi a navody v technickych
zalezitostech, odborna stanoviska a interpretace na zakladé dosazenych vysledki. Po celou
dobu praci, zvlasté jedna-li se o rozsahly tkol, ma byt udrzovana komunikace se zakaznikem.

vewr

Vv provadéni zkouSek nebo kalibraci [6].

3.1.6.1 StiZnosti

Stiznosti, a to jak ustni tak také pisemné, vyfizuje vedouci laboratofe; v jeho nepfitomnosti
pak zastupce vedouciho laboratofe. VSechny stiznosti jsou evidovany. Pfi feSeni stiZznosti se
postupuje stejné jako pfi feSeni neshodnych praci.
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3.1.7 Rizeni neshodnych praci
Za neshodnou praci se povazuje jakakoliv prace nebo vysledky, které jsou v rozporu
s managementem kvality laboratofe nebo pozadavkem zdkaznika.
Obecny postup feSeni chyby:
1. Identifikace chyby a stanoveni zavaznosti
Podle zavaznosti navrh opatfeni na, co mozna nejrychlejsi, odstranéni chyby
Identifikace pficiny vzniku chyby
Navrh na odstranéni pti¢iny vzniku chyby
Uplné odstranéni piiginy vzniku chyby nebo alespoit maximalni eliminace rizika
opakovani
6. Aktualizace internich dokumentt

a ko

Reseni chyb a neshod s managementem kvality je v kompetenci managementu a odpovida za
ni vedouci laboratofe. VSichni ostatni pracovnici jsou ovSem povinni mu vychazet
Vv maximalni mozné mife vstfic a tim se podilet na neustalém zlepsovani kvality laboratofte.

Identifikace neshodné prace nebo problémi spojenych se systémem managementu nebo
s ¢innostmi v oblasti zkouSeni a/nebo kalibrace se mohou vyskytnout na riznych mistech
vramci systému managementu a technickych cinnosti. Mezi piiklady patii stiznosti
zékaznik, fizeni kvality, kalibrace pfistroja, kontrola spotfebniho materialu, pozorovani osob
pracujicich v laboratofi nebo dohled nad nimi, kontrola protokolti o zkouskach a kalibracich
listt/certifikatl, pfezkoumani systému managementu a interni nebo externi audity [6].

3.1.8 Rizeni zaznamu

Vsechny technické zdznamy v elektronické i pisemné podob& musi byt skladovany tak, aby
po dobu nutnou K jejich uchovani nemohlo dojit k jejich znehodnoceni nebo zneuziti. Pevny
disk s elektronickym archivem nesmi byt v pocitaci, ktery je pfipojen k internetu.

Technické zdznamy jsou souhrnem daji a informaci, které vyplynou z provadéni zkousek a
/nebo kalibraci a které indikuji, zda je dosazeno specifickych parametri kvality nebo procesu.
Mohou zahrnovat formuldfe smlouvy, pracovni listy, pracovni kniZky, kontrolni listy,
pracovni poznamky, regula¢ni diagramy, externi a interni protokoly o zkouskach a
kalibracich, certifikaty, poznamky zdkaznika, pisemnosti a informace ze zpétné vazby [6].

3.1.9 Interni audity

Vedouci laboratofe jako interni auditor pravidelné provadi kontrolu vSech cinnosti a
dokumentti v laboratofi, které¢ podl€haji systému managementu jakosti, zda jejich kvalita stale
odpovida zavedenym standardim. Ucelem kontroly je kromé, ovéfeni kvalitativnich
standard?, také vylouceni stereotypu, ktery by mohl ohrozit kvalitu prace.

Provadéni internich auditi se fidi ¢asovym pldnem, ktery je zpracovan v samostatném
dokumentu. Kazda ¢innost nebo dokument musi byt zkontrolovan minimalné jedenkrat za 12
meésict. Z interniho auditu je vZdy pofizovan zdznam s datem provedeni auditu a podpisem
auditora. V piipadé¢ nalezeni chyb v managementu kvality, musi byt chyby neprodlené
odstranény a pfijaty opatieni k odstranéni vzniku jejich pficiny.

Pokud je divodné podezieni, ze by dodatecné zjisténé chyby ovlivnily vysledky analyz
objednanych zdkaznikem, musi byt zdkaznik neprodlen¢ informovan.
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3.1.10 Piezkoumani systému managementu

Vedeni laboratoie (vedouci laboratote a zastupce vedouciho) musi minimaln¢ jedenkrat za 12
mésici prezkoumat systém managementu a to na zékladé nasledujicich dokumenti:

e Vysledky internich audita

e Vysledky externich audit

e Vysledky mezilaboratorniho porovnani

e 7pétné vazba od zédkaznika

e StiZnosti

e Ekonomické vysledky laboratote

e ZlepSovaci navrhy pracovnika

e Mnozstvi zjisténych chyb v managementu jakosti

e Nové normy a predpisy pro stanoveni

Vysledkem ptfezkouméani managementu kvality jsou zmény v internich dokumentech,
predevsim v piirucce kvality, které povedou ke zlepSeni jakostni urovné laboratofte.
Aktualizaci pfirucky jakosti 1 jinych dokumentli musi jednohlasné schvalit management
laboratote. Vzhledem K poctu pracovnikti v laboratofi je velmi vhodné, aby se pfezkoumavani
systtmu managementu kvality a schvalovani zmén v dokumentech ucastnili vSichni
pracovnici laboratofe. Pravo rozhodovat a s kone¢nou platnosti schvalit ma ovSem pouze
management.

Soucasti prezkoumavani managementu kvality je také vyhodnoceni splnéni cili kvality a
stanoveni novych cild kvality na nésledujici obdobi.

Z procesu prezkouméavani managementu kvality je pofizen pisemny zaznam s jasné
definovanymi zavéry a navrhovanymi zménami v systému managementu kvality a
dokumentech s datem vypracovani a podpisy v§ech zacastnénych pracovnikd.
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3.2 Technické pozadavky

3.2.1 Seznam stanoveni

Analyza rezidui 1é¢iv pomoci LC/MS

Musk slouceniny pomoci SPME, GC/MS

Stanoveni obsahu PAHs v ptidnim extraktu pomoci HPLC

Stanoveni tézkych kovii metodou AAS

Stanoveni obsahu PCB ve vzorku tuku pomoci GC/ECD

Stanoveni rtuti ve vzorku pudy pfistrojem AMA 254

Stanoveni nesteroidnich protizanétlivych latek ve vodach pomoci CZE
Odbér vzorka pudy

N R WD

3.2.2 Prostory a podminky prostredi
Laboratof je fyzicky rozdélena na tfi provozy:
1. Vstupni hala, kancelai vedouciho laboratote, socidlni zadzemi pro zédkazniky
2. Satna a socialni zazemi pro personal, sklad chemikalii, pfipravna vzorki, sklad
vzorkl, kancelar zastupce vedouciho laboratoie
3. Technické mistnosti s laboratornimi pfistroji pro vlastni analyzu

Do mistnosti s laboratornimi pfistroji je vstup mozny pouze z ptipravny vzorkl v preziivkach
a ptevleCeni. Do pfipravny vzorkll lze vstoupit pfes Satnu personalu nebo pies kancelaf
zastupce vedouciho laboratote.

Prostiedi, ve kterém jsou provadény analyzy, spliiuje vSechny pozadavky na spravnost a
neovlivnéni vysledkit vlivem nevhodného pracovniho prostfedi. Technické mistnosti jsou
klimatizované a je zde hlidana prasnost a vlhkost. Pracovni prostiedi je organizovano v duchu
japonského pravidla péti S pracovniho mista.

Na pracovnim misté jsou pouze nastroje a pomicky nezbytné potiebné k provadéné praci.
Vsechny nastroje a pomucky jsou zfetelné popsany a maji své pevné stanovené a oznacené
misto. Pracovni mista jsou udrzovana Vv Cistoté a poradku.

Vsechny dulezité elektrické pristroje maji zalozni zdroj elektrické energie. Ve vsech
prostorach laboratofe je instalovano bezpecnostni a protipozarni zatizeni.

3.2.3 Pracovni postupy

Laboratof pouzZiva pro své zkuSebni ¢innosti vhodné a ovétené pracovni postupy. Pracovni
postupy jsou popsany ve standardnich operacnich postupech, které jsou soucasti ptirucky
jakosti. Standardni operacni postup je zpracovan pro kazdé stanoveni a odbér vzorkl pudy
zv1ast.

Kazdy novy pracovnik nejdiive podrobné prostuduje dokumentaci ke vSem laboratornim
piistrojim a pracovni postupy k jednotlivym analyzam, pak je teprve zaskolen zkuSenym
pracovnikem. Po prostudovani dokumentti a zaskoleni se stava pracovnik opravnénou osobou
k praci na laboratornich pfistrojich. Opravnéni obdrzi pisemné od vedouciho laboratofe.
Mezinarodni, regionalni nebo narodni normy, normativni dokumenty nebo jiné uznavané
specifikace, které obsahuji dostatecné a ptresné informace o tom, jak provadét zkousky a/nebo
kalibrace, neni nutno dopliiovat nebo piepisovat jako vnitini postupy, pokud jsou tyto normy,
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normativni dokumenty nebo jiné uznavané specifikace napsany tak, ze mohou byt osobami
pracujicimi v laboratofi pouzity v podobg, jak byly publikovany [6].

3.2.4 Zarizeni

Laboratot disponuje veSkerym laboratornim zafizenim, které je nutné pro spravné provadéni
vySe uvedenych stanoveni a odbéru vzorkii pidy. VSechna zatizeni dosahuji potiebnych
pozadavku a specifikaci uvedenych v norméch pro pfislusna stanoveni. Na kazdém zafizeni,
které¢ vyzaduje kalibraci, je na viditelném misté¢ umistén Stitek s datem posledni kalibrace a
s datem nasledujici kalibrace.
Kazdé zatizeni je pfed uvedenim do provozu i béhem provozu pravidelné¢ kontrolovano a
kalibrovano podle planu udrzby technikem odpovédnym za svéfené zafizeni nebo externim
servisnim technikem, vyzaduje-li to povaha servisniho zdsahu. Jako soucast zatizeni se bere
V tivahu i pouzity software. VSechna zatizeni jsou obsluhovana pouze opravnénymi osobami.
Ke kazdému zatizeni je vedena zvlastni slozka, kterd obsahuje:

¢ Origindlni dokumentaci k zatizeni
Originalni software k zatizeni
Plan velké udrzby a kalibrace zatizeni
Protokoly o udrzbé¢ a kalibraci zatizeni
Zaznamy o poskozeni, Spatné funkci a provedenych opravach
Informace o umisténi zafizeni a jména odpovédnych osob za zatizeni.

Za tuto slozku je odpovédny zastupce vedouciho laboratofe a proto je kdispozici v jeho
kancelafi.

V blizkosti pfistroje jsou na vhodném misté umistény kopie navodu k pfistroji a denik
ptistroje. Za denik pfistroje je odpovédny technik, ktery odpovida za cely pftistroj. V deniku je
v avodu popsan plan a postup zakladni udrzby a kalibrace piistroje. Dale je v deniku
ptehledné zaznamenano datum meéfeni, analyt a matrice, metoda méteni, jméno technika,
provedena udrzba a ptipadné problémy.

Zatizeni, které nepracuje spravné nebo dokonce poskytuje chybné vysledky, musi byt zietelné
oznaCeno a okamzit¢ vytazeno z provozu. Pro opétovné zatazeni pfistroje po provedené
opravé musi byt jeho spravna funkénost ovéfena zkouskou. Pii zjistovani chyby v zafizeni se
postupuje stejné jako pfi fizeni neshodnych praci.

3.24.1 Seznam zarizeni

Rotacni vakuova odparka - Biichi

Plynovy chromatograf — Hewlett-Packard 6890N series 2.

Ptistroj k pfipravé demineralizované vody — Mili-Q Academic firmy Milipore
SPE extraktor — BAKER model SPE-12G s vakuovou pumpou Barmany, Co.,
USA,

Ptistroj EVATERM pro su$eni dusikem Labicom CR

Kapalinovy chromatograf — Agilent 1100 Series

Analytické vahy

Extraktor — One-PSE

Mikrovinna pec — Multi wave 3000

Ultrazvukova lazen

Kapalinovy chromatograf Agilent 1100 Series

Rota¢ni vakuova odparka - RVO 200, INGOS
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e Atomovy absorpcni spektrometr s elektrotermickou atomizaci ZEEnit 60, Analytik
Jena, SRN

e Advanced Merkury analyse AMA 254

e SPME vldkno - 65pum PDMS/DVB (Supelco, USA)

e Plynovy chromatograf - HP 6890N (Agilent, USA)

e Hmotnostni spektrometr — MSD 5973N, EI, kvadrup6l (Agilent, USA)

e Kapilarni zonova elektroforéza Agilent CE (Agilent Technologies)

3.2.5 Vzorkovani

Vybaveni laboratofe na vzorkovani, piepravu a skladovani vzorkti pudy odpovida
pozadavkim normy i zdkaznika.

Laboratof se zabyva pouze vzorkovanim pud. Plan vzorkovani a pracovni postup vypracovava
povéfeny pracovnik presné podle prani zékaznika. Pokud je vypracovanim planu vzorkovani
povéien technik, musi dat vypracovany plan, pied ptedlozenim zéakaznikovi, nejprve ke
schvaleni zastupci vedouciho laboratofe, ptipadné vedoucimu.

Obecny postup vzorkovani je uveden ve standardnim opera¢nim postupu vzorkovani puad,
ktery je soucasti prirucky jakosti. Pozadavky na odbér vzorkl ptidy a ptesny pracovni postup
odbéru vzorkl pudy se vZdy modifikuji pfesné podle piani zdkaznika.

Pozadavky zakaznika na vzorkovani a laboratofi navrhnuty plan vzorkovéani jsou soucasti
smlouvy o dilo podepsané se zakaznikem. Laboratofi navrhnuty plan vzorkovéni ptid musi byt
pted podpisem smlouvy nejdiive prodiskutovan se zakaznikem a zdkaznik musi s ndvrhem
pisemné souhlasit. Pfesny plan vzorkovani je pak uveden v protokolu o odbéru vzork.

Névrh planu vzorkovani pro zakaznika obsahuje:
e Piesné definované pozadavky zakaznika
Pocet vzork
Vzorkovaci schéma
Vzorkovaci néstroje
Vlastni pracovni postup vzorkovani
Uchovani vzorku — vzorkovnice
Pteprava vzorku
Skladovani vzorku
Uprava vzorktl provadéna v laboratofi, je-li to préni zdkaznika.

Béhem odbéru vzorki potizuje povéteny pracovnik pisemny zaznam, ktery je soucasti
protokolu o odbéru vzorkii. V pribéhu vzorkovani vénuje odbérovy pracovnik zvySenou
pozornost spravnému oznaceni vSech vzorkil, uchovani a ptepravé. Dale musi svédomité
zaznamenavat vSechny odchylky od schvaleného planu vzorkovani a ostatni nesrovnalosti,
které se vyskytly v prubéhu prace.

Vzorkovani je stanoveny postup, pii kterém je ¢ast latky, materidlu nebo vyrobku odebrana,

aby poskytla reprezentativni vzorek celku pro potiebu zkouSeni nebo kalibrace. Vzorkovani
smi byt také poZzadovano pfisluSnou specifikaci, podle které ma byt latka, material nebo
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vzorek zkousen nebo kalibrovan. V urcitych piipadech (napt. pii soudnich analyzach) nemusi
byt vzorek reprezentativni, ale je dan dostupnosti hodnocené matrice [6].

Postup vzorkovani ma popisovat volbu typu vzorkovani, plan vzorkovani, odbér a ptipravu
vzorku k analyze, a to za ucelem ziskani pozadovanych informaci [6].

3.2.6 Zjistovani kvality vysledki zkouSek
Laboratot ma postupy pro zjisténi kvality vysledkl a zkousek, za které je odpovédny manazer
kvality — vedouci laboratofe. Ovéfovani kvality vysledkt se déje nahodné, ovSsem vzdy
minimaln¢ jedenkrat za 6 mésici. Pfi sebemenSich pochybnostech o kvalité vysledkt
z jakychkoliv diivodu je ovétovani kvality provadéno Castéji podle potieby.
Moznosti zjistovani kvality:

e Interni audit

e Mezilaboratorni porovnani vysledkt

e Porovnani metody s jinou metodou

e Opakovani zkousky

Z ovétovani kvality vysledki je pofizen pisemny zdznam. V piipad€ zjiSténi problému se
postupuje jako pfi fizeni neshodnych praci.

3.2.7 Uvadéni vysledku

Vysledky analyzy jsou prezentovany v souhrnném protokolu, ktery je predan zdkaznikovi
vV pisemné i elektronické podobé. Pokud laboratoi vyuzije sluzeb subdodavatele, doklada
subdodavatel vlastni protokol, za ktery je odpovédny. Za spravnost kompletniho tkolu je
ovSem stale odpovédna plvodné povéiena laboratof. Pokud povaha prace subdodavatele
neumoziuje samostatny protokol a vysledky je nutné zapracovat do protokolu, musi byt tyto
vysledky jasné oznaceny jako cizi.

Zmény v textu po uzavieni protokolu nejsou mozné. Zmeénu lze realizovat pouze piilozenim
dalsitho dokumentu k protokolu (pfiloha). Pfiloha musi byt oznacend a spliovat vSechny
nalezitosti protokolu. V pfipad€ nutnosti vydani nového protokolu se jedna o zcela novy
dokument s novym sériovym ¢islem. V protokolu musi byt jasné napsano, ktery protokol
nahrazuje. Stary protokol se viditeln€ oznaci jako neplatny.

3.2.7.1 Obsah protokolu

a) Nazev protokolu

b) Nazev a adresu laboratoie

€) Nazev a adresu zakaznika

d) Jednoznac¢nou identifikaci protokolu o zkouSkach a na kazdé strance identifikaci,
kterd zajisti, ze stranka je rozliSitelnd jako soucast protokolu o zkouskach a dale
jasnou identifikaci konce protokolu [6]

e) Presnou specifikaci pozadavkt zakaznika

f) Specifikace analytu a matrice

g) Datum piijeti vzorku k analyze, datum analyzy

h) Typ, popis pfijimaného vzorku, podminky pfi pfijeti vzorku

1) Odkaz na protokol o odbéru vzorki, je-li to dilezité pro platnost a pouziti vysledkt

J) Popis pouzité metody

K) Vysledky méteni

I) Nejistota méfeni
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m) Odborny komentaf k nejistoté méteni

n) Dopliikové informace k analyze

0) Odborné komentare, vyzaduje-li to povaha analyzy nebo zakaznik

p) Kalibra¢ni list zatizeni

g) Jméno a podpis technika provadé&jiciho analyzu

r) Jméno a podpis vedouciho nebo zastupce vedouciho za spravnost celého protokolu.

3.2.7.2 Obsah protokolu o odbéru vzorki pudy

a) Nazev protokolu

b) Nazev a adresu laboratoie

¢) Nazev a adresu zakaznika

d) Jednoznacnou identifikaci protokolu o zkouskach a na kazdé strance identifikaci, ktera
zajisti, ze stranka je rozliSitelna jako soucast protokolu o zkouskach a dale jasnou
identifikaci konce protokolu [6]

e) Presnou specifikaci pozadavkl zakaznika

f) Specifikace analytu a matrice

g) Datum a ptesné misto odbéru vzorku

h) Pocasi a povétrnostni podminky

1) Detailni popis lokality a matrice

j) Plan vzorkovani

k) Metoda odbéru vzorki, vzorkovaci naéini

I) Mnozstvi vzorku, uchovani vzorku, vzorkovnice

m) Popis zpracovani vzorku na misté odbéru

n) Pieprava vzorku

0) Skladovani vzorku v laboratofi

p) Uprava vzorki provadéna v laboratoii

q) Zéaznam z odbéru vzorku

s) Odborné komentafe, interpretace vysledku, je-li to dulezité pro platnost a pouziti
vysledk

r) Doplikové informace

S) Jméno a podpis technika provadé¢jiciho odbér

t) Jméno a podpis vedouciho nebo zastupce vedouciho za spravnost celého protokolu

3.2.7.3 Odborna stanoviska a komentdie
V odborném komentafi pracovnika laboratofe musi byt jasné¢ patrné divody, na zaklade
kterych je komentar vytvofen. V protokolu musi byt komentafe viditelné oznaceny.
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4 STANDARDNI OPERACNI POSTUPY

4.1 Analyza rezidui lé¢iv pomoci LC/MS

Vzestup problému negativniho vlivu 1éCiv na zivotni prostiedi souvisi se zvySenou spotiebou
léciv a také s dokonalejSi analytickou technikou. LécCiva se skladaji z aktivni latky a
pomocnych latek (plniva, pigmenty, vosky, tmelici latky). Rezidua 1€¢iv jsou latky, které
stavajici Cistirny odpadnich vod nejsou schopny zcela odstranit. Rezidua 1é¢iv se potom
hromadi ve vyc¢isténé vodé a v Cistirenském kalu, odtud pronikaji do Zivotniho prostiedi. Maji
negativni vliv na proces ¢isténi odpadni vody, jsou toxické a vznikd rezistence. Nejvice
kontaminované jsou dolni toky fek a delty ve velkych méstskych aglomeracich. Pitné a
podzemni vody jsou kontaminovany pouze nahodné.

Kromé¢ vybrané metody kapalinové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem Ize rezidua
1é¢iv stanovit také spektrofotometricky, plynovou chromatografii nebo kapilarni zénovou
elektroforézou. Jak u kapalinové, tak také u plynové chromatografie 1ze pouzit také standardni
typy detektort.

411 Cil
Kvantitativni analyza 1éCiv (salicylova kyselina, paracetamol) ve vzorku odpadni vody
tandemovou technikou kapalinové chromatografie shmotnostnim spektrometrem jako
detektorem.

4.1.2 Priprava vzorku — Extrakce pevnou fazi (Solid Phase Extraction, SPE)

SPE je dnes jedna z nejvyuzivangjSich a nejvykonnéjsich technik pro rychlou a selektivni
ptipravu vzorku; proti tradi¢ni soustavé kapalina — kapalina poskytuje lepsi selektivitu a
usporu organickych rozpoustédel. Jeji podstatou je zachyceni molekul latky na tuhém
sorbentu, pies ktery protéka vzorek. Pti extrakci se vyuziva chemickych vlastnosti molekul,
které v disledku mezimolekulovych interakci ulpivaji na sorbentu [13].

Pouziti:
o Cisténi latky
e Zakoncentrovani stopovych mnozstvi latek
e Vyména rozpoustédel (napt. z vodné do organicke)
e Derivatizace (analyt je zachycovan na sorbent, pfeveden na derivat a eluovan) [13]

Zakladem jednoduché techniky SPE jsou kratké, relativné levné extrakéni kolonky na jedno
pouziti. Mze byt mnoho provedeni kolonek s riznymi naplnémi sorbentt.

Kapalny vzorek je veden ptfes SPE kolonku a slouCeniny jsou ze vzorku zachyceny
materialem sorbentu v koloné. Nezadouci ptimési mohou byt z kolonky selektivné odstranény
promytim spravné zvolenymi rozpoustédly. Nakonec mohou byt z kolonky zadouci analyty
znovuziskdny elu¢nim rozpoustédlem v podobé vysoce Cistého extraktu. Tento extrakt ma
Casto podstatné vySsi koncentraci analytu nez m¢l ptivodni vzorek [13]. Pritok cinidel ptes
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kolonu lze urychlit tfemi zptisoby tlakem na vstupu do kolony, vakuovou pumpou na vystupu
zZ kolony a centrifugaci.

Aplikace:
e Zachyceni chlorovanych pesticidii ve vodé
e Zachyceni PCB

e Analyza PAH ve vod¢

1. Condition 2. apply sample 3. Interference 4. Analyte
Sorbent 2 analyte elution elution

& [ %Y &

—
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¥ao! > s
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Eluted Interferences A,
A A
Analyte

Obr. ¢ 1 Schéma funkce SPE [14]

4.1.2.1 Chemikdlie, piistroje a sklo
e Chemikalie

o Methanol pro HPLC

o Deionizovana voda upravena pfistrojem MIli-Q Academic firmy Milipore o
specifické vodivosti 0,055uS.cm-1 pii 24 °C,

o 400ml vzorku vody
e Pomicky a sklo
o Vialky
o Kolonky OASI®® HLB cartrige, Waters, USA,
o Mikropipeta

o Beé&Zné laboratorni vybaveni
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Ptistroje a zatizeni

o SPE extraktor BAKER model SPE-12G s vakuovou pumpou Barmany, Co.,
USA,

o ptistroj EVATERM pro suseni dusikem Labicom CR,

4.1.2.2 Pracovni postup

Aktivace SPE kolonky 5ml MeOH

Do kolonky se piidaji 3ml deionizované vody ( pH bylo upraveno pomoci HCI na
hodnotu 2)

Aplikace 100 ml vzorku vody na kolonku (sorpce)

Promyti kolony 3 ml deionizované vody

Eluce vzorku pfidanim 5ml MeOH.

Vialky se vzorkem a rozpoustédlem se odpaii do sucha pod proudem dusiku
Rozpusténi vzorku ve vialce v 1ml MeOH

Pieneseni vzorku pomoci mikropipety do vialky pro HPLC

Ulozeni do lednic¢ky pro pozdéjsi zpracovani na HPLC

Pti praci jsou dodrzovana pravidla spravné laboratorni praxe

4.1.2.3 Krizové body

Nastaveni kohoutku pratoku kolonou
Konstantni ¢innost a tésnost vakuového sytému

Pro minimalizaci rizika hrubé chyby se dba zvySené¢ opatrnosti pfedevS§im pii piiprave
roztokll, oznaceni pfipravenych roztoki a zvlast' se soustfedi na popis a oznaeni
pfipravenych vzorkl a ziskanych vysledk
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4.1.3 Vlastni analyza rezidui 1é¢iv technikou (LC/MS)

4.1.3.1 Kapalinova chromatografie (Liquid Chromatography, LC)
Teorie ke kapalinové chromatografii je uvedena v SOP pro stanoveni PAH v ptidnim extraktu
viz strana 47.

V SOP, ktery bude pfedan do praktik, bude také uvedena piislusna teoreticka ¢ast tykajici se
LC.

4.1.3.2 Hmotnostni spektrometrometrie (Mass Spectrometry, MS)

Hlavni soucdasti hmotnostniho spektrometru:

Vstup vzorku — ionizace — hmotnostni analyzator — detektor —vyhodnocovaci zatizeni
(PC)

Hmotnostni spektrum ptedstavuje zaznam relativni Cetnosti iontovych druhd, vzniklych
procesem ionizace puvodni Castice, v zavislosti na poméru jejich hmotnosti a neseného naboje
(m/z). Hmotnostni spektrometrii lze zatadit mezi metody separa¢ni, nebot’ vedle fizeného
postupu vzniku iontd je hlavnim procesem jejich separace podle poméru hmotnosti a naboje
(m/z). Hmotnostni spektra jsou spektrim optickym podobna pouze svym vzhledem a
formalnim upotfadanim. Zakladni soucasti kazdého hmotnostniho spektrometru jsou iontovy
zdroj, hmotnostni analyzator (separator) a detektor [2].

MS je nejptesnéjsi metoda pii ur¢ovani hmotnosti molekul (sumarni vzorec), ktera je vhodna
pro anorganické, organické, organokovové, ptirodni 1 syntetické latky a vSechny prvky. Pro
analyzu stadi i velmi malé mnozstvi vzorku. MS dokdZe méfit femtomoly 10™ mol az
attomoly 10™® mol, linearni rozsah je az 12 fadu.

e lonizace

Neutralni ¢astici vzorku (molekula, atom, radikal) 1ze vhodnymi zptsoby dodat dostatecné
mnozstvi energie, aby doslo ke vzniku iontti. Nejobvyklej$im zpilisobem ionizace, zejména
organickych molekul, je ionizace svazkem lonizace urychlenych elektrond, tzv. electron
impact (El) [2].

Elektrony emituje Zhavé vldkno z kovu (W, Re), nasledné jsou elektrony urychlovany
elektrostatickym polem. Pfi interakci s molekulami vzorku dochézi k vyrazeni jednoho
nebo vice elektrond, a z plivodnich molekul vznikaji jedno nebo vicenidsobné nabité
molekulové ionty. Na molekulové ionty je pii interakci pienesena vEtsi Cast energie
Z emitovanych elektrontll, nez je nutné pro vznik nabitych molekulovych iontii (ioniza¢ni
energie). Prebytek energie zpisobuje rozStépeni (fragmentaci) molekulového iontu.
Rozsah fragmentace je do jisté miry zavisly na ptivodni energii ionizujicich elektront.

ProtoZe je pomérné snadné fidit energii ionizujicich elektrontll intenzitou elektrostatického
pole dostatecné reprodukovatelné, reprodukovatelny je i vznik a pomér jednotlivych
iontovych druhd, tj. hmotnostni spektrum. Tento postup je zdrojem hmotnostnich spekter,
ktera jsou pii energii elektronového svazku 70eV uspofadana po tzv. normalizaci do
databazi (knihoven) spekter [2].
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El je proto zakladni technikou pfi analyze neznamého vzorku; u ostatnich ionizacnich
technik je spektrum velmi zavislé na konkrétnich podminkéch, a proto je velmi obtizné
srovnavat jednotliva spektra z riznych piistroji a podminek.

o Kapalné vzorky

Elektrosprej (ESI) — pouziva se pii spojeni HPLC a CZE. Podstatou
této techniky je ta skutecnost, ze po pruchodu roztoku (urc¢itého
slozeni) kovovou siln¢ polarizovanou kapilarou dochdzi ke vzniku
mikrokapicek, nesoucich na svém povrchu naboj. Pii postupném
zmenSovani kapi¢ek vlivem odpaiovani rozpoustédel dojde pii urcité
velikosti ke zvySeni povrchové hustoty naboje nad Kritickou mez.
V tomto okamziku zplsobi elektrostatick¢é odpuzovani desintegraci
kapky na mnozstvi dalSich men$ich, na néZ se rozprostie plvodni
mnozstvi nesené¢ho naboje. Opakovani tohoto procesu dojde posléze ke
vzniku iontd samotnych analyta [2].

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku

Fotoionizace za atmosférického tlaku

o Plynné vzorky

Elektronova ionizace
Chemicka inonizace

o Pevné vzorky

o Prvky

Matrix-assisted laser desorption/ionization, MALDI

* Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (Inductively
coupled plasma mass spectmetry, ICP MS).

e Hmotnostni analyzdtor

V hmotnostnim analyzatoru dochazi k separaci iontti obecné na zakladé poméru hmotnosti
a naboje (M/z) v daném iontu a elektrickém, magnetickém poli, které na iont ptisobi.
Mohou obecné pracovat ve dvojim modu — tzv. full scan, snimani hmotnostnich spekter
periodicky v ¢ase nebo sledovani intenzity jednoho nebo nékolika vhodné zvolenych
iontovych druhii v ¢ase (single ion monitoring SIM, multiple ion detection MID), tj. jako
selektivni detektor. Prvni mdd je pouzivan predevsim k ziskavéani spekter pro identifikaci
analytl, druhy pro sledovani zmén relativniho zastoupeni slozek s niz§imi mezemi
detekce a stanovitelnosti v dasledku vyssi selektivity [2].
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Quadrupole Mass Filter

Z 0

Quadrupole lon Trap

HOoORaoOw

Obr. ¢. 2 Kvadrupolovy analyzator a kvadrupolova iontova past [15]
o Kvadrupélovy analyzator (Quqdropole, Q)

o Kvadrupolova inotova past (Quadropole lon-Trap analyser, QIT)

= Jontova past se sklada ze vstupni a z vystupni elektrody kruhového
prifezu a z prstencové stiedové elektrody a jednd se v podstaté o
trojrozmérny kvadrupol. V prostoru mezi elektrodami se shromazd'uji
ionty a je sem zavadéno He pod nizkym tlakem, které tlumi oscilace
iontd a napomaha jejich semknuti. Zménou nastaveni veli€in napé€ti na
elektrodach jsou ionty zase odvadény k detektoru.

= Maly, citlivy, rychly detektor s menSim rozliSenim

= Umoziuje strukturni analyzy a fragmentaci iontu

o Dalsi typy hmotnostnich analyzatort
= Jontova cyklotronova rezonance (Fourier-Transform lon Cyclotron
Resonance, FT-ICR)
» Analyzator doby letu (Time Of Flight, TOF-MS)
= Magneticky analyzator
= Elektrostaticky analyzator.

e Detektor

Jako detektory se pouzivaji zpravidla elektronové nasobice, Faradayovy cely, magnetické
nasobice u TOF.
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o Vakuovy systém

Ionty, vznikajici fizenym postupem ionizace, nesmé&ji menit nefizené svou energii,
zejména nechténymi srazkami. Proto je nutné v celém systému nebo v oblasti analyzatoru
az k detektoru udrzovat tlak na nizkych hodnotdch, aby stfedni volna draha iontd za
danych podminek vyznamné¢ piesahovala drahu fyzickou od mista vzniku iontu az k mistu
jeho detekce. Pro tlaky na tGrovni 10 — 10™ Pa jsou proto vyuzivany turbomolekularni
vyveévy, pro tlaky nizsi obvykle vyvévy diftzni [2].

4.1.3.3 Chemikadlie, pristroje a sklo
e Chemikalie:

o Methanol pro HPLC

o Deionizovana voda upravena piistrojem Mili-Q Academie firmy Millipore
o specifické vodivosti 0,055 uS.cm™ pii teplots 24 °C

o 10 mM amonium acetat

o Standardy: (salicylova kyselina, paracetamol) o koncentraci 0,1 mg/ml
e Pfistroje a zafizeni:

o Vialky

o Kapalinovy chromatograf Agilent 1100 Series

o Hmotnostni spektrometr Agilent Technologies

o Kolona ZORBAX Eclipse XDB-C18 (2,1 x 150 mm, 3,5 um)

4.1.3.4 Nastaveni pristrojii
e Parametry kapalinového chromatografu Agilent 1100 Series:

o Nastiik: 1 pl
o Pratok: 0,15 ml/min
o Rozpoustédlo: 40 : 60 (metanol:amonium acetat) — izokraticka eluce
o Teplota kolony: 25 °C
o Detektory: DAD; MS
e Parametry hmotnostniho spektrometru Agilent Technologies:
o Mode: ultrascan
o Podminky ionizace: ESI; tlak 20 y
o Prutok Ny: 10 I/min

o Susici teplota: 350 °C
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o Scan iontové pasti: 200 — 250

4.1.3.5 Priprava potiebnych roztoki
Ptipravi se kalibra¢ni roztoky sledovanych analytti o koncentraci 10, 5, 3 ug/ml.

Zakladni vztah: c1 V1 =¢C V>

Pipetuje se 100, 50 a 30 ul standardu a doplni se rozpoustédlem na 1 ml.

4.1.3.6 Vlastni pracovni postup

Zm¢ii se kalibracni roztoky a z vysledki se sestavi kalibracni kiivky

vvvvv

Z naméfenych hodnot pro neznamé vzorky se metodou kalibracni kiivky
vyhodnoti koncentrace analytu ve vodé v jednotkéach pg/ml

Ptesny pracovni postup a ovladani pfistroje vysvétli vedouci praktika

Pti praci jsou dodrzovéna pravidla spravné laboratorni praxe.

4.1.3.7 Kritické body

Pro minimalizaci rizika hrubé chyby se dba zvySené opatrnosti piedevsim pii
ptipravé roztokili, oznaceni pifipravenych roztokl a zvIasté se soustedi na popis a
oznaceni ptipravenych vzorki a ziskanych vysledki.

4.1.3.8 Prezentace vysledki
V protokolu bude kromé¢ standardnich soucasti uvedeno:

Ptehledna tabulka vysledki pro oba analyty
Grafy kalibracnich kiivek obou analytii
Vypocty

o kalibracnich roztokt

o vysledkil z rovnice regresni ptimky

Chromatogramy
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4.2 Musk slouc¢eniny pomoci SPME, GC/MS

Musk slouceniny byly plivodné ziskavany jako latky Cisté ptirodniho ptivodu; jsou soucasti
vonnych silic rostlin nebo vonnych latek zivocisného ptivodu (pizmo). Dnes jsou v drtivé
veétsiné vyrabény synteticky, a to ve statisicich tun za rok. Pfidavaji se do parfémd,
kosmetiky, detergentli a Gisticich prostiedkt. Do ZP se dostavaji z odpadnich vod. Jsou
detekovany nejen v pad¢, povrchové vodg, rybach, ale také v matefském mléce.

v

Nejskodlivéjsi pro ZP jsou nitro-derivaty musk slou¢enin (Musk xylen, Musk keton), velmi
pouzivané jsou také polycyklické musk slouceniny (Galaxolid, Tonalid). V soucasné dob¢ je
nejvétsim producentem Cina a mnohé nitromusk slou¢eniny jsou jiz v nékterych zemich
zakédzany. Polycyklické musk slouceniny jsou Setrnéj$i k Zivotnimu prostfedi, nejvice
pouzivany jsou predevsim v EU. VSechny nitromusk slouceniny se kumuluji v tukové tkéni a
jsou koncentrované piedev§im ve vodnim prostfedi. Makrocyklické a linearni musk
slouéeniny jsou nejvice Setrné, nejméné prozkoumané a o¢ekava se jejich zvysena produkce.

Musk slouceniny jsou perzistentni, bioakumulativni (tukova tkan), semivolatilni slouceniny.
N¢ekteré z nich jsou karcinogenni, jiné byly oznacCeny za endokrinni disruptory. V prostiedi se
metabolizuji na latky s odliSnymi vlastnostmi. Jsou to karcinogeny 3. tfidy, které poskozuji
jatra a jejich amino-metabolity atakuji DNA.

421 Cil

Analyza musk sloucenin (galaxolid, phantolid, musk xylen) ve vod¢ technikou mikroextrakce
pevnou fazi s naslednou analyzou tandemovou technikou plynové chromatografie
S hmotnostnim detektorem.

1. Analyza bude provedena s pouZzitim 4 riznych SPME vldken (PDMS/DVB, 65 um;
PDMS, 7 um; PDMS 100 pm; PA 85 um). Pro dalsi praci bude vybrano vlakno
poskytujici nejlep$i odezvu na analyzované slouéeniny. Z chromatogramu budou
zjistény retencni Casy analytu a budou zjiSténa jejich hmotnostni spektra (a urceny
kvantifika¢ni ionty) [30].

2. Analyza bude realizovana v SPME provedeni ,,head space* a ,,pfimé ponofeni“. Bude
porovnana velikost odezvy danych analytu [30].

3. Analyza bude realizovana pii riznych teplotach a expozi¢nich ¢asech. Bude
porovnana velikost odezvy danych analytu [30].

Zadani upfesni vedouci praktika!

4.2.2 Priprava vzorku — Mikroextrakce pevnou fazi (Solid Phase MicroExtraction,
SPME)

Modifikace techniky SPE, ktera nevyZzaduje slozitou instrumentaci a piedev§im nepotiebuje
rozpoustédlo. VIdkno z taveného kiemene pokryté zakotvenou fazi je ponofeno do kapalného
vzorku nebo umisténo nad kapalny vzorek do prostfedi nasycen¢ho tékavymi analyty. Po
urcitou dobu se nechd probihat sorpce na tuhou fazi. Nasleduje analyticky stupen, kterym je
obvykle plynova chromatografie. Vldkno nechame v davkovacim zafizeni termicky
desorbovat pfi teplotach kolem 300 °C a analyty se pifimo aplikuji do chromatografické
kolony, kde se provede separace [13].
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Obr. ¢. 3 Pritbéh SPME [16]

Obr. ¢ 4 SPME [11]
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4.2.2.1 Chemikadlie, pFistroje a sklo
e Chemikalie:
o Aceton

o Destilovana voda

o Standardy: Musk xylen (0,1 mg/ml v cyklohexanu), Galaxolid (1 mg/ml
v isooctanu), Phantolid (1 mg/ml v izooktanu)

e Pomicky a sklo:
o SPME vlakno (modré): 65 um PDMS-DVB (Supelco, USA)

o SPME vlakno (zelené): 7 um PDMS (Supelco, USA)

o SPME vlakno (Cervené): 100 um PDMS (Supelco, USA)
o SPME vlakno (bilé¢): 85 pm PA (Supelco, USA)

o Mikropipeta

o Bé&zné laboratorni, analytické vybaveni

4.2.2.2 Priprava potiebnych roztoki
Pripravi se kalibra¢ni standard: mix 3 analyzovanych musk slou¢enin o koncentraci 1 ng/pl.

e Zakladni vztah: ¢c1 V1 =¢C Vo

4.2.2.3 Pracovni postup
e Do vialky o objemu 22 ml se napipetuje 14 ml destilované vody a pifida se 100 pl
pfipraveného standardu

e Vialka se ponoti do michané vodni lazn¢ (900 ot/min) s teplotou 80 °C

e Po ustdleni rovnovahy teplot (5 min) se vsune pies septum jehla SPME a vysune se
vlakno nad hladinu (head space) nebo se ponoii do roztoku

e Po dob¢ expozice (30 min) se vldkno zasune zpét, jehla SPME se vyjme a vlozZi do
inletu plynového chromatografu

e Pii praci jsou dodrZovana pravidla spravné laboratorni praxe.

4.2.2.4 Kritické body
e Pro minimalizaci rizika hrubé chyby se dba zvySené opatrnosti pfedevsim pfi ptiprave
roztokll, oznafeni pfipravenych roztokli a zvIast’ se soustfedi na popis a oznaceni
pfipravenych vzorki a ziskanych vysledki.
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4.2.3 Vlastni analyza analyza musk sloucenin technikou GC/MS

Teorie pro GC je uvedena v SOP pro stanoveni PCB v tuku viz. strana 56, teoreticka ¢ast MS
je uvedena v SOP pro stanoveni 1éCiv viz. strana 27.

V SOP, ktery bude ptedan do praktik, budou uvedeny ptislusné teoretické ¢asti tykajici se GC
a MS.

Kvadrupolovy analyzator (Quqdropole, Q)

Resonant fragment

DC and AC voltages

Obr. ¢. 6 Kvadrupdlovy analyzator [17]

» Kvadrupol tvoii ¢tyfi tyCové elektrody, na které je ptivadéno stejnosmerné
napéti a soucastn¢ stifidavé napéti. Zmeénou hodnot veli¢in stejnosmérného
napéti, amplitudy a frekvence stfidavého napéti se urcuje trajektorie iontu
s ur¢itou hodnotou m/z. K detektoru doleti tedy pouze iont, kterému
vyhovuje momentalni nastaveni. Nastaveni veli¢in napéti se ovSem rychle
méni a detektor zachycuje celé spektrum iontd a riznych m/z.

= Relativné rychly, jednoduchy a levny detektor, nepotiebuje vysoké vakuum

* Mensi rozsah métenych hmotnosti a nizsi rozliseni

» Je vhodny pro anorganické a leh¢i organické slouceniny, peptidy a proteiny
predevsim ve spojeni s ESI

* Je vhodny pro GC/MS, HPLC/MS a tandemové uspotadani analyzator
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4.2.3.1 Chemikadlie, pFistroje a sklo

Ptistroje a zafizeni:

o GC Hawlett-Packard 6890N (Agilent, USA)

o Kolona: kapilarni, stacionarni faze: DB-5MS; rozméry: 20 m, 0,180 mm, 0,18
pum; limit teplot: -60 °C-325 °C (Agilent Technologies, USA)

o Hmotnostni detektor MSD 5973N (Agilent, USA) [EI, kvadrupol]

Nosny plyn: He 6.0

4.2.3.2 Nastaveni pristrojit

Nosny plyn: He

Teplota injektoru: 250 °C

RezZim injektoru: splitless

Tlak nosného plynu v injektoru (kolon¢): 116 kPa
Pratok nosného plynu injektorem: 28,5 ml/min
Rezim kolony: konstantni pritok

Pratok nosného plynu kolonou: 0,8 ml/min
Linearni rychlost nosného plynu v kolong: 40 cm/sec
Doba analyzy: 36 min

Teplota transferline: 280 °C

Teplota iontového zdroje: 230 °C

Teplota kvadrupolu: 150 °C

Rezim analyzatoru: SCAN (m/z: 30-350)

Solvent delay: 20 min

Tab. ¢.1
Teplotni rampa
Rampa Teplota Drzeno
pocatek 50 °C 3 min
15 °C/min 110 °C 0 min
5 °C/min 165 °C 8 min
15 °C/min 285 °C 2 min
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4.2.3.3 Vlastni pracovni postup
e Konkrétni tikol, obsluhu pfistroje, celkovy pracovni postup vcetné vyhodnoceni dat a
pozadavky na protokol uptesni vedouci praktika

e Pti praci jsou dodrzovana pravidla spravné laboratorni praxe

4.2.3.4 Kritické body
¢ Pro minimalizaci rizika hrubé chyby se dba zvySené opatrnosti piedevsim pfi piipraveé
roztokil, oznaceni ptipravenych roztok a zvlast se soustfedi na popis a oznaceni
piipravenych vzorkt a ziskanych vysledki

4.2.3.5 Prezentace vysledkii
V protokolu bude uvedeno kromé standardnich soucésti uvedeno:

e Piehledna tabulka vysledk
e Vypocty
e Chromatogramy

e Hmotnostni spektra
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4.3 Stanoveni obsahu PAHs v piidnim extraktu pomoci HPLC

prostiedi. Jsou detekovany ve vSech slozkdch Zzivotniho prostiedi. Jsou fazeny mezi
persistentni organické polutanty. Jsou transportovany dalkovym pienosem, maji schopnost
bioakumulace a vazi se na pevné ¢astice [3].

Emise PAU se pohybuje ve stovkach tisic tun za rok. Hlavnim zdrojem emisi jsou
antropogenni spalovaci procesy, predevsSim spalovani fosilnich paliv, provoz spalovacich
motort, hlinikarny, zpracovani ropy a uhli. Primyslové emise pfedstavuji podil asi devadesat
procent. Pfirodni emise jsou z vulkanické ¢innosti a lesnich pozart.

Clovek je vystaven negativnim vlivim PAU nejenom z vngjiiho prostiedi, ale také je ohrozen
,Vlastni“ produkci. PAU jsou produkovéany pii smazeni, grilovani, uzeni a také pti koufeni.
PAU mohou pusobit pro zivé organismy jako karcinogeny, mutageny a teratogeny.

PAU vznikaji pyrolyzou a naslednou pyrosyntézou. Nejdiive se za vysoké teploty rozstépi
organické molekuly na mensi mén¢ stabilni fragmenty (pyrolyza), které se pak spojuji do
stabilnich PAU (pyrosyntéza).

V atmosféie podléhaji PAU fotochemickym, oxidanim a termickym reakcim. Do ZP se dale
dostavaji suchou a mokrou depozici a dalkovym transportem.

PAU se sorbuji na popilek a prachové ¢astice (méstské, primyslové aglomerace). Distribuce
PAU do pudy je zavisla na depozici tuhych castic z ovzdusi, kterd je zase zavisld na
meteorologickych podminkéch, rozpustnosti ve vod¢ a sorpénim koeficientu. V pidéach se
sorbuji na pudni Céstice, zejména zastupci s vyssi molekulovou hmotnosti. Ve vyhlaSce o
ochrané zemédélského pudniho fondu ¢. 13/1994 Sb. je limitovan pouze obsah antracenu,
benzo(a)antracenu, benzo(a)pyrenu, fenantrenu, fluorantenu, chrysenu a naftalenu samostatné
a jako suma 1 mg/kg suSiny. Obsah PAU (12 analytl) je také limitovan v odpadech
pouzivanych pro povrchovou Upravu terénu podle vyhlasky ¢. 294/2005 Sb. (6 mg/kg susiny)

[3].

Polyaromaty mohou mit dvé az sedm benzenovych jader, pro Zivotni prostfedi jsou nejvice
nebezpecné aromaty s dvéma a tfemi benzenovymi jadry, protoZe maji vysokou akutni
toxicitu. Fyzikalni a chemické vlastnosti jsou zavislé na molekulové hmotnosti. S rostouci
molekulovou hmotnosti klesa rozpustnost ve vodé a tékavost a naopak roste bod tani a varu
nebo lipofilita.

Mezi nejznaméjsi zastupce patii 16 zastupcu, které byly urceny U.S. EPA jako prioritni
zastupci PAU: naftalen, acenaftylen, acenaften, fluoren, fenanthren, anthracen, fluoranthen,
pyren, benz(a)anthracen, chrysen, benzo(b)fluoranthen, benzo(k)fluoranthen, benzo(a)pyren,
dibenzo(a,h)anthracen, indeno(1,2,3-c,d)pyren a benzo(ghi)perylen [35].

e Rozdé&leni polyaromatickych slou¢enin podle molekulové hmotnosti:
o Nizkomolekularni

Acetanaftalen, Anthracen, Fenanthren, Fluoren, Acetnaftylen, Naftalen
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o Stiednémolekularni
Fluoanthren, Pyren
o Vysokomolekularni

benzo(a)anthracen, chrysen, benzo(b)fluoranthen, benzo(k)fluoranthen,
benzo(a)pyren, dibenz-(a,h)anthracen, benzo(g,h,i)perylen, indeno(c,d)pyren

Krom¢ nize uvedenych moznosti extrakce pudni matrice 1ze PAU extrahovat také
Soxhletovou extrakci (Casoveé narocna, velka spotfeba rozpoustédel) nebo extrakei tekutinou
v nadkritickém stavu. Vzorky PAU jsou vétSinou velmi slozité, proto je nutné k jejich analyze
pouzit u¢innou separacni techniku — nejcastéji kapalinovou nebo plynovou chromatografii.
Vhodné detektory pro analyzu PAU plynovou chromatografii jsou plamenoioniza¢ni detektor
nebo hmotnostni spektrometr.

431 Cil

Kvalitativni a kvantitativni analyza polyaromatickych uhlovodiki v extraktu piidy metodou
vysoko u¢inné kapalinové chromatografie s fotometrickym a fluorometrickym detektorem.

4.3.2 Zpracovani vzorki pudy pro analyzu organickych kontaminanti

4.3.2.1 Extrakce ultrazvukem

Ultrazvuk zptsobuje stlacovani a expanzi molekul média. V kapalinach dochézi pfi expanzi
k vytvoreni tlaku, ktery v nich podporuje vznik bublin a dutin. Samotny vznik téchto utvart
neni pro vlastni vyuziti ultrazvuku tak vyznamny, protoze v nich nedochézi k pienosu vinéni,
ale dulezity je jejich zanik.

Protoze bubliny a dutiny nemtzou uc¢inné absorbovat ultrazvukovou energii, dochazi k jejich
implozi (rozpadu). Pfitomnost pevné latky v kapalin€ pii prichodu ultrazvukovych vin
zpusobuje to, ze rozpad bublin je v okoli pevné latky asymetricky, ¢imz v kapaliné vznika
proudéni. Tyto proudy jsou velice rychlé a tim, ze nardzi do pevné latky, umoziuji prinik
rozpoustédla do vzorku. Rychlost kapaliny, kterd pfichazi k povrchu pevné latky, mize byt az
400 km.h™* a proto je Gi¢inek na povrch latky velmi silny.

4.3.2.2 Extrakce podporovand tlakem

Extrakce podporovana tlakem (PES) je technika, ktera kombinuje zvySenou teplotu a tlak ve
spojeni s kapalnymi rozpoustédly k dosazeni rychlé a efektivni extrakce analytu z pevného
vzorku.

Pti zvySené teplot¢ az do 200 °C se zvySuje diftzni rychlost, rozpustnost analytu a
prostupnost hmoty, klesd viskozita a povrchové napéti rozpoustédla. Tyto zmény zlepSuji
kontakt analytu srozpoustédlem a zlepSuji extrakci, takze muze byt dosazena rychleji
S pouzitim mensiho mnozstvi rozpoustédla.

Vysoky tlak (4 — 20 Mpa) zatlacuje rozpoustédlo do pdért matrice vzorku a také udrzuje
rozpoustédlo v kapalném stavu.

Pti extrakci podporované tlakem se optimalizuji tyto parametry: mnozstvi a skladba vzorku,
typ, objem a priitok rozpoustédla, teplota, tlak a pocet cykli. Optimalizaci parametrti se urci
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takové hodnoty parametrii, pii kterych je extrakce nejucinnéjsi. Oproti standardni extrakci
v Soxhletové extraktoru dochazi ke znac¢né uspoie ¢asu (cca 20 min misto 4 — 24 hod) i
rozpoustédla (cca 30 ml proti 0,51).

4.3.2.3 Mikrovilnna extrakce s pouZitim rozpoustédia

Extrakce podporovana mikrovinnym ohfevem (Microwave-AssistedSolventExtraction,
MASE) je technika zaloZzend na pulsobeni mikrovin, které zahtivaji extrak¢ni cinidlo
(organické rozpoustédlo) obklopujici vzorek. Uinnost zavisi predevsim na teploté a povaze
extrak¢niho Cinidla.

Mikroviny jsou elektromagnetické vinéni o frekvencich 3 — 300 GHz. Pro MASE je
pouzivana frekvence 2450 MHz.

Neionizujici mikrovinné zafeni absorbuji jen molekuly s dielektrickou povahou. Molekuly
s vysokou dielektrickou konstantou se snazi orientovat v elektrickém poli, to se ale méni tak
rychle, Ze zacnou vibrovat a v disledku tieni (srazky sousednich molekul) se zahtivat.

Mikroviny absorbuje nejcastéji rozpoustédlo a tim vzroste jeho teplota a tlak — G¢inné;si
extrakce nebo mohou plisobit na vzorek (rozpoustédlo se nezahtiva), kde dochazi k uvolnéni
zahratych analytl ze vzorku pfimo do chladného rozpoustédla.

Pouzivaji se nadoby vyrobené z teflonu, které neabsorbuji mikrovinné zareni.

4.3.2.4 Chemikdlie, piistroje a sklo
e Chemikalie:

o Aceton, n-hexan, acetonitril, dichlormethan
o Standardy: roztoky vnitinich standardt v isooctanu
= deuterovany fenanthren, naftalen, pyren ¢ = 10 pg.ml™

o Silikagel 60 pro sloupcovou chromatografii (velikost ¢astic 0,063 — 0,2 mm,
aktivace pti 130°C 4 hod.)

o Bezvody siran sodny (zihany pii 650 °C)
o Dusik ¢istota 4.0 nebo vyssi
e Pomicky a sklo:
o Patrony do mikrovinné extrakce a do PSE
o Kaolona na sloupcovou chromatografii (25 cm x 1 cm)
o Vialky

o BéZné laboratorni, analytické vybaveni
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e Piistroje a zafizeni:
o Analytické vahy
o Ultrazvukova lazen
o Rotacéni vakuové odparka — RVO 200, INGOS, CR
o Multi wawe 3000, Anton paar — mikrovinné extrakce
o One - PSE, Applied Separations — zrychlena extrakce rozpoustédlem.
o Piistroj na suseni dusikem — EVATERM

4.3.2.5 Pracovni postupy

Odebrany vzorek, po pfedchozim zpracovani na misté¢ odbéru, se susi pfi laboratorni teploté.
Po vysuseni se presituje pres sito s velikosti ok 0,6 mm. Pro dals$i experimenty pouZzijeme
frakci o velikosti zrn < 0,6 mm. Pfi préci jsou dodrzovana pravidla spravné laboratorni praxe.

Extrakce podporovana tlakem

e 10 g vzorku pidy se odvazi s ptesnosti na 0,01 g a smichd se se zhruba stejnym
mnozstvim hydromatrixu.

¢ Plnéni extrakéni patrony o objemu 11 ml:
1. Na dno patrony se nasype malé mnozstvi siranu sodného
2. Do patrony se piisype cca polovina smési vzorku s hydromatrixem
3. Ptida se 10 pl roztoku vnitiniho standardu
4. Pfisype se zbytek smési vzorku a hydromatrixu
5. Extrakéni patrona se doplni hydromatrixem cca 1 cm pod horni okraj

e Patrona se vlozi do extraktoru, pod vystup se umisti 30 ml vialka na sbér extraktu a
extrahuje se smési n-hexan:aceton s podminkami uvedenymi nize v tabulce:

Tab. ¢. 2
Tabulka PES
Rozpoustedlo HEX:ACE
Tlak 14 MPa
Teplota 100 °C
Pocet cyklil 2
Doba cykli 5 min
Proplach rozpoustédlem 20s
Suseni dusikem 1 min
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Po ukonceni extrakce se extrakt z vialky kvantitativné prevede do 50 ml banky a
odpaii na rotacni vakuové odparce praveé do sucha, dosusi se dusikem a rozpusti se ve
2 ml hexanu. (V pifipadé, Ze se odparek nerozpusti, je mozno ho rozpustit pomoci
ultrazvuku)

Pouzita patrona se vyjme z extraktoru a obsah se vysype do odpadni nadoby.

Obsluha PES

Pro spravnou funkci pfistroje je naprosto nezbytné mimotfadné peclivé udrzovat Cistotu
plosek, na které dosedaji tésnéni pifi umisténi patrony do pfistroje. Pouzité extrakeni ¢inidlo je
rovnéZ vhodné pied extrakci odplynit v ultrazvuku.

Zapnuti piistroje sitovym vypinacem

Na displeji se zvoli varianta 3 Test, pomoci testu Se nechad pfistroj vyhiat na
pozadovanou teplotu

Na displeji se zvoli varianta 1, program typu A, zadaji se parametry podle tabulky.
Zvoli se varianta Run a pfistroj vyzve K vlozeni patrony

Zkontroluje se cistota dosedacich plosek tésnéni, piipadné se dolesti papirovym
kapesnikem

Patrona se vlozi do pfistroje

Uzavie se horni kryt lehce na doraz, pak se pootoci zpét o zhruba ¢tvrt otacky do
polohy naznacené carkami (viko nesmi byt pfed zahdjenim extrakce utazené)

Spusti se program extrakce, prib¢h I1ze sledovat na displeji

Po ukonceni extrakce se extraktor necha 1 az 2 minuty relaxovat (musi se uvolnit
zbytkovy tlak), pak se teprve otevie viko extraktoru. Viko musi jit povolit velmi lehce,
nejde-li lehce, vyckaji se dalsi 1 az 2 minuty a pokus o otevieni se opakuje

Patrona se vytdhne pomoci Sroubovaku a v Zadném piipad¢ se nesmi brat do holé
ruky, protoZe je vyhtata na téméf 100 °C

Pokud dojde k ,,vypenéni‘“ obsahu extrakéni patrony do prostoru nad patronu, patrona
se nevytahuje (pevné ¢astecky by napadaly dolti do prostoru pod patronu a ohrozily by
funkci spodniho tésnéni), ale horni prostor se dokonale od¢isti (filtracni papir, stétecek
vysavaf) a aZ poté se patrona vytahne

Po ukonceni extrakei se pfistroj vypne sitovym vypinacem

Mikrovinna extrakce

Z pece se vytahne zasobnik na patrony — slouzi jako stojan
Do teflonovych bilych patron se nasype odvazeny vzorek pidy asi 10 g

Ke vzorku do patrony se piida vnitini standard
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Do tiech patron se napipetuje 30 ml smési n-hexan-aceton 7:3

Do jedné patrony Se napipetuje pouze rozpoustédlo a vlozi se teplotni a tlakové cidlo,
jehoz vrsek musi byt pfed pouzitim vytvarovan nastavcem do zvonovitého tvaru

Patrony se umisti do stojanu. Potom Se patrony uzaviou uzavéry, které jsou umistény
ve specidlnim drzéku, patrony se vlozi a zasroubuji do bézového bezpecnostniho obalu

Patrona, ve které¢ je pouze rozpoustédlo, se vlozi do polohy 1, ostatni se rozmisti do
kiize kvuli vyvazeni

Drzék se uzavie a pfenese do mikrovinné trouby
Zapne se odsavani a spusti se pfisluSny program

Po ukonceni programu se patrony oteviraji v digestoti smérem od obli¢eje a vrsky se
oplachuji ¢istym rozpoustédlem do patrony

Po extrakei je nutné vzorek prefiltrovat
Do nalevky Se umisti acetonova vatu a piesype se dvéma lzi¢kami siranu

Vzorek se prefiltruje do 50 ml odpafovacich ban¢k a odpafi se na rotacni vakuové
odparce, dosusi se dusikem

Odparek se rozpusti ve 2 ml hexanu (v pfipad¢, ze se odparek nerozpusti, je mozno jej
rozpustit pomoci ultrazvuku)

Ultrazvuk

Asi 10 g vzorku se odvazi s presnosti na 0,01 g a pfenese se do banky o objemu 250
ml

Do bariky se ptida 20 pl vnitiniho standardu a 60 ml smési n-hexan:aceton 7:3
Barika se zafixuje, v ultrazvukové lazni a necha se 20 minut extrahovat

Po ukonceni se vzorek filtruje a filtrat se jima do 100 ml banck a odpafi se na rota¢ni
vakuové odparce praveé do sucha, dosusi se dusikem

Odparek se rozpusti v 2 ml hexanu (v ptipadé, Ze se odparek nerozpusti, je mozno jej
rozpustit pomoci ultrazvuku)

Frakcionace extraktu sloupcovou chromatografii

Na dno chromatografické kolony se vlozi smotek vaty

Na vatu v kolon€ se nasype za mirného poklepavéani, 5 g aktivovaného silikagelu
(pInéné musi byt rychlé, aby nedoslo k dezaktivaci silikagelu vzdusnou vlhkosti)

Na vrch sloupce silikagelu se ptidd 1 g bezvodého siranu sodného

Naplnéna kolona se smo¢i 10 ml hexanu
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e Po proteceni hexanu na uroven siranu sodného se nanese na kolonu vzorek — 1 ml
rozpusténého odparku v hexanu

e Po vsaknuti roztoku vzorku do sloupce se zahaji eluce jednotlivych skupin latek podle
podminek uvedenych v tabulce

Tab. ¢. 3
Frakce Rozpoustédlo Objem
1 Hexan 10 ml
2 Hexan/DCM 1/1 5ml
3 Hexan/DCM 1/1 10 ml

e Frakce 3 se sbirda do 50 ml odpafovaci batky a odpafi se na rota¢ni vakuové odparce
praveé do sucha, dosusi se dusikem.

e Odparek se rozpusti v 0,5 ml acetonitrilu a pfenese se do 2 ml vialky, obali se
alobalem a uschova se pro dalsi analyzu na HPLC

e Ostatni frakce se vyliji do odpadni nadoby uréené pro organicky odpad

4.3.2.6 Kritické body
e Pro minimalizaci rizika hrubé chyby se dba zvySené opatrnosti ptedevsim pfi piiprave
roztokil, oznaceni pfipravenych roztok a zvlast' se soustfedi na popis a oznaceni
ptipravenych vzorki a ziskanych vysledkt

e Spravné naplnéni extrak¢nich patron

e Otevirani patron PES

e (Odpatovani na odparce (nemélo by se odpaftit do sucha)
e Plnéni chromatografické kolony

e Nastaveni priitoku chromatografickou kolonou

4.3.3 Vlastni stanoveni PAH technikou HPLC/UV-VIS, FLD

Kapalinova chromatografie se vyuziva predevSim k separaci smési latek, které jsou netékaveé
nebo Spatné t€kavé a termicky labilni (az 85 % vSech sloucenin). K separaci vyuziva rizné
systémy pevné nebo kapalné stacionarni faze a kapalné mobilni faze. Na rozdil od plynové
chromatografie hraje mobilni faze v pfipad¢ kapalinové chromatografie aktivni roli. Podle
mechanismu separace se pouzivaji rozpoustédla, resp. smési rozpoustédel rizné polarity,
pfi¢emz zména vlastnosti mobilni faze je v systému s danou stacionarni fazi hlavnim faktorem
ovliviiujici retenci jednotlivych slozek smési a tim 1 jejich vzdjemné rozdé€leni. Vliv teploty se
neuplatiiuyje tak vyznamné jako u plynové chromatografie, i kdyZz u slozitych smési latek
umoziuje zména teploty separa¢niho systému dosahnout lepSiho rozliSeni zon jednotlivych
slozek [2].
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4.3.3.1 Vysoko ucinnd kapalinovd chromatografie (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC)

Hlavni soucasti kapalinového chromatografu:

Zasobniky mobilni faze — sméSovaci zatfizeni — Cerpadlo — davkova¢ — kolona —detektor
— vyhodnocovaci zatizeni (PC)

e Cerpadlo

Zakladnim pozadavkem na cerpadla kapalné mobilni faze je dlouhodoba konstantnost
pratoku s pfesnosti mensi nez 2 %, chemicka inertnost ¢asti Cerpadla ptichazejici do
kontaktu s kapalinou, moznost regulace prutoku v dostateéné velkém rozsahu (0,1 — 10
ml/min), pracovni tlak minimaln¢ 10 Mpa (Iépe 20 — 40 Mpa). Podle technického feSeni
se rozlisuji tii skupiny Cerpadel: pneumaticka Cerpadla, bezpulzni Cerpadla tzv. linearni
davkovace, pulzni neboli recipro¢ni Cerpadla [2].

Nevyhodou pulznich Cerpadel je nekonstantni pritok (tlakové rdzy) mobilni faze, proto
jsou pouzivana dvoj¢inna Cerpadla, Cerpadla s dvéma pisty nebo cerpadla zapojena
sériové. Linedrni ddvkovac pracuje na principu injekéni stiikacky (valec mize mit objem
az 500 ml). Vyhoda je plynuly tok bez pulzli, na druhé strané¢ je omezeny objem
rozpoustédla, které se musi Casto doplilovat. Recipro¢ni Cerpadla jsou vyuzivana naopak
pro pulzni tok mobilni faze, ktery je vhodny pro naprogramovanou zménu slozeni mobilni
faze.

e Davkovaci zarizeni

Davkovaci zafizeni slouzi k vneseni vzorku do toku mobilni faze ve formé uzkého
koncentra¢niho pulzu, tak aby bylo zabezpeceno minimalni rozmyti vzorku v davkovaci a
ve spojich mezi davkovacem a chromatografickym lozem. Septové davkovace, které jsou
obdobou davkovacii pouZzivanych v plynové chromatografii, umoznuji vnaseni vzorki
pomoci injekéni stiikacky do bezprostfedni blizkosti zacatku chromatografického loZze.
Vyhodou septovych davkovacl je variabilita objemu vnéaseného vzorku, nevyhodou
potfeba cCast¢ vymény pouzivaného septa a mensSi pifesnost davkovaného objemu
V porovnani s davkovacimi kohouty. Davkovaci kohouty umoziuji pfesné a
reprodukovatelné odméfeni objemu vzorku vnitini nebo vnéjS$i davkovaci smyckou.
Vzorek se vnasi do blizkosti zacatku chromatografického loZze viazenim davkovaci
smycky do proudu mobilni faze otocenim kohoutu z polohy plnéni do polohy nastfik.
Mensi objemy vzorki jsou zpravidla ddvkovany kohouty s vnitini smy¢kou. Kohouty jsou
konstruovany jako ¢ty a Sesticestné, Casto jsou ovladany elektricky, predevs§im v piipadé,
7e jsou soucasti automatickych davkovaci [2].

e Kolony

Kapalinova chromatografie ma velmi Siroké pouZiti, proto existuje mnoho typt a podob
kolon. Jsou to trubicky s délkou zpravidla 10 az 25 cm, vnitinim primérem kolem 5 mm
a ruznorodou naplni. Pro vétSinu analyz jsou vyrobené z nerezové oceli, jinak je mozné
pouzit tvrzené sklo nebo plast.
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Ptfedkolona je umisténa mezi Cerpadlo a davkovaci zafizeni nebo mezi ddvkovaci zafizeni
a kolonu. Jeji tikol je chranit hlavni kolonu pfed necistotami, a tim prodluzovat jeji
Zivotnost.

e Detektory

Hlavni pozadovanou vlastnosti je vysoka selektivita pro analyt a nizka citlivost pro
pouzité rozpoustédlo. Dalsi pozadované vlastnosti jsou: okamzitd a linearni odezva, nizky
Sum, minimalni pfispévek k rozsifovani zony, moznost pouziti gradientové eluce,
minimalni vliv zmény tlaku, pritoku mobilni faze a teploty.

o Fotometrické a spektrofotometrické detektory (UV — VIS)

Pracuji v ultrafialové a viditelné ¢asti spektra. Jsou konstruovany jako piistroje
S jednou pevnou vinovou délkou, nejéastéji 254 nm. Piistroje filtrové s moznosti
vymezit pomoci spektralnich filtr vinové délky napt.: 254, 280, 313, 340, 365, 405,
436, 546, nm, piistroje s plynule ménitelnou vinovou délkou 190 — 400 (600) nm,
vybavené¢ mfizkovym monochromatorem a pfistroje umoznujici volit nejvhodnéjsi
pracovni vlnovou délku ze spektra snimaného v priibéhu celé analyzy fotodiodovym
polem (diode array detektor, DAD). DAD umoziuji zjistit ,,Cistotu® separovanych zon
a pomahaji vyznamné pii identifikaci jednotlivych slozek vzorku. Vyhodou je vysoka
univerzalnost, citlivost, pouzitelnost v gradientovych technikach [2].

Cell suppor
window
Tungsten lamp @ SN ' Flow cell
Coupling le — N7/
oupling lens PV V4
I(\\\(\ Spectro len
- A\ ) ".. { ,v‘ , _ o
Deuterium lamp \ S N 7\:.,,»:2 Slit
Achromat (source lens) R ETP- neeamn
B (4{:
Holmium oxide filter \ ‘ AN 4]

U

Grating

Obr. ¢. 7 DAD detektor[18]
o Fluorimetricky detektor (FLD)

Je jednim z nejcitlivéjSich detektord pouzivanych v kapalinové chromatografii.
Pouziva se k detekci latek vykazujicich fluorescenci nebo latek, jejichZz derivaty
fluoreskuji. Optické usporadani je stejné jako u fotometrickych detektorti shodné
s usporadanim béznych foto- a fluorimerd [2]. V praxi je Vv piistroji ¢asto kombinovan
s fotometrickym detektorem.
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Kromé¢ vySe uvedenych hlavnich soucasti obsahuje moderni kapalinovy chromatograf
sméSovaci zafizeni a termostat pro nastaveni teploty. SméSovaci zafizeni se pouziva
k namichani smési rozpou$tédel pro mobilni fazi u gradientové eluce. Analyzy na
kapalinovém chromatografu probihaji vétSinou za laboratorni teploty, ovSem jsou analyty, pro
které je zvySena teplota vyhodna.

4.3.3.2 Chemikalie, piistroje a sklo
e Chemikalie:

o Acetonitril, voda

o Kalibracni smés PAHs (obsahuje 16 prioritnich polyaromati podle US EPA,
koncentrace 1 ng/ul)

e Pfistroje a zafizeni:
o Kapalinovy chromatograf Agilent 1100 Series
o kolona: Eclipse PAH C18 (4,6 x 250 mm; 5 pm)
o Bé&zné laboratorni, analytické vybaveni

4.3.3.3 Nastaveni p¥istroje
e Nastiik vzorku: 10 pl

e Cerpadlo mobilni fize: dvoupistova erpadla se sériové fazenymi pisty
e Pratok: 1,5 ml/min

o Rozpoustédla: A: voda; B: acetonitril

e Kolona: Eclipse PAH C18(4.6x15 mm; 5 um) + pfedkolona

e Teplota kolony: 25 °C

e Detektory: DAD; FLD

4.3.3.4 Vlastni pracovni postup
e Kalibrace

Nastavi se vySe uvedené parametry piistroje. Automaticky davkovac provede nastiik
kalibra¢ni smési a provede se analyza kalibracni smési. Dale se nastiikne smés
S vnitinim standardem.

o Analyza vzorkii

Automaticky davkova¢ nastiikne pfipravené vzorky. Kvalitativni vysledky se ziskaji
porovnanim s knihovnou UV spekter, pro kvantitativni hodnoceni se pouzije metoda
externiho standardu.

e Objem nastiiku vzorku (vétSinou 1 — 10 pl) a pouzité standardy uptesni vedouci
praktika!
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e Pii préci jsou dodrzovana pravidla spravné laboratorni praxe

4.3.3.5 Krizové body
¢ Pro minimalizaci rizika hrubé chyby se dba zvySené opatrnosti piedevsim pfi piipraveé
roztokil, oznaceni ptipravenych roztokl a zvlast' se soustfedi na popis a oznaceni
piipravenych vzorkt a ziskanych vysledki

4.3.3.6 Prezentace vysledki
V protokolu bude uvedeno kromé standardnich soucésti uvedeno:

Tabulky vysledkt pro kazdou metodu extrakce a typ detektoru
Ptepocet koncentrace vysledki na jednotky mg/kg pudy
Ptepocet PAH

Souhrnna tabulka vysledku, srovnani extrak¢énich technik
Srovnani vysledki s vyhlaskou €.13/1994 Sb.

Chromatogramy
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4.4 Stanoveni téZkych kova v ptiidé metodou AAS

Jednd se o skupinu prvkld spravné definovanou jako stopové chemické prvky urcitych
vlastnosti. Mohou mezi nimi byt zastoupeny jak kovy podle specifické hmotnosti opravdu
"tézké" (rtut’ Hg, méd’ Cu, olovo Pb), tak také kovy, které tak nazvat nelze (berylium Be,
hlinik Al, baryum Ba), dale polokovy (arzen As, selen Se, telur Te, thalium TI), nebo nekovy
(bor B, chlor Cl, sira S) [12]. Tézky kov neznamena automaticky toxicky kov. Napiiklad Be
neni t€zky kov, ale je toxicky, Fe a Mn jsou tézké kovy, ale nejsou toxické. Nékdy se tato
skupina také nazyva rizikové prvky.

Ptirozenym zdrojem je zvétravani mateiské horniny a rud doty¢nych kovi a je vétSinou
pfevazujicim zdrojem v pad¢€. V atmosféte pochazi vétsina kovll z antropogennich ¢innosti ve
form¢ aerosolu nebo popilku [12].

Zdroje vétsiny kovl jsou spalovani fosilnich paliv véetné komunalniho odpadu a
Cistirenskych kald, emise automobilové dopravy, metalurgicky primysl a pramysl vyuzivajici
slouceniny tézkych kovi.

Akumulace a geochemické cykly tézkych kovl v pidé zavisi rozhodujicim zplisobem na
hodnoté pH pady - pokud dojde k okyseleni, napt. v disledku kyselych destd, tézké kovy se
uvoliiuji a jsou vice pohyblivé v pidnim roztoku a sndze piijatelné rostlinami, ptipadné
vyplavované do spodnich vod. T¢zké kovy piijaté organismy se z vétsi ¢asti opét vylucuji,
¢ast z nich ovSem ziistdvd v organismu natrvalo a usazuje se v nckterych organech, u
zivocichu zpravidla v kostech, zubech, ledvinach a jatrech [12].

Nejtoxictéjsi kovy jsou: Hg, Cd, Pb, As a organické slouc¢eniny Sn. Kovy jsou vysoce toxické
jiz od nizkych koncentraci, jsou perzistentni, nedegradabilni, vysoce karcinogenni a maji
schopnost bioakumulace.

Nejtoxictéjsi byvaji jednoduché iontové formy kovu a organické slouceniny kovil, vesmés
antropogenniho pivodu, komplexni slouceniny kovi vsak jsou méné toxické. Toxické kovy
se vazi na -SH, -COOH, -NH; skupiny biomolekul (bilkovin), méni jejich strukturu, funkci a
pusobi jako enzymatické jedy [10].

Velmi vhodné metody pro stanoveni téZkych kovi jsou metody atomové spektrometrie.
Metody atomové spektrometrie mizeme rozdélit na metody absorpéni, emisni a fluorescenéni
S tim, Ze metody absorp¢ni se déli dale na metody s atomizaci plamenem, metody s atomizaci
elektrotermickou a pro nékolik prvki je mozno pouzit metodu hybridovou [20]. Kromé metod
atomové spektrometrie 1ze vyuzit také klasické metody voltametrické (polarografie, anodicka
rozpoustéci volumetrie). Nevyhodou je pouziti rtuti, naopak instrumentace je ve srovnani
s AAS vyrazné levngjsi.

VétSinu kovovych prvki lze také stanovit, po reakci s organickymi ¢inidly, molekulovou
absorpéni spektrofotometrii nebo také molekulovou fluorescenéni spektrometrii [20].

V piipadech, kdy se jedné o speciaci prvki, byly pouZzity téZ metody plynové chromatografie
(pro organometalické slouceniny), pfipadné kapalinovd chromatografie ve spojeni s AAS,
hmotnostni spektrometrie a dal§i. Speciac¢ni analyza ma za ukol stanovit koncentrace vSech
chemickych forem (struktur), ve kterych je prvek ve vzorku piitomen [20].
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441 Cil

Kvantitativni analyza tézkych kovii ve vzorku pidy technikou atomové absorpcni
spektrometrie. Analyzovany kov upfesni vedouci praktika. SOP je zpracovan pro Cd jako
priklad.

4.4.2 Zpracovani vzorki pudy pro analyzu anorganickych kontaminanta

Teézké kovy jsou ve svych matricich ve velmi nizkych koncentracich. Pro instrumentalni
analyzu kovi je nutné analyt z matrice separovat a zkoncentrovat.

4.42.1 Chemikalie, pFistroje a sklo
e Chemikalie:

o Kyselina ethylendiamintetraoctovad (EDTA) ¢ = 0,05 M
o Kyselina octovac=0,43 M
o Kyselina dusi¢na c =2 M
o Dusi¢nan sodny ¢c=0,1 M
o Ultradista voda
e Pomicky a sklo:
o Celulozovy filtr 589/5
o Bé&zné laboratorni, analytické vybaveni
o PP a PE nadobky
e Pfistroje a zafizeni:
o Ptedvazky
o Ttepacka
o Analytické vahy
o SuSarna

4.4.2.2 Priprava potiebnych roztokii
Vsechny roztoky se fedi do 1 I odmérné bariky.

. ; X
e Zékladni vztahy: Mepra oy coom, nano, ivo, =N-M=V-C-M , V=—

0,43 M kys. octova, M(CH3COOH) = 60,05 g/mol, p = 1,05 g/ml, w = 0,99,

(@]

o 0,05M EDTA, M(EDTA) = 372,24 g/mol

0,1 M dusi¢nan sodny, M(NaNOs3) = 85 g/mol

o

1 M Kys. dusi¢na, M(HNO3) = 63,01 g/mol, p = 1,4 g/ml, w = 0,65

o
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4.4.2.3 Pracovni postup
Vysusena puda se piesituje pies sita s velikosti ok 2 mm. Pouzije se frakce <2 mm.

Stanoveni suSiny gravimetricky

©)

1 g vzorku se susi pti 105 £+ 2 °C po dobu 3 — 4 hodin do konstantni hmotnosti

LouZeni v kyseliné ethylendiamintetraoctové (EDTA)

Vzorek o hmotnosti 5g se smicha s 50 cm® 0,05 M EDTA (pH = 7 + 0,05).
Smés se tfepe po dobu 1 hodiny pii laboratorni teploté

Vyluh se poté zfiltruje pies 589/5 celuldzovy a filtrat se jiméa do PE nadobky

LouzZeni kyselinou octovou

Vzorek o hmotnosti 5 g se po dobu 16 hodin tfepe pii laboratorni teploté s 200 cm?®
0,43 M kyseliny octové

Vyluh se poté zfiltruje pies 589/5 celuldzovy filtr a filtrat se jima do PE nadobky

LouzZeni s dusi¢nanem sodnym

Vzorek o hmotnosti 4 g se po dobu 16 hodin tfepe v PP nadobce se 100 cm® 0,1 M
dusi¢nanu sodného Cistoty pro analyzu

Vzorek je poté zfiltrovan pres 589/5 celulozovy filtr a filtrat se jima do PP nadobky

Filtrat se poté stabilizuje piidavkem 50 pl koncentrované kyseliny dusi¢né (suprapure)

LouZeni s kyselinou dusi¢nou

Vzorek o hmotnosti 10 g se tfepe pii laboratorni teplot¢ po dobu 16 hodin v PE
nadobce se 100 cm® 2 M kyseliny dusiéné &istoty pro analyzu

Vyluh se poté zfiltruje pies 589/5 celulozovy filtr a filtrat se jime do PE nadobky

Pti praci jsou dodrZzovana pravidla spravné laboratorni praxe.

4.4.2.4 Kritické body

Pro minimalizaci rizika hrubé chyby se dba zvySen¢ opatrnosti pfedevS§im pii piiprave
roztokll, oznaceni pfipravenych roztokd a zvlast' se soustfedi na popis a oznaceni
ptipravenych vzorkl a ziskanych vysledk
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4.4.3 Stanoveni prvkii atomovou absorp¢ni spektrometrii s elektrotermickou atomizaci

Atomova absorpéni spektrofotometric (AAS) je vhodna pro stopovou prvkovou analyzu,
umoznuje stanovit az 68 prvkid periodické tabulky, zejména vSechny kovy a polokovy.
Uplatiiuje se pro stanoveni rizikovych prvkl v potravinach, v environmentalni analyze apod.

Podstatou metody je absorpce vhodného elektromagnetického zafeni volnymi atomy
stanovovaného prvku v plynném stavu. Kazdy atom absorbuje zafeni o charakteristické
vlnové délce (energetickd hodnota fotonu). Sleduje se absorbance, kterd je podle Lambert —
Beerova zakona piimo umérna koncentraci stanovovaného prvku.

4.4.3.1 Atomovy absorpcéni spektrometr
Hlavni soucasti:

zdroj zafeni — atomizator — monochromator — detektor — vyhodnocovaci zatizeni (PC)
e Zdroj primarniho zareni

Typy zdroju zafeni mohou byt vybojka s dutou katodou (katoda je z kovu, ktery je praveé
hodnocen), vysokofrekvencni bezelektrodova vybojka, polovodicova laserova vybojka.

o Atomizator

Atomizator je systém, ktery pfevadi stanovované prvky z roztoku vzorku do plynného
stavu. V atomizatoru je umisténa grafitova kyveta, do které je davkovan vzorek. Kyveta je
umisténa v optické draze AAS a je elektrotermicky vyhiivana v prostiedi inertniho plynu
(dusik, argon).

Vzorek se davkuje automaticky pomoci autosampleru, vétSinou byva kapalny. Objem
davkované kapaliny se pohybuje v rozmezi 5 — 100 pl .

K dosazeni volnych atomil analytu v kyveté¢ je vyuzivan tzv. teplotni program. Po
nadavkovani vzorku je teplota kyvety zvySovana v nékolika po sob¢ navazujicich krocich
tak, aby doslo k atomizaci:

o Ohtev na teplotu rozpoustédla — vysuSeni vzorku 5 — 10 °C pod bodem varu
rozpoustédla

o Ohfev na teplotu pyrolyzy — odstranéni nejvétsiho podilu matrice vzorku

o Ohfev na teplotu atomizace — vytvoii se plynny oblak atomt sledovaného analytu
v zékladnim energetickém stavu, které pak absorbuji primarni zafeni

o Zahtati nad teplotu atomizace — ¢isténi kyvety
o Ochlazeni kyvety na pocatecni teplotu — piiprava na dal§i méfeni
e Monochromator

Izoluje ptislusnou emisni ¢aru ze spektra carového zdroje. Rozsah vinovych délek je (190
— 850 nm), nejcastéjsi zapojeni je systém Czerny — Turner.
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e Detektor

Vyuzivaji se predevsim fotondsobi¢e — fotoelektrické ndsobice s kiemennym okénkem.
Rozsah vinovych délek sledované oblasti spektra je 190 — 900 nm.

e Interference

Interference je rusivy vliv pii stanoveni analytu. Interference matrice vzorku (doprovodné
slozky obsazené ve vzorku) je dana slozitosti vzorku. Interferenci matrice rozumime efekt
rozdilné velikosti signalu, ktery ziskdme pro stejnou koncentraci analytu v Cistém
standardu a za pfitomnosti doprovodnych slozek. Interference mohou zpusobovat jak
zvyseni, tak snizeni signalu (tzv. depresivni interference), které jsou CastéjSim piipadem.
Interference délime na spektralni a nespektralni.

Spektralni interference jsou vyvoldny zejména neselektivni absorpci zplsobenou
molekulami doprovodnych slozek vzorku. Nespektralni (chemické) interference jsou
vSechny ostatni vlivy matrice. Nespektralni interference je mozno odstranit ptidavkem
vhodného modifikatoru, coz je latka, kterd je schopna ovlivnit prubéh termické upravy
nebo vlastni atomiza¢ni mechanismus.

4.4.3.2 Chemikdlie, pFistroje a sklo
e Chemikalie:

o Kalibracni roztok (certifikovany kalibra¢ni roztok Cd ¢ = 1,000 = 0,002 g/1)
o Ultradista voda
e Pomiucky a sklo:
o Nadobky do autosampleru
o Mikropipety
o BézZné laboratorni, analytické vybaveni
e Pfistroje a zafizeni:

o Atomovy absorp¢ni spektrometr s elektrotermickou atomizaci typ: ZEEnit 60 s
Zeemanovou korekci pozadi, vyrobce: Analytik Jena, SRN;

4.4.3.3 Nastaveni pristroji
e Analyzovany prvek: Cd

o Siika §térbiny: 0,5 nm

e Proud na lampé: 5 mA

e VInova délka: 228,8 nm

e Pouzity plyn: Ar, Cistota 5.0

e Dévka vzorku: 20 pl
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4.4.3.4 Priprava potiebnych roztokii
Ptiprava kalibra¢ni fady kadmia o koncentracich 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 pug/l ze zasobniho roztoku
¢ =1000 mg/I

Zasobni roztok ¢; = 1 g/l - 1 mg/ml
1. mezikoncentrace ¢; = 0,01 mg/l vV =10 ml; V,=? ul
2. mezikoncentrace ¢; = 0,02 pg/ml v Vo =50 ml; Vi =2 ul

1 ppb=10,001 pg/ml v 1 ml; 0,5 ppb — co5=0,0005 ug/mlv Vos =1 ml; Vo, =72 ul

c,'V,=¢ -V,
-1
v, =&Yoo 00Img-mld0ml_ ) 400,
c, Img-ml
¢, -Vi=¢,-V,
-1
v, =G Vo 2 002ug-ml = S0ml_ 4y 1,
C, 10ug - ml

Cos 'V0,5 =C,-V,
CosVos _ 0,00054g -ml™ -1ml
c, 0,02ug -ml™

V, = =0,025ml = 25/

Pro kalibra¢ni kiivku se davkuje pro koncentrace 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 ng/l — 25, 50, 75, 100 ul
roztoku s c; = 0,02 pg/ml

4.4.3.5 Pracovni postup
e Nastavi se parametry pristroje, zméfi se kalibracni fady a sestavi se kalibra¢ni kiivky

e Analyza vzorku

e Znamé&fenych hodnot pro nezndmy vzorek se metodou kalibra¢ni kiivky vyhodnoti
koncentrace analytu v pide v jednotkach pg/l

e Vysledky v jednotkach pg/l se ptepocitaji na jednotky upg/kg a porovnaji se
s vyhlaskou ¢. 13/1994

e Pfesny pracovni postup a ovladani pfistroje vysvétli vedouci praktika

e Pii préci jsou dodrzovana pravidla spravné laboratorni praxe

4.4.3.6 Kritické body
e Pro minimalizaci rizika hrubé chyby se dbé zvySené opatrnosti ptedevsim pfi piiprave
roztokll, ozna€eni pfipravenych roztokli a zvlast’ se soustiedi na popis a oznaceni
pfipravenych vzorki a ziskanych vysledki
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4.4.3.7 Prezentace vysledki
Kazda skupina stanovuje pouze jeden kov, ovSem protokol bude zpracovan pro tii t¢zké kovy.
Naméfena data si mezi sebou jednotlivé skupiny piedaji.

V protokolu bude uvedeno kromé standardnich soucésti uvedeno:

e QGrafy arovnice kalibracnich kiivek pro vSechny tfi analyty

e Priehledné tabulky vysledki pro vSechny tfi analyty a vSechny louzici ¢inidla
e Vypocty pro louzici ¢inidla a kalibra¢ni fadu

e Vypocty hodnot vysledkli analyti zregresni rovnice, piepocet na jednotky
uvedené ve vyhlasce

e Srovnani vysledkul s vyhlaskou ¢. 13/1994
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4.5 Stanoveni obsahu PCB ve vzorku tuku pomoci GC/ECD

PCB jsou perzistentni latky organického pivodu. Vznikaji fizenou chloraci bifenylu pfi
150 °C v pritomnosti FeClz nebo Fe pilin jako katalyzatoru. Mnozstvi chloru v reakéni smési
urcuje stupeii chlorace.

Teoreticky existuje 209 kongenert, ale z nich jen 102 byva vyraznéji zastoupeno, bézné se
vyskytuje 50 az 70 kongenertii a pouze 7 kongenerti tvoii hlavni komponenty, tj. indikatorové
kongenery. Toxikologicky nejnebezpeénéjsi jsou kongenery se 4 az 7 atomy chloru a
rovinnym usporadanim molekuly, kterych je 12.

Chemickeé a fyzikalni vlastnosti:

fv v

e Niz8i jsou bezbarvé az nazloutlé kapaliny, vyssi pevné latky

e Chemicky stalé (vydrzi cca 300 °C), netekavé, nehotlavé (hoti nad 1000 °C), tepelné
odolné

e Odolné vici kyselinam a zasadam
e Vysoky elektricky odpor — dobry izolant
e Lipofilni, misitelné s organickymi rozpoustédly
Pouziti:
e Naplné transformatort a kondenzatort
e Chladici oleje
e Brzdové kapaliny
e Zmc¢kcovadla plasti
e Pfisady do natérovych hmot, textilu, kaucuku, rtének, lepidel a pesticidi

PCB maji nizkou akutni toxicitu, ale jsou vysoce perzistentni a maji velkou schopnost
bioakumulace, proto prestavuji dlouhodoba zdravotni rizika. Do lidského organismu se
dostavaji predevS§im konzumaci Zivo€isnych produkti (tuk, maso, mléko, vejce). Akumuluji
se V jatrech, tukové tkani i matetském mléce. Z organismu se velmi $patné vylucuji. PCB jsou
vysoce karcinogenni a zpusobuji rakovinu jater. Napadaji pfedev§im jatra a slinivku bfisni.
Dale neptiznivé ovlivilyji napfiklad imunitni systém, plodnost, o¢i, mozek a ledviny. Pfi
chronické expozici maji zasazeni jedinci problémy s dychacim a travicim ustrojim, jatry a
kazi. Akutni expozice zptisobuje poSkozeni klize, poruchy zraku, sluchu a kiece.

Do 7P se PCB dostavali pfedev§im z vyroby a aplikaci. Dnes se do ZP &ifi piedev§im
z odpadti obsahujicich PCB. Nejohrozen¢jsi jsou vodni ekosystémy. Masové se zacaly
pouzivat ve 30. letech 20. stoleti, od 60. let se zaCina sledovat pfitomnost v potravnich
fetézcich, v souasnosti je zamofena celd planeta. V roce 1984 je zastavena vyroba v CSSR,

o 24

kongenert.
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Velmi problematické je zneSkodnovani PCB odpadi; pii spalovani pod 1200 °C vznikaji

vvvvvv

latky; pouzivané technologie na jejich degradaci jsou slozité a finan¢né€ velmi nakladné.

45.1 Cil
Kvalitativni a kvantitativni analyza PCB ve vzorku tuku metodou plynové chromatografie
s detektorem elektronového zachytu.

45.2 Vlastni stanoveni obsahu PCB v tuku technikou GC/ECD

45.2.1 Plynova chromatografie (Gas Chromatography, GC)

Plynova chromatografie vyuziva k déleni smési latek dynamického systému s plynnou
mobilni fazi. Slozky vzorku se v takovém systému déli po pfevedeni do plynné faze. Pouziva
organickych sloucenin s bodem varu mensim nez 400 °C. Podle ptevazujiciho mechanismu
separace se pouZzivaji dvé zakladni varianty plynové chromatografie. Adsorpéni plynova
chromatografie (plyn-pevna stacionarni faze), ktera je omezen¢ pouzitelna pro plyny a nékteré
kapaliny o nizké molekuldrni hmotnosti a rozdélovaci plynova chromatografie, kterd vyuziva
jako stacionarni fazi film net¢kavé kapaliny nanesené na povrchu tuhého nosice, ktery ma
minimalni adsorp¢ni vlastnosti [2].

V plynové chromatografii se nejCastéji pouziva eluéni technika vnéaseni vzorku po
jednorazovém nastiiku na kolonu. Jednotlivé slozky vzorku jsou separovany na zakladé
interakci se stacionarni fazi, jsou postupné vymyvany (eluovany) inertnim nosnym plynem.
Nosny plyn slouzi pouze k transportu slozek kolonou, sdm neinteraguje se separovanymi
slozkami a stacionarni fazi (nerozpousti se v ni). Slozky vychazejici z kolony jsou postupné
indikovany detektorem a signal odpovidajici jejich obsahu, resp. koncentraci v nosném plynu
je samocinné registrovan jako funkce ¢asu nebo objemu [2].

Separace se provadi pii konstantni nebo programované teploté [2].
Plynovy chromatograf
Hlavni soucasti plynového chromatografu:

Zdroj nosného plynu — regulator tlaku a prutoku plynu — davkova¢ — kolona — detektor
— vyhodnocovaci zatizeni (PC)

e Zdroj nosného plynu

o Tlakova lahev, H,, Ny, He, Ar
e Regulator tlaku a prutoku plynu

o Zajistuje staly nebo v Case se ménici pritok a tlak plynu.
e Dadvkovac

UmozZiuje zavedeni vzorku do proudu nosného plynu a co nejrychlejsi odpateni
vzorku.
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o Techniky davkovani:

* Pfimo do kolony
Injekéni stiikacka (0,1 — 10ul vzorku), vytvoti se kapalny film pfimo na sténé
kolony, zacatek kolony je vyhiivan na nizsi teplotu, kterd se po nastiku zveda
a vzorek se odpati.

= S d¢licem toku
Vhodny pro kapilarni kolony, pouziva se u koncentrovanych vzorki (0,1 — 2 pl
vzorku).

= Bez délice toku
Pro vétsi objemy vzorku (0,5 — 5 pul vzorku), které jsou nutné pro stopovou
analyzu.

Kolona

o Naplinové kolony

ocelova nebo sklenéna trubice, primér 2 — 3 mm, délka 1 — 3 m, napli sorbenty
(silikagely, Al,O3, celul6za, molekulova sita) nebo nosice pokryté kapalnou fazi
(kfemelina)

Kapilarni kolona

nosice staciondrni fize jsou vnitini stény kapildry, vnitini praimér 0,1 — 0,6 mm,
tloustka filmu stacionarni faze 0,25 — 5 um, délka 10 — 100 m, vyrabi se z tavného
kifemene

Detektor

o Tepelné vodivostni (Thermal Conduktivity Detector, TCD)

Univerzalni detektor, nosny plyn proudi ptes elektricky Zhavené vlakno,
pfitomnost analytu zméni teplotu vldkna a tim jeho odpor, pouziva se pfi
analyzach anorganickych plynd a nizkomolekularnich organickych latek, mensi
citlivost.

Plamenovy ioniza¢ni (Flame lonization Detector, FID)

Molekuly plynu se ionizuji mezi dvéma elektrodami, pfitomnost analytu prudce
zvysi ionizaci a tim elektricky proud, velmi citlivy detektor, kromé anorganickych
par a plyna detekuje prakticky vse.

Detektor elektronového zachytu (Electron Capture Detector, ECD)

Radioaktivni zafi¢ ®Ni svym zafenim B (proud rychlych elektrond) ionizuje
molekuly dusiku jako nosného plynu a vyvolava ioniza¢ni proud. Uvoliuji se
pomalé elektrony, které zachycuji elektronegativni atomy slozek, a tim snizuji
ioniza¢ni proud. Velmi citlivy je tento detektor na halogenované slouceniny.
Citlivy je také na slouceniny obsahujici fosfor, kyslik, siru, olovo, nitroslouceniny
aareny [13].

60



Effuent out

Collectar electrode

Current signal

r i1 CHP 1995
From column

Obr. ¢. 8 Detektor elektronového zachytu [32]

o Fotoinoniza¢ni detektor (Photolonization Detector, PID)
o Plamenovy ioniza¢ni detektor s alkalickym kovem
o Bezplamenovy detektor s alkalickym kovem

e Termostat

Termostat zajiStuje vysokou teplotu davkovace, kolony, a detektoru, aby byl vzorek
udrzen v plynném stavu. Pokud se analyty pfili$ nelisi teplotou varu, udrzuje termostat
konstantni teplotu (izotermicky proces). Pokud jsou teploty varu vice rozdilné, méni se
z casovych duvodu teplota kolony v prubéhu analyzy (30 — 40 °C/min). Pracovni
teploty jsou v rozmezi 50 — 300 °C.

4.5.2.2 Chemikdlie, pFistroje a sklo
e Chemikalie:
Smés n-hexan: diethylether v poméru 96:4
Koncentrovand H,SO4
Florisil
Isooktan
Kalibracni smés pro stanoveni PCB
N> jako nosny plyn

0O O O O O O

e Pomicky a sklo:
o Beé&Zné laboratorni, analytické vybaveni
o Mikropipety
o Vialky
o Rotacni vakuova odparka Buchi
e Piistroje a zafizeni:
o Plynovy chromatograf Hewlett-Packard 6890N series Il.
o Automaticky davkova¢ HP 7683
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PTV inlet

Dva ®*Ni detektory elektronového zachytu

N jako make-up plyn

2 paralelni kolony:

= HTS8 (SGE, USA) 50m x 0,22 mm i.d., 0,25um tloustka filmu stacionarni faze
8% Phenyl Polycarbonate-Siloxane, pteni detektor.

= 2. DB-17ms, (Agilent JW, USA), 60m x 0,25 mm i.d. 0,25um tloustka
stacionarni faze (50% Phenyl-)-methylpolysiloxane, zadni detektor.

0O O O O

4.5.2.3 Nastaveni pristroji

4524

Program PTV 90 °C po 0,1 min, potom 720 °C/min do 350 °C drzeno 5 min, 10
°C/min do 220 °C

Teplota detektoru: 300 °C
Objem nastiiku: 2pl

Teplotni program pece: pocatecni teplota 100 °C, 30 °C/min do 200 °C, drzeno 3
minuty, 3 °C/min do 230 °C, drzeno 10 minut, 5 °C/min do 270 °C, drZeno 5 minut a
10 °C/ min do 310 °C, drzeno 15 minut

Doba analyzy: 60,33 minut
Nosny plyn dusik: konstantni pritok 1,1 ml/min
Make-up plyn: dusik, pratok 10 ml/min

Vlastni pracovni postup
Asi 0,150 g tuku se rozpousti v 1ml n-hexanu
Do sklenéné chromatografické kolony se za mirného poklepavani nasype florisil a
naplni se n-hexanem
Na kolonu se nanese vzorek rozpustény v n-hexanu
k eluci se pouzije 50 ml smési n-hexan:diethylether v poméru 94:6
Po eluci se ke vzorku pfida 5 ml koncentrované kyseliny sirové
Po 10ti minutach tfepani se kyselina odebere pomoci Pasteurovy pipetky
Vzorek je odpaten na vakuové odparce a vysuSen do sucha pod proudem dusiku.
Odparek se rozpusti v 2 ml isooctanu
100 ul vzorku je mikropipetou pteveden do vialky pro GC a doplni se 900 ul
isooctanu
Takto ziskany vzorek bude analyzovan na plynovém chromatografu

Analyza na GC:

Nastavi se parametry ptistroje, zméii se kalibra¢ni smés pro PCB
Analyza vzorku

Ptesny pracovni postup a ovladani pfistroje vysvétli vedouci praktika
Vyhodnoceni chromatogramu se provede pod vedenim vedouciho
Pti praci jsou dodrzovana pravidla spravné laboratorni praxe
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4.5.2.5 Kritické body
e Pro minimalizaci rizika hrubé chyby se dbé zvySené opatrnosti ptedevsim pfi piiprave
roztokli, oznaCeni piipravenych roztokli a zvlast' se soustiedi na popis a oznaceni
ptipravenych vzorki a ziskanych vysledkt

e PInéni chromatografické kolony

e Nastaveni prutoku chromatografickou kolonou

e (Odparovani na odparce (vzorek se nesmi odpatit do sucha)

4.5.2.6 Prezentace vysledkii

V protokolu bude uvedeno kromé standardnich soucasti uvedeno:

Ptehledna tabulka vysledku
Vypocty vysledki v jednotkach ng/ml
Prepocet vysledkil na jednotky ug/1g tuku

Chromatogramy
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4.6 Stanoveni rtuti ve vzorku piudy pristrojem AMA 254

46.1

Rtut’

Za béznych teplot tekuta, bod tani (-38,87 °C), v horninach se vyskytuje ve form¢ sulfida
(HgS — cinabarit, rumélka)

Pramyslové vyuziti [12]:

elektrochemie (elektrody)

barviva

méfici zafizeni (teploméry atd.)
zemédé€lstvi (mofeni osiva)

zubni laboratofe (slitiny = amalgamy)
armada

farmaceuticky p. (amalgamy)
papirensky p.

polarografie

Toxické formy rtuti:

Elementarni

Hg’ - vypatuje se za béZnych teplot, toxicka pfi inhalaci

Anorganické

ng+ - HgCl; — chlorid rtutnaty, prudky jed, dobfe se rozpousti ve vodé

ng2+ - Hg,Cl, — chlorid rtutny, diky své nizké rozpustnosti ve vodé je pomérné malo
toxicky

Organické

Obzvlasté nebezpecné slouceniny, do zivych organismi se mohou dostat pouhym
stykem s pokozkou

DIMETHYLRTUT Hg-(CHa3), — vysoce toxickd, tékava, smrtelna davka pro ¢lovéka
je pouze 0,1 ml, vznika pasobenim mikroorganismi na slouceniny rtuti za anaerobnich
podminek; je dobie rozpustna ve vodeé a také je lipofilni

Podstata toxicity Hg je jeji vysoka afinita k — SH skupindm, naruseni aktivity enzymi, zmény
permeability membran, oxidativni stres a nasledné rozvrat metabolismu.
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Akutni toxicita (zavisi na formé Hg a vstupu do organismu) [12]:
e poskozeni plic (po inhalaci)
e krvavé priijmy, zvraceni, poleptani sliznic (po ingesci)
e selhani ledvin
e poskozeni CNS (ties, poruchy sluchu, vidéni)
Chronicka toxicita [12]:
e 90% rtuti je obvykle pfijiméno ingesci
e zpocatku nespecifické priznaky: inava, slabost, bolesti hlavy, poruchy traveni
e poskozeni CNS — tfes

Rtut’ se dostavd do zivotniho prostfedi pii spalovani fosilnich paliv, pfi zpracovani rud,
vyskytuje se v odpadnich vodach ze zemédélstvi, kde se arylrtutnaté slouceniny pouzivaji
k mofeni osiv, je v odpadnich vodach z nékterych elektrochemickych procest, chemickych
laboratoti, z katalytickych procest pii vyrobé plasti a ze strojirenskych vyrob, kde se
slouceniny rtuti pouzivaji jako fungicidy chranici fezné emulse [20].

Rtut’ se hromadi v sedimentech vodnich nadrzi a fek, odkud se dostava do potravniho fetézce
a akumuluje se v organismech. V rybach se rtut’ vyskytuje pfevazné v organické formé,
zejména jako methylrtut’ [20].

Rtut’ 1ze stanovit kromé metody studenych par také plamenovou AAS, voltametricky nebo
fotometricky.

4.6.2 Vlastni stanoveni rtuti pomoci AMA 254

AMA 254 je atomovy absorp¢ni spektrometr pro stanoveni rtuti v kapalnych a pevnych
vzorcich. Neni nutnd chemickd uprava vzorku pted vlastnim stanovenim. Vyhoda pfistroje je
velmi vysoka citlivost, kterd je nezavisla na matrici vzorku.

Homogenizovany vzorek je naddvkovan na ocelové lodi¢ce, kterd je automaticky zasunuta do
spalovaci picky. Zde v proudu kysliku dojde k jeho spaleni. Produkty spalovani jsou proudem
kysliku vedeny pfes amalgamator, ktery rtut’ kvantitativné zachyti. Kratkodobym ohievem
amalgamatoru na vysokou teplotu se zadrzend rtut’ uvolni a je nesena do tandemovych
méficich kyvet, kde se méfi absorbance.

Zpracovani vzorku v pfistroji je tedy rozdéleno do néckolika krokd charakterizovanych
teplotnim programem. Teplotni program ma 3 ¢asti: suSeni, termicky rozklad, ¢ekani. V praxi
udéava dobu (v sekundach) potiebnou pro jednotlivy krok napt.: (60/120/45).
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Obr. ¢. 9 schéma pristroje AMA 254[18]

e Doba suSeni

Odstranéni vody (rozpoustédla) nebo vzdusné vlhkosti ze vzorku. Doba potiebna k suseni
1ze vypocitat u kapalnych vzorkt jako 0,6 nasobek vzorku v pl. U pevnych vzorkd, kde je
voda pfitomnd jako vzdu$na vlhkost, se doba vypocita jako 0,6 nasobek navazky nasobené
obsahem vody ve vzorku. Vysledek je doba v sekundach potfebna k dokonalému vysuseni
vzorku.

o Termicky rozklad vzorku

Termicky rozklad vzorku znamena uvolnéni veSkeré rtuti ze vzorku. Minimalni doba
termického rozkladu je 120 s, protoze béhem této doby dosdhne spalovaci pec maximalni
teploty. VétSinou se pouziva Cas 150 s, béhem této doby dosdhne maximalni teploty i1
lodicka se vzorkem.

Pro vodu a vodné roztoky je minimélni doba 150 s, pro vodu a zfedéné roztoky tato doba
obvykle postacuje.

Pro anorganické materialy 1ze dobu potiebnou k termickému rozkladu odhadnout jako 0,4
nasobek navazky v (mg) + 120 s.

e Doba cekani

Standardné postacuje 45 s, pouze pro dlouhé doby rozkladu (nad 200 s) se za kazdych
dalsich 100 s nad hodnotu 200 s pfipocitava ke standardnim 45 s vzdy 10 s.
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Méreni vzorku

Pii méteni vzorkl se postupuje od nejméné koncentrovaného k nejvice koncentrovanému
vzorku. Mezi jednotliva méteni se pravidelné viazuje kontrolni standard. Pokud méteni
neznamého vzorku vykazuje vyrazné vyS$si koncentraci, nez byla ocekavana, musi se
pristroj znovu vycistit, protoze vysledky by byly ovlivnény paméti analyzatoru.

©)

Kapalné vzorky

Pti davkovani kapalného vzorku je nutné pied dalSim davkovanim vyckat cca 10 s,
protoze lodicka ma velmi vysokou teplotu a mohlo by dojit k varu, ktery vzorek
znehodnoti. Davkovany objem se fidi koncentraci rtuti, maximalni objem je 500 pl.

Pevné vzorky

Veskeré pomicky je nutné bezprostiedné pied pouzitim vyzihat v plameni do
¢erveného zaru, aby se odstranila kontaminace prachem v laboratofi. Navazka je dana
predpokladanym obsahem rtuti ve vzorku. Lépe se pracuje se dvéma lodickami, na
jedné probiha analyza a na druhou se navazuje.

4.6.2.1 Chemikalie, pFistroje a sklo
o Chemikalie:

o Standard rtuti (0,2 pg/l)

o Tlakova lahev s O,
Pomicky a sklo:

o Mikropipeta

o Bé&Zné analytické, laboratorni vybaveni
Ptistroje a zafizeni:

o Advanced Merkury analyse AMA 2543

o Analytické vahy

4.6.2.2 Postup prdce [27]

Oteviit ptivod kysliku.

Zapnout AMA 254, obrazovku a pocitac.

Spustit program AMA 254,

Vyckat 15 az 20 minut na ustaleni teplot peci v AMA 254.

Spustit analyzu (Cisténi) kliknutim na ikonku se symbolem L. Nastavit parametry
analyzy 60/120/45, nadavkovat 100 ml vodovodni vody a sledovat vysledek, je-li
nameétend absorbance vyssi nez 0,003, analyzu zopakovat.
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Spustit analyzu slepého pokusu kliknutim na ikonu se symbolem B. Nastavit
parametry 60/60/45 a spustit analyzu. Pii tomto kroku zlstava lodicka prazdna!
Namétena hodnota by neméla piesdhnout 0,3 ng Hg.

Ov¢tit platnost kalibrace (kliknutim na ikonku se symbolem S) — nastavit parametry
analyzy 60/120/45 a nadavkovat znamé mnozstvi rtuti (1-20 ng; tj. 200 ml roztoku o
koncentraci 0,01-0,2 pg/l). Vysledkem by mélo byt stejné mnozstvi rtuti, které bylo do
piistroje nadavkovano. Piekroc¢i-li odchylka analytikem akceptovatelnou mez
(£ 10 %), je vhodné analyzu opakovat. Neni-li ani dalsi vysledek vyhovujici, je nutné
ovefit spravnost pouzitého standardniho roztoku (namichat novy).

Znovu spustit analyzu (Cisténi) kliknutim na ikonku se symbolem L. Nastavit
parametry analyzy 60/120/45, nadavkovat 100 ml vodovodni vody a sledovat
vysledek, je-li namétfena absorbance vyssi nez 0,003, analyzu zopakovat.

Mize se pristoupit K analyze neznamého vzorku.

Vypnuti pfistroje:

Spustit analyzu (Cisténi) kliknutim na ikonku se symbolem L. Nastavit parametry
analyzy 60/120/45, nadavkovat 100 ml vodovodni vody a sledovat vysledek, je-li
namétena absorbance vyssi nez 0,003, analyzu zopakovat.

Spustit chlazeni peci.

Ptiblizn€ po 30 minutach klesne teplota peci pod 100 °C, miZeme vypnout program
AMA 254.

Vypneme ptistroj) AMA 254 a pocitac.

Uzaviit ptivod kysliku AMA 254.

Pti praci jsou dodrZovana pravidla spravné laboratorni praxe.

4.6.2.3 Kritické body

Vzorek s vysokou koncentraci Hg
Kontaminace vzorku okolim

Pro minimalizaci rizika hrubé chyby se dba zvySené opatrnosti pfedevs§im pfi ptipravé
roztoki, oznaceni pfipravenych roztok a zvlast' se soustfedi na popis a oznaceni
pfipravenych vzorki a ziskanych vysledki

4.6.2.4 Prezentace vysledkii

V protokolu bude uvedeno kromé standardnich soucasti uvedeno:
e Piehledna tabulka vysledkt s vysledkem primérné hodnoty v jednotkach ppm a ng

e Tabulku s hodnotou smérodatné odchylky, relativni smérodatné odchylky a obsah
rtuti v susing v jednotkach pg/kg

e Vypoclty odchylek a susiny, porovnani vysledka s vyhlaskou ¢. 13/1994
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4.7 Stanoveni nesteroidnich protizanétlivych latek ve vodiach pomoci CZE
Elektromigracni separacni metody vyuzivaji dvou elektrokinetickych jevlt — elektroforézy a
elektroosmozy. V prostiedi obsahujicim roztok s nabitymi Casticemi a pevné povrchy
stykajici se s roztokem, které mohou nést elektrické naboje (stény kapilary, povrchy
piitomnych ¢&astic), se vytvafi elektrické dvojvrstvy. Casem vznikd uréité rovnovazné
rozdélené naboju. V elektromigracnich separa¢nich metodéach je na toto prostedi pfipojeno
stejnosméerné elektrické pole, které porusi rovnovahu v rozlozeni naboji a vyvola jejich pohyb
[13].

o FElektroforéza — po aplikaci napéti se nabité castecky pohybuji k opacné nabité

elektrodé

e Elektroosmoza — po aplikaci napéti se v kiemenné nebo sklenéné kapilare pohybuje
voda k zaporné elektrodé

Principem separace slozek vzorku je rozdilnéd rychlost jejich migrace, nebot’ nabité Castice
ruznych slozek se v ur¢itém prostiedi lisi svou elektroforetickou pohyblivosti [13].

Elektroforéza ptedstavuje orientovany pohyb elektricky nabitych ¢astic (iontl, koloidnich
¢astic) v roztoku, vynuceny stejnosmérnym elektrickym polem. Nabita ¢astice je v daném
prostiedi unasena silou F; tmérnou intenzité stejnosmérného elektrického pole E (V/ecm).
Proti této sile pisobi odpor prostiedi silou F; [2].

F]_:—Fz
Fi=zeE

Fop=—6mnanrv=—kv

n — viskozita prostiedi
I — polomér iontu
v — rychlost pohybu castice

u — elektroforetickd pohyblivost (mobilita) iontu (uga, Uan) &astice [em? (M?)V7's?] a je
definovana jako rychlost iontu v elektrickém poli 1 Vm*

Pohyblivost ¢astice je ovlivnéna rozmérem, tvarem, a nabojem Castice a také viskozitou
prostiedi [2].

471 Cil
Kvalitativni a kvantitativni analyza nesteroidnich, protizanétlivych 1é¢iv v odpadni vodé.
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4.7.2 Vlastni stanoveni nesteroidnich 1é¢iv

4.7.2.1 Kapilarni zonova elektroforéza (Capillary Zone Electrophoresis, CZE)

_____ whodnoceni
i signall
detektor
clavkovani vaorku
(Zacatek prace)
A vzorek
elektrolt (pute) ZHifo) ranet elektrolyt (pute)
30 kY

Obr. ¢. 10 Schéma kapilarni elektroforézy[13]

Oba konce kapilary jsou ponofeny do zasobnikd elektrolytu, do zasobnikli jsou vlozeny
elektrody z platiny. Mezi elektrodami je vlozeno napéti 10 — 30 kV.

e Kapildra

Kapilara je vyrobena z taveného kiemene, jeji délka mize byt 25 — 100 cm, vnitinim
priméru 25 — 100 pum. Na povrchu je ochranny obal z polyimidu, ktery je poruseny
v misté¢ detekce, aby kapildra propoustéla zateni ve VIS a UV oblasti. Vnitini povrch
kapilary mtze byt modifikovan pro rizna pouziti.

e Regulace teploty

Regulaci teploty kolem kapilary se zajiStuji stdlé podminky separace. Teplota mize byt
regulovdna vzduchem nebo kapalnou chladici smési [13].

e Davkovani vzorku

Davkuje se na protilehlé stran¢ od detektoru; objem davkovaného vzorku je v rozmezi 10
— 100 nl. Existuji tfi zptisoby davkovani, a to tlakem, rozdilem hladin a elektrokineticky.

e Detektor

Detektory musi byt velmi citlivé, protoze primér kapilary je velmi maly. Nejpouzivané;si
detektory jsou zaloZeny na absorpci UV zafeni a vétSinou vyuzivaji diodového pole
(DAD). Zéaznam zavislosti odezvy detektoru na case se nazyva elektroforegram [13].
Mize se pouzit detektor na bazi laserem indukované fluorescence nebo hmotnostni
spektrometr, ktery poskytuje navic také informace o struktufe analyzovanych latek

Kapilarni zonova elektroforéza (CZE) je univerzaln€ pouzitelnd pro nabité i nenabité
slou€eniny pfi vyuZiti efektu elektroosmotického toku; tato metoda je vhodna pfedevsim pro
identifikace organickych sloucenin, peptidd, proteint, nukleovych kyselin, farmak a
anorganickych komplexti. Metoda je rychl4, pouZzitelna pro miniaturni objemy vzorkd a ma
velkou délici G&innost (dosahuje hodnot az 10°) [2].
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Elektroforézu dopliuje elektroosmoéza. Elektroosmoticky tok (EOF) ma za nasledek pohyb
roztoku kapilarou k detektoru. Snizuje analytické Casy a k detektoru unasi i cCastice
elektroforeticky migrujici opacnym smérem [13].

Elektroosmoticky tok (ElectroOsmotic Flow — EOF)
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Obr. ¢. 11 Elektroosmoticky tok [13]

Silanové skupiny (SiOH) kiemenné stény kapilary disociuji pii kontaktu sroztokem s
pH > 7. Dusledkem disociace se vytvori elektrické dvojvrstvy, ktera se sklada ze Sternovy
vrstvy a difuzni vrstvy. Pii vlozeni napéti se kationty diftizni ¢asti zaénou pohybovat ke
katodé. Kationty H" jsou siln& hydratovany a z toho diivodu sebou strhavaji viechny &astice
v roztoku (kladné, zaporné i neutralni) smérem ke katod¢ (detektoru).

Jev se nazyva elektroosmoza a tok se oznacuje jako elektroosmoticky tok (EOF) [13].
Nejdiive jsou detekovany kationty, protoze jsou nejrychlejsi, pak neutralni ¢astice (pohybuji
rychlosti elektroosmotického toku) a nakonec anionty.

Elektroosmoticky tok lze ovladat zménou pH, iontové sily, viskozity (teplota, organicky
modifikator) nebo pfiddnim povrchové aktivni latky.

Techniky rozsifujici zakladni kapilarni zonovou elektroforézu o dalsi moZnosti [13]

o Kapilarni zonova elektroforéza (Capillary Zone Electrophoresis, CZE) neboli
kapilarni elektroforéza ve volném roztoku (Free Solution Capillary Electrophoresis —
FSCE) je separace zaloZena na rozdilech v naboji analytu a provadi se jako volna
elektroforéza bez nosice v tenké kapilare.

e Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie (Micellar Electrokinetic
Capillary Chromatography, MECC) se pouziva k separaci neutralnich sloucenin a
vyuziva povrchové aktivity micel.

o Kapilarni gelova elektroforéza (Capillary Gel Electrophoresis, CGE) vyuziva
molekulové sitového efektu rozpusténych latek v prostiedi gelu.

o Kapilarni isoelektricka fokusace (Capillary IsoElectric Focusing, CIEF) slouzi
k separaci amfolytt v gradientu pH.
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o Kapilarni elektrochromatografie (Capillary ElectroChromatography, CEC) pracuje
na principu posuzovani pohybu mobilni faze elektroosmotického toku; separace
nastava na silikagelu, ktery je stacionarni fazi. Separacni selektivita v CEC je
kombinaci elektroforetického a chromatografického procesu.

Nejvice pouzivané separacni techniky v kapilarni elektroforéze jsou FSCE a MECC. CGE a
CIEF jsou dilezité pro separaci biomolekul jako DNA a proteinli a jejich vyznam roste
s rozvojem biotechnologii 1é¢iv. VSeobecné je kapilarni elektroforéza vyuzitelna pro vodné i
nevodné roztoky [13].

4.7.2.2 Chemikalie, pFistroje a sklo
e Chemikalie

o Standardy: diklofenak, ibuprofen, ketoprofen, naproxen, paracetamol
o Tetraboritan sodny (dekahydrat)

o Hydroxid sodny

o Methanol
o Mesityloxid
o Mili-Q voda

e Piistroje a zafizeni

o Kapilarni zonova elektroforéza Agilent CE s detektorem diodového pole
(DAD)

o Kiemenna kapilara (ID =75 um; L = 80 cm)
o Ultrazvukova vodni lazen
o Automatické michadlo
e Pomicky a sklo
o Mikropipety objemu 10-1000 pl
o Vialky pro automaticky davkovac
o Mikrofiltry 45 pm

o Bé&Zné laboratorni, alnalytické vybaveni
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4.7.2.3 Priprava potiebnych roztokii
1) Zakladni elektrolyt (BGE) — vodny roztok tetraboritanu sodného o koncentraci 25

mM, ktery se nastavi potenciometrickou titraci hydroxidem sodnym na pH = 10

2) Ze standarda 1é¢iv se piipravi roztoky o koncentracich 100 mg/l, navazka 1éiva se

nejprve rozpusti v malém mnozstvi methanolu a poté se doplni na pozadovany objem
zakladnim elektrolytem

4.7.2.4 Nastaveni pristroji
Pfed vlastnim nastavenim parametrii se necha kapilara po dobu 20 minut promyvat 0,1M
roztokem hydroxidu sodného.

Pracovni napéti: 30 kV, pozitivni polarita

Teplota kapilary: 25 °C

Detekéni vinova délka: 210 nm (BW =40 nm)

Nastiik vzorku: hydrodynamicky, pfetlakem na vstupu, 50 mbar, 5s
Doba analyzy: 12 min

Prekondicionace: 1 min promyti 0,1 M NaOH, 1 min promyti Mili-Q vodou, 3 min
promyti BGE

Postkondicionace: 1 min promyti Mili-Q vodou

4.7.2.5 Pracovni postup

Do vialky pro automaticky davkovac se nadavkuje pomoci mikropipety 1,4 ml vzorku
a pfida 0,5 pl mesityloxidu, ktery slouzi jako neutralni marker elektroosmotického
toku (EOF). Cely objem se potom ve vialce promicha na automatické michacce

Roztoky standardii 1é¢iv a vzorek odpadni vody se ve vialkach vlozi do automatického
davkovafe a Vv ovladacim programu se nastavi pozadované parametry a spusti se
meéfeni

Pti vyhodnoceni se z vysledkli roztokd standardii se zjisti jejich migracni Casy —
vyhodnoti se jejich mobilita, poté se sestavi kalibra¢ni kiivky. Ze ziskanych dat pro
standardy se kvalitativné a kvantitativné vyhodnoti vzorek odpadni vody

Pti praci jsou dodrzovana pravidla spravné laboratorni praxe

Vedouci praktika mize zadany ukol a pracovni postup modifikovat

4.7.2.6 Kritické body

Pro minimalizaci rizika hrubé chyby se dbé zvysSené opatrnosti ptedevsim pfi piiprave
roztokil, oznaCeni pfipravenych roztokii a zvlast¢ se pozornost soustiedi na popis a
oznaceni pfipravenych vzorki a ziskanych vysledki

Kontaminace mesityloxidu pfi pipetovani
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4.7.2.7 Prezentace vysledki
V protokolu bude, kromé standardnich soucasti, uvedeno:

e Piehledna tabulka vysledkii — koncentrace a mobility vybranych 1é¢iv
e Grafy kalibra¢nich kiivek s rovnici regrese (v jednom grafu)

e Elektroforeogramy s popisy piki
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4.8 Odbér vzorki pudy

Pada je velmi variabilni prostiedi s riznorodymi chemickymi, fyzikalnimi a biologickymi
vlastnostmi, a proto nelze urcit univerzalni metodu pro odbér vzorka. Existuje mnoho metod
odbéru, které jsou zavislé na pozadavku na vzorkovani a na povaze matrice; nelze proto
S jistotou stanovit obecné platny postup vzorkovani pro Siroké spektrum analytd a pro velmi
rozdilné pidni podminky. Je prokazané, ze 90% variabilita vysledkd je zptisobena praveé
vzorkovanim.

4.8.1 Odbér vzorki pudy teoretické laboratoie

Prvni krok pfi vzorkovani pudy je navrh vzorkovaciho planu. Vzorkovaci plan se navrhuje
pro kazdé zadané vzorkovani pidy samostatné. Navrhnuty vzorkovaci plan musi, co mozna
nejvérohodnéji vystihovat poméry na odbérové lokalit¢ pro zajisténi reprezentativniho
vzorku. Pfi navrhovani vzorkovaciho planu se nejdiive stanovi uroven kvality dat (Data
Quality Objectives, DQO). Postupuje se ve tiech fazich.

1. faze — Identifikace problému, shromédzdéni vSech dostupnych informaci o lokalité,
identifikace zdroje a posouzeni mobility kontaminantl

2. faze — Stanoveni typu a mnoZstvi potfebnych dat (mnoZstvi vzorkl), aroven kvality,
pokud nelze z dostupnych udaju spolehlivé stanovit potfebny pocet vzorku, piistupuje
se k fazovému vzorkovani; Vv této fazi se stanovuji parametry piesnosti,
reprezentativnosti a detek¢ni limit

3. faze — Stanoveni metod, pomoci kterych budou ziskana data (vzorky) s pozadovanou
kvalitou

Stanoveni vzorkovaciho schématu je rozhodujici pro kvalitu vyslednych dat. RozliSuje se
vzorkovani:

1. Nahodné
2. Utridéné nahodné

e lokalita rozdélena na nékolik menSich okrskid, ve kterych se ndhodnym
vybérem dil¢ich vzorkd odebere vzorek

3. Systematické

e Vzorkuje se pomoci systematické vzorkovaci sité, ktera muze byt naptiklad
liniova, ¢tvercova, trojuhelnikova a hexagonalni

4. Cilenée

e Lokalita a hustota vzorkovani je uréena podle pozadovaného cile
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Pichled zakladnich vzorkovacich nastroji; vhodny nastroj se voli podle hloubky, povahy
substratu a podle mnozstvi vzorku:

e Zlabkova sondyrka

e Spiralovy vrtak — typ Edelman
e Sroubovy vrtak

e Pouzdrova sondyrka

4.8.1.1 Osnova vzorkovaciho planu
1. Zakladni vzorkovaci schéma

2. Pocet vzorki

3. Typ vzorku (poruseny — neporuseny; smésny — bodovy)
4. Technika vzorkovani

5. Hloubka odbéru

6. Hmotnost vzorku

7. Cas a perioda vzorkovani

8. Baleni, uchovani, pieprava vzorku

9. Dokumentace

4.8.1.2 Bé&Zné pouZivané pristroje a zarizeni
e Pasmo, svinovaci metr

e Sroubovy vrtak, spirdlovy vrtak — typ Edelman, Zlabkova sondyrka, pouzdrova
sondyrka

e |opatka

o igelitové folie

e mikrotenovy sacek, vzorkovnice
4.8.1.3 Pracovni postup
Technik se nejdiive seznami s poZadavky zédkaznika na vzorkovani, plidnimi poméry na
odbérové lokalité a typem analytu. Z dostupnych informaci vypracuje vzorkovaci plan, ktery
predlozi ke schvaleni managementu laboratofe. Pii samotném odbéru vzorkd na lokalité
vyplituje pracovnik zdznam o odbéru vzorkl. Osnova zaznamu o odbéru vzorkl je uvedena

nize. Zéznam o odbéru vzorkl je soucasti odbérového protokolu pro zakaznika. Pti odbéru
vzorktl technik dodrzuje vSechny zasady spravné laboratorni praxe.
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4.8.1.4 Osnova zaznamu Z odbéru vzorki
e C(as, teplota, datum odbéru vzorkl

e Jméno technika pfimo provadéjiciho odbér

e Popis a GPS souradnice lokality

e Pocasi a stav pudy

e Nacrt vzorkovaciho schématu s pfisluSnymi rozméry

e Hloubka odbéru

e Popis vlastniho odbéru vzorki, seznam pomiicek pouzitych k odbéru
e Zpusob a podminky pii ziskdni smésného vzorku

e Hmotnost jednotlivych bodovych vzorkl nebo celkova hmotnost smésného vzorku
e Zpusob a podminky uchovani vzorku

e Zpusob a podminky ptepravy vzorki

e Zpusob a podminky skladovani v laboratofi

e Celkovy pocet vzorkt a jejich oznaceni

e Poznamky (Jakékoliv odliSnosti mezi vlastnim vzorkovanim a vzorkovacim planem
nebo skute¢nosti pii odbéru, uchovani, ptepravé vzorku, které by mohly ovlivnit
reprezentativnost odebranych vzork)

e Fotodokumentace odbéru

4.8.2 Odbér vzorki pudy studenty vysokoskolské laboratore

Studenti z této laboratofe neodebiraji vzorky pidy za tGéelem vyzkumu nebo komercni
analyzy. Odbé&r i odebrané vzorky slouZi pouze k vyukové ¢innosti a zpravidla jsou odebirany
Vv blizkosti budovy na protilehlém poli, a proto lze stanovit a pouzit obecny postup odbéru
vzorki.

4.8.2.1 Nastroje a zafizeni
e Pasmo

e Lopatky
e Sroubovy vrtak
o lgelit

e Mikrotenové sacky
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4.8.2.2 Pracovni postup
e Vyméfi se Ctverec o stranach 10 m, rozdé€li se thlopfickami na 4 stejné dily

e Bodové vzorky se odebiraji:
oV rozich ¢tverce (4 vzorky)
oV poloviné strany ¢tverce (4 vzorky)
o V pruseciku thlopticek (stfed ¢tverce; 1 vzorek)

o V poloviné vzdélenosti mezi kazdym rohem ctverce a prusecikem thlopticek
(4 vzorky)

e Hloubka odbéru je asi 20 cm, hmotnost bodového vzorku cca 1 kg

e Zbodovych vzorku se kvartaci vyprodukuje jeden smésny vzorek 0 hmotnosti cca 3
kg

e Odebrany vzorek se ulozi do mikrotenovych sackt
e Pfi odbéru jsou dodrzovany zasady spravné laboratorni praxe

4.8.2.3 Prezentace vysledkii
V odbérovém protokolu bude uvedeno:

e Strucny teoreticky zaklad vzorkovani pudy
e Pouzité néstroje

e Skutec¢ny postup prace

e Vzorkovaci schéma

e GPS souradnice

e Pocasi

e Misto, adresa

e Stav pudy

e Uchovani vzorku

e Poznamky k odbéru
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5 ZAVER
Na Fakulté chemické studenti navazujiciho magisterského studia v ramci oborovych predméta

wewvr

(5 hodin vyuky tydn€) z toho diavodu, aby studenti v jeho pribéhu zvladli provést pokud
mozno celou analyzu environmentalnich vzorkt, pfipadné aby v ramci jednoho cviceni
provedli izolaci analytt z dané matrice a v dal§im praktiku pak jeho zméfeni, vyhodnoceni a
pfipadné také interpretaci ziskanych vysledkl. Protoze se po studentech v tomto pfedmétu
pozaduje, aby dodrzovali pravidla spravné laboratorni praxe, bylo predmétem této diplomové
prace vypracovat Prirucku jakosti pro laboratof zabyvajici se environmentdlni analyzou.
Pozadavek pii zadani diplomové byl takovy, aby prace obsahovala i1 Standardni operacni
postupy pro ulohy, které¢ jsou zpracovavany v ramci tohoto praktika.

V ramci feSeni byly ziskany tyto dulezité vysledky:

+ Vsouladu splatnymi normami ISO byla zpracovana piirucka jakosti, kterd bude
studentim v rdmci pfedmétu Praktikum z environmentdlni analyzy ukézéna a bude
pozadovano, aby studenti dodrzovali pravidla stanovena touto pfiruckou.

+ V predlozené praci jsou v kratkosti charakterizovany vSechny metody instrumentalni
analyzy, které budou pfi vlastnim praktiku pouzivany. Tyto teoretické aspekty budou
zvetejnény na e-learningu a povinnosti studentl bude se na tato praktika ptipravit.

% Text piiru¢ky byl zpracovan do dvou hlavnich kapitol, ve kterych je popsan systém
managementu a technické pozadavky na laboratot environmentéalni analyzy.

+ Soucasti piirucky jsou SOP nasledujicich stanoveni z oblasti environmentalni analyzy:
1. Analyza lé¢iv pomoci LC/MS
2. Stanoveni musk slou¢enin pomoci SPME, GC/MS
3. Stanoveni obsahu PAHs v pidnim extraktu pomoci HPLC
4. Stanoveni tézkych kovil v ptidé metodou AAS
5. Stanoveni obsahu PCB ve vzorku tuku pomoci GC/ECD
6. Stanoveni rtuti ve vzorku pudy pfistrojem AMA 254
7. Stanoveni nesteroidnich protizanétlivych latek ve vodach pomoci CZE

8. Odbér vzorki pidy.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

/P
ISO

TQM
SopP
SPE
LC

HPLC

MS
SIM, MID
El

Q

QIT
ESI

MALDI
TOF
FT-ICR
SPME
TCD

FID

ECD

PID

PAU, PAH

MASE

PES
UV-VIS
FLD
DAD
EDTA
PP, PE
AAS
PCB
AMA 2543
CNS
CZE

Zivotni prostiedi

International Organization for Standardization (Mezinarodni organizace pro
normalizaci)

Total Quality Management (komplexni fizeni jakosti)

Standardni operacni postup

Solid Phase Extraction (extrakce pevnou fazi)

Liquid Chromatography (kapalinova chromatografie)

High Performance Liquid Chromatography (Vysoce G¢inna kapalinova
chromatografie)

Mass Spectrometry (Hmotnostni spektrometrometrie)

single ion monitoring, multiple ion detection

Electron impact (Elektronovéa ionizace)

Quqdropol (Kvadrupolovy analyzator)

Quadropole lon Trap analyser (Kvadrupolova inotova past)
Elektrosprej

Matrix assisted laser desorption/ionization,

Time Of Flight (Analyzator doby letu)

Fourier-Transform lon Cyclotron Resonance (Iontova cyklotronova rezonance)

Solid Phase MicroExtraction (Mikroextrakce pevnou fazi)
Thermal Conduktivity Detector (Tepelné vodivostni detektor)
Flame Ionization Detector (Plamenovy ioniza¢ni detektor)
Electron Capture Detector (Detektor elektronového zachytu)
Photolonization Detector (Fotoinoniza¢ni detektor)
Polyaromatické uhlovodiky, Polyaromatic hydrocarbons
Microwave-AssistedSolventExtraction (Extrakce podporovana mikrovinnym
ohievem)

Extrakce podporovana tlakem

Fotometricky detektor

Fluorescencni detektor

Diode Aarray Detektor (Detektor s fotodiodovym polem),
Kyselina ethylendiamintetraoctova

Polypropylen, Polyethylen

Atomova absorpc¢ni spektrofotometrie

Polychlorované bifenyly

Advanced Merkury analyse

Centralni nervova soustava

Capillary Zone Electrophoresis (Kapilarni zonova elektroforéza)
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EOF
MECC

CGE
CIEF
CEC
DQO

ElectroOsmotic Flow (Elektroosmoticky tok)

MECC — Micellar Electrokinetic Capillary Chromatography ( Micelarni
elektrokineticka kapilarni chromatografie)

Capillary Gel Electrophoresis (Kapilarni gelova elektroforéza)
Capillary IsoElectric Focusing (Kapilarni isoelektricka fokusace)
Capillary ElectroChromatography (Kapilarni elektrochromatografie)
Data Quality Objectives (Stanoveni urovn¢ kvality dat)
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8 SEZNAM PRILOH

e Pozadavky na protokol, osnova

e Obrazova ptiloha konkrétnich pfistroji pouzivanych v praktiku
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Pozadavky na protokol

1. Hlavicka
e Nazev a Cislo ulohy
e Datum vypracovani tlohy
e Rocnik studia
e Jména vSech pracovnikli
2. Teorie
e Charakteristika analyzovanych polutantii
e Popis a princip funkce pouzitych pftistrojit
3. Chemikalie, pfistroje a zatizeni, pomucky a sklo
e Strucny, nejlépe bodovy vypis
4. Nastaveni pfistroje
e Vypis nastavenych parametrii piistroje
5. Pracovni postup
e Skutecny pracovni potup pii analyze
6. Vypoclty
e Vypocty roztokt, standardl a kalibracnich smési potfebnych k analyze
7. Vysledky
e Vyhodnoceni naméfenych dat

v

e Piesngjsi instrukce k vyhodnoceni dat a zapisu vysledkl jsou na konci SOP,
podrobné je specifikuje vedouci praktika

e Piehledny zapis vysledkt
e Srovnani vysledkl s normou, vyzaduje-li to povaha analytu

e Nesrovnalosti nebo chyby, které vedly nebo mohly vést k chybnym vysledkiim
a jejich zdivodnéni.
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Obrazova priloha

Odbér vzorki pudy

Sroubovy vrtdk, spiralovy vrtdk, Zlabkova sonda
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Zpracovani vzorki pudy pro analyzu organickych kontaminanti

Extrakce podporovand tlakem (PES) Mikrovinnd extrakce

Extrakce ultrazvukem Rotacni vakuova odparka
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Suseni dusikem

Stanoveni PAH v piidnim extraktu

HPLC s UV-VIS a FLD detektorem
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Uprava vzorku vody pro analyzu rezidui 1é¢iv

i B U L e
e T ———

SPE s vakuovou pumpou

Analyza rezidui 1é¢iv v odpadni vodé

LC/MS
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Stanoveni rtuti

CZE

AMA 254
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Stanoveni tézZkych kovi v padé

AAS s elektrotermickou atomizaci

Stanoveni PCB ve vzorku tuku

GC s ECD detektorem
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