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Nazov: Stadium  stanovenia BTEX mikroextrakciou v  systéme

Lab-in-syringe v spojeni s plynovou chromatografiou

Benzén, toluén, etylbenzén aizoméry xylénov su jednymi z hlavnych
kontaminantov detekovanych vo vzorkdch vody zo zivotného prostredia. Svetova
zdravotnicka organizicia povazuje tieto latky za toxické pre ludi, apreto ich
monitorovanie je mimoriadne doleZité. MoZnost' stanovenia BTEX mikroextrakciou
do jednej kvapky rozpustadla bola skiumana v systéme Lab-in-syringe v spojeni
s plynovou chromatografiou a plamefiovo ionizacnym detektorom. Boli hodnotené
parametre ako objem kvapky, €as extrakcie, typ a pouZitie sol'ného roztoku a parametre
separacie chromatografickej metddy. Zaujmom tejto prace bolo automatizovanie celého

procesu, a to prostrednictvom prvkov tlacenych na 3D tlaciarni.



Abstract

Charles university
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Title: Study of BTEX determination by microextraction in the

Lab-in-syringe system coupled with gas chromatography

Benzene, toluene, ethylbenzene and xylenes are one of the major contaminants
in the environmental water samples. Because these compounds are consider to be toxic
to humans by World Health Organisation, their determination is critically important.
The determination of BTEX using gas chromatography with flame ionisation detection
combined with direct single drop microextraction using Lab-in-Syringe system was
studied. The effective paramateres such as microdroplet volume, extraction time, type
and use of salt solution and chromatographic parameters were evaluated. The purpose of

this work was automation of the entire process using 3D elements in the system.
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Zoznam skratiek

AA
BID

CSDF

DI-SDME

DLLME

DTZ

FIA

FID

GC

HPLC

HS
IUPAC

LIS
LLME

LPME

ME

MS

MSPE

PID
SCOT

SDME

vzduchom asistovana (z angl. air assisted)

detektor ionizécie dielektrickym bariérovym vybojom
(z angl. barrier discharge ionization detector)
kontinualna prietokova mikroextrakcia

(z angl. continous sample drop flow)

priama mikroextrakcia do jednej kvapky rozpustadla

(z angl. direct single-drop microextraction)

disperzna mikroextrakcia kvapalina-kvapalina

(z angl. dispersive liquid-liquid microextraction)

ditizoén

prietokova injek¢énd analyza (z angl. flow injection analysis)
plameniovo-ioniza¢ny detektor (z angl. flame ionization detector)
plynova chromatografia (z angl. gas chromatography)
vysokoucinna kvapalinova chromatografia

(z angl. high performance liquid chromatography)

z angl. headspace

Medzinarodna unia Cistej a aplikovanej chémie

(z angl. International union of pure and applied chemistry)
z angl. Lab-in-syringe

mikroextrakcia z kvapaliny do kvapaliny

(z angl. liquid-liquid microextraction)

mikroextrakcia kvapalnou fazou

(z angl. liquid phase microextraction)

mikroextrakcia

hmotnostnd spektrometria (z angl. mass spectrometry)
magnetickd extrakcia na tuht fazu

(z angl. magnetic solid phase extraction)

fotoionizaény detektor (z angl. photoionization detector)
kapilarna kolona so zmocenym nosi¢om

(z angl. support coated open tubular)

mikroextrakcia do jednej kvapky rozpustadla

(z angl. single-drop microextraction)



SIA

SPE
SPME

PID
PLOT

UA
VA
WCOT

sekvenény injek¢nd analyza

(z angl. sequential injection analysis)

extrakcia na tuhu fazu (z angl. solid phase extraction)
mikroextrakcia na tuhu fazu

(z angl. solid phase microextraction)

fotoionizacny detektor (z angl. photoionization detector)
kapilarna koldna s poréznou vrstvou adsorbentu

(z angl. porous layer open tubular)

ultrazvukom asistovana (z angl. ultrasound-assisted)
vortexom asistovana (z angl. vortex-assisted)
kapilarna kolona zmocena kvapalnou fazou

(z angl. wall coated open tubular)



1 Uvod

BTEX ako skupina latok zahrfiujicich benzén, toluén, etylbenzén
aizoméry xylénov, sa nachddzaju v ropnych derivatoch, su S$iroko vyuzivané
v chemickom, kozmetickom, ale aj vo farmaceutickom priemysle. V dosledku rozvoja
priemyslu a narastu l'udskej populacie dochddza vo vécsej miere k znecistovaniu
zivotného prostredia aj tymito latkami. Koncentracia v prostredi suvisi s I'udskou
¢innost'ou, a preto ich vo zvySenej miere nachadzame prave v miestach spracovania ropy
a v priemyselnych oblastiach. Do pody, ovzdusSia, povrchovej a podzemnej vody sa
dostavajii v dosledku priemyselnej vyroby, ale aj l'udskou ¢innostou nestvisiacou
s priemyslom, napr. z cigaretového dymu. Rizikovost’ tychto latok pre prostredie ako
aj jeho negativny vplyv na 'udské zdravie nezostalo nepovSimnuté ani zo strany Statnych
autorit. Limity expozicie ¢i uz na pracovisku alebo v prostredi sa upravuji neustale
spOsobom, aby reflektovali aktudlnu situdciu a vedecké poznatky v oblasti, tzn.
potvrdenie karcinogénneho alebo iného ucinku na Tudsky organizmus pre niektoru
z latok, ktoré doposial neboli regulované apod. Monitorovanie tychto
monoaromatickych uhl'ovodikov, ale aj inych polutantov, z hl'adiska analyzy je naro¢na
pre Casto vel'mi nizke detek¢né limity, ktoré musi byt schopna analytickd metoda dokéazat’
stanovit’, aby bolo mozna jej aplikacia v oblasti environmentalnych vzoriek. Tu je priestor

pre zdokonal'ovanie a vyvoj novych metod, ktoré st dostato¢ne citlivé a selektivne.

Obmedzené zdroje viedli ku vzniku konceptu udrzatelného rozvoja, nevynimajic
ani odvetvie chémie. Velké mnoZstvo organickych rozpuStadiel je potrebné
pri syntézach, purifikdciach, extrakcidch a mnohych dalSich procesoch. Redukcia
pouzivania toxickych rozpustadiel a ich ndhrada za menej toxické vo vyrobe a vyskume

sa stala jednou zo zasad zelenej chémie.

Vo véacsine pripadov analytickych stanoveni je nutnd uprava vzorky, ato
z rozliénych dovodov ku ktorym patri zakoncentrovanie, odstranenie interferencii alebo
precistenie kvoli ochrane inStrumentacie. Pomerne ¢asto je tento krok nutne vykonavat’
manualne ¢o predizuje dobu analyzy. Vyvoj novych pristupov a postupov pri
predanalytickej Giprave, ktora je zdihava, naroéna a prinasa so sebou riziko vzniku chyb,
je prave aj z tohto dovodu aktualny. Rozvoj v prietokovych technikdch umoznil nielen
procesy miniaturizovat, atak vyrazne znizit, mnoZstvo pouzitej vzorky, spotreby

Cinidiel, ale aj automatizovat aonline spojit s chromatografickym systémom.



Automatizaciou procesov je mozné zabezpecit’ vyssSiu priepustnost’ vzoriek a vyhoviet
tak poziadavkdm na spracovanie coraz vidcSiecho mnozstva vzoriek. Zaroven je
aj prostrednictvom automatizovaného postupu minimalizovany kontakt pracovnikov
s potencialne toxickymi vzorkami Zzivotného prostredia. Automatizicia je vyhodna

z hl'adiska reprodukovatel’nosti vysledkov a efektivnosti.



2 Ciel prace

Cielom predlozenej diplomovej prace bolo zistit vhodnost pouzitia
automatizovaného systému Lab-in-syringe pre mikroextrakciu do jednej kvapky
rozpustadla v spojeni s plynovou chromatografiou za pouzitia dichlormetanu ako
extrak¢éného rozpustadla a prchavych organickych latok — benzénu, toluénu, etylbenzénu
a izomérov xylénu ako analytov. Prdca ma charakter Studia uskutocnitelnosti, pricom
v zaujme bolo sledovat’ a optimalizovat’ jednotlivé podmienky extrakcie a plynovej
chromatografie za pouZitia plamefiovo-ionizaéného detektora a automatizovanie tejto

analyzy.



3 Teoreticka Cast’

3.1 Analyty

Prchavé monoaromatické uhl'ovodiky benzén, toluén, etylbenzén a xylény, tiez
zname pod skratkou BTEX, st jednou skupinou z moznych kontaminantov Zivotného
prostredia. Tieto uhlovodiky su zlozkou fosilnych paliv, ropnych produktov, casto
vyuzivané ako rozpustadla v chemickom priemysle. Rastca populacia, rozvoj priemyslu
aj l'udska aktivita prispieva k znecisteniu nielen vodnych zdrojov v dosledku réznych
nehod v procese vyroby, prepravy anespravnej likvidacie prave tymito latkami.
Pritomnost’ BTEX v zivotnom prostredi predstavuje zna¢né zdravotné riziko [1]. Vplyvy
na zdravie l'udskej populacie pri kratkodobej aj dlhodobej expozicii, vyuzitie, ako
aj samotné fyzikalno-chemické vlastnosti jednotlivych latok su uvedené v nasledujucich

podkapitolach.

3.1.1 Benzén

Benzén je bezfarebnd az svetlozlta kvapalina so zdpachom podobnym benzinu.

Niektoré zo zékladnych fyzikalno-chemickych vlastnosti sa nachadzaji v Tabulke 1.

Tabul'ka 1 Vybrané fyzikalno-chemické vlastnosti benzénu [2]

Benzén

Molekulova hmotnost’ 78,11 g/mol
Bod varu 80,00 °C
Rozpustnost’ vo vode (pri 25 °C) 0,18 g/100 ml
Hustota (pri 20 °C) 0,8756 g/cm?
Tlak par (pri 25 °C) 94,8 mmHg

Dnes sa pouziva najmé pri syntéze inych organickych chemikalii. Pridava sa
do benzinu na zlepSenie oktanového ¢isla pricom v niektorych krajinach benzin obsahuje
vysoku koncentraciu benzénu (az 30%). Europska tinia v roku 2000 zniZila maximalny
povoleny obsah benzénu v benzine z 5% na 1%. Jeho chemicky vzorec je uvedeny

na Obrazku 1.



Obrazok 1 Vzorec benzénu [2]

Bezna populédcia méze byt vystavend benzénu vdychovanim okolitého vzduchu,
dermélnym kontaktom, pripadne pozitim kontaminovaného jedla a pitnej vody.
Pri vdychovani vysSich hladin si castymi priznakmi ospalost, zavraty, rychly
a nepravidelny tep srdca. Pozitie benzénu vyvoldva zvracanie, kfce, negativne vplyva
na frekvenciu tepu srdca, vynimoc¢ne spdsobi az smrt’. Expozicia trvajica viac ako rok
poskodzuje kostnu dren, ¢o vedie ku zvysenej krvacavosti, anémii i ovplyvneniu funkcie
imunitného systému. U Zien mdze vyvoldvat nepravidelnost menstruacného cyklu
a zmenSenie vajeCnikov. Benzén je potvrdeny karcinogén, sposobuje leukémiu, ktord je
vo vacSine pripadov akutneho typu. U exponovanych pracovnikov bola hlasena zvySena
frekvencia zlomov chromatid a izochromatid v kultivovanych lymfocytoch a vyznamny

narast chromozomalnych aberécii lymfocytov v periférnej krvi [2].

3.1.2 Toluén

Toluén je Cira, bezfarebna kvapalina s vyraznym charakteristickym nasladlym

zapachom. Vybrané fyzikalno-chemické vlastnosti stt uvedené v Tabul'ke 2.

Tabul’ka 2 Vybrané fyzikalno-chemické vlastnosti toluénu [3]

Toluén

Molekulova hmotnost’ 92,14 g/mol
Bod varu 110,6 °C
Rozpustnost’ vo vode 0,18 g/100 ml
Hustota (pri 20 °C) 0,8623 g/cm’®
Tlak pary (pri 25 °C) 28,4 mmHg



Pridava sa do benzinu pre zlepsenie oktanového ¢isla, pri vyrobe farieb, riedidiel,
lakov, naterov, lepidiel a je dobrym rozpust'adlom. Pouzitie ma aj pri syntéze organickych

latok ako benzoylchloridu a d’alsich [3]. Vzorec toluénu je znazorneny na Obrazku 2.

Obrazok 2 Vzorec toluénu [3]

Toluén sa vyskytuje vo vzduchu, v péde a vo vode v miestach vyroby alebo jeho
pouzivania. Z povrchovych vod sa lahko odpari do ovzduSia alebo ho rozlozia
mikroorganizmy. V pripade kratkodobého kontaktu s toluénom jeho vdychnutim alebo
dermalnym kontaktom ¢i uz priamo s toluénom alebo pripravkami obsahujucimi toluén
dochadza k podrazdeniu respira¢ného systému, pokozky a o¢i. Pri dlhodobej expozicii
modze mat’ nepriaznivy vplyv na centralny nervovy systém, najmé ak sa jedna o vysoké
koncentracie a moze viest’ k trvalej strate vlasov, zraku a ku kognitivnym porucham.
Znaéne rizikovy je pre tehotné Zeny, resp. pre vyvoj plodu. Dalsiu u¢inky zahfiiaju

problémy s oblickami, pecefiou a nepriaznivy efekt na imunitu [4].
3.1.3 Etylbenzén

Etylbenzén je bezfarebnd, horlava kvapalina so zdpachom podobnym benzinu.

Zakladné fyzikalno-chemické parametre su uvedené v Tabulke 3.

Tabul’ka 3 Vybrané fyzikalno-chemické vlastnosti etylbenzénu [5]
Etylbenzén

Molekulova hmotnost’ 106,16 g/mol
Bod varu 136 °C
Rozpustnost’ vo vode (pri 25 °C) 169 mg/1
Hustota (pri 20 °C) 0,8756 g/cm?
Tlak pary (pri 25 °C) 94,8 mmHg
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Vdaka jeho antidetonacnym vlastnostiam je zlozkou motorovych a leteckych
paliv. Obsah etylbenzénu v benzine sa pohybuje v rozmedzi asi od 1 — 2,7%. Je tiez
pritomny v komeréne mieSanych xylénoch (do 25%), pouziva sa ako rozpusStadlo
vofarbach, lakoch, lepidlach na koberce, ale je mozné ho najst’ aj v tabakovych vyrobkoch
a insekticidoch. Pouziva sa pri vyrobe styrénu, syntetickych polymérov, acetonfenonu

a d’alSich chemikalii. Chemicky vzorec etylbenzénu je uvedeny na Obrazku 3.

R:_L

Obrazok 3 Vzorec etylbenzénu [5]

Vystavenie etylbenzénom v beznej populdcii je moZzne prostrednictvom kontaktu
s benzinom a d’al$imi vysSie uvedenymi produktmi. NajcastejSie dochadza k vdychnutiu
etylbenzénu, ale moze dojst’ aj ku kontaktu s kontaminovanou vodou alebo podou.
Pri kratkodobej expozicii dochddza k podrazdeniu oc¢i, nosu ahrdla, vo vysSich
koncentraciach spdsobuje zavraty. Dlhodoba expozicia mdze spdsobovat pluzgiere. Nie

je povazovany za l'udsky karcinogén [5].
3.14 Xylény

Xylény su pritomné v Zivotnom prostredi ako zmes orto-, meta- a para-izomérov.
Prirodzene sa vyskytuji v ropnom a uhol'nom dechte. Xylény su bezfarebné kvapaliny
s charakteristickym sladkym zdpachom. Niektoré¢ z fyzikalno-chemickych charakteristik

st uvedené v Tabulke 4.
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Tabul’ka 4 Vybrané fyzikalno-chemické vlastnosti xylénov [7-9]

0-xylén m-xylén p-xylén
Molekulova

106,16 g/mol 106,16 g/mol 106,16 g/mol
hmotnost’
Bod varu 144 °C 139 °C 138 °C
Rozpustnost’ vo

180 mg/1 160 mg/1 165 mg/l
vode (pri 25 °C)
Hustota (pri 20 °C) | 0,8801 g/cm? 0,8698 g/cm? 0,86104 g/cm?
Tlak pary (pri
25°C) 6,65 mmHg 8,29 mmHg 8,84 mmHg

5 o

Zmes xylénov sa vyuziva pri syntéze etylbenzénu, v priemyselnej vyrobe farieb
a naterov ako rozpustadlo a primieSavaju sa do benzinu [6]. Chemické vzorce izomérov

xylénu je mozné vidiet’ na Obrazku 4.

Obrazok 4 Vzorce izomérov xylénu (zl'ava o-xylén, m-xylén, p-xylén)
upravené a prevzaté z [7-9]
V pripade, Ze sa xylény dostant do pody alebo povrchovej vody, predpoklada sa
ich vyparenie a rozpad v atmosfére za okolnosti, ze pol¢as rozpadu je v rozmedzi 8 az 14
hodin. V podzemnej vode dochadza k biodegradacii zna¢ne pomalSie, a to az do 287 dni
v zé&vislosti od podmienok. Pri akttnych otravach s popisané drazdivé Gc¢inky na o¢i,
pokozku, sliznice, zhorSené¢ dychanie, bolesti hlavy a zavrate [10]. Chronickd expozicia
xylénmi je sprevadzana symptomami ako bolesti hlavy, inava, nekoordinovanost’, boli

hlasené aj neziaduce UcCinky na oblicky, kardiovaskularny a respiracny systém [6].
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3.1.5 Metody stanovenia BTEX

Moznosti monitorovania BTEX v environmentalnych vzorkach vod, ktoré su
validovan¢ a schvalené viacerymi federalnymi agentirami a organizaciami, uvadzaju ako
najviac vyuzivanu metédu plynovi chromatografiu (GC). Metoda GC v spojeni
s plamenovo-ionizatnym detektorom (FID) a fotoionizaénym detektorom (PID)
poskytuje detekéné limity v rozsahu nizkych ppb, v pripade vyuzitia hmotnostného
spektrometra (MS) v rozsahu az ppt. Okrem toho pre benzén je mozné aj stanovenie
vysokouc¢innou kvapalinovou chromatografiou (HPLC) v spojeni s UV detektorom
a spektrofotometrické stanovenie. Pre toluén a etylbenzén je mozna detekcia aj pomocou
fluorescencnej spektroskopie. Xylény je mozné stanovit’, okrem GC v spojeni s FID, PID
a MS, aj v spojeni s detektorom elektronového zachytu. Uprava vzorky purge and trap je
najCastejSou upravou vzorky, v pripade xylénov je uvadzand extrakcia do organickych

rozpustadiel a extrakcia na tuht fazu [11-14].

Moderné trendy v analytickej chémii vSak upriamuju svoju pozornost
na zjednoduSenie a miniaturizaciu pripravy vzoriek. Klasické extrakéné postupy
z kvapaliny do kvapaliny st naro€né casovo a vyuzivaji organické rozpustadla
vo vel'kom mnoZstve. Je snaha tieto ekonomicky nékladné, ekologicky a ¢asovo ndrocné
postupy smerovat’ k miniaturizovanym verzidm — mikroextrakcia v kvapalnej faze

(LPME) a mikroextrakcia na pevnej faze (SPME) [15].

Prehl'ad pokroku v moZnostiach stanovenia BTEX v environmentalnych vzorkach
vdd je uvedeny v Tabulke 5. Na vypracovanie Casti tabulky boli vyuzivané databazy
PubMed a ScienceDirect v rezime pokrocilého vyhl'addvania, tak aby sa ¢lanky venovali
stanoveniu vo vzorkach vody, bol analyzovany benzén, toluén, etylbenzén a aspon jeden
zo xylénov. Zaroven ¢lanky boli limitované casovym obdobim kedy boli publikované,
tzn. v poslednych 10 rokoch (od roku 2013). Hodnoty LOD boli premenené na rovnaké
jednotky pre lepsie porovnanie. Matrica uvedend v tabul’ke sa vzt'ahuje na zrealizovanie
validovanej metody na realne vzorky, pricom hodnoty LOD su uvedené na zaklade
validécie. VSetky ¢lanky vyuzivali ako separa¢ntl techniku plynovi chromatografiu, preto

je v tabul’ke uvedeny len typ detekcnej techniky.
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Tabulka 5 Metdody stanovenia BTEX vo vzorkach vody

Matrica Uprava vzorky Detekcia LOD [pg/l] Zdroj
AA-DLLME 6,0-9,0
voda z vodovodu UA-DLLME FID 20,0-30,0 [16]
VA-DLLME 2,0-5,6
Lab-in-syringe
yHne 1,7-2,4
voda z vodovodu, voda DLLME
. FID [17]
z rieky Narrow-bore tube
1,5-2,2
DLLME
voda z rieky CSDF-ME FID 1,4-2,4 [15]
voda z rieky/jazera, sneh | LIS-HS FID 1,1-2,6 [18]
studiiovéd/odpadova voda,
SPE-DLLME FID 0,5-1,1 [19]
voda z vodovodu
pitna/dazd’ova/studiova/
M-SPE FID 0,15-0,60 [20]
pol'nohospodarska voda
studiova voda SPME FID 0,15-0,42 [21]
¢ista/morska voda, voda
HS FID 0,15-2,00 [22]
z vodovodu,
voda z rieky SPME FID 0,03-0,1 [23]
odpadova voda HS-SPME FID 0,12-0,41 [24]
studiiové/odpadova/pitna
SPME FID 0,0001-0,5 [25]
voda, voda z rieky
voda z vodovodu, voda
HS-LPME FID 0,06-0,25 [26]
z rieky, odpadova voda
studnova/povrchova voda | HS-SDME FID 0,05-0,90 [27]
studiiova voda, vody
. LPME FID 0,04-0,09 [28]
z rieky, voda z vodovodu
odpadova voda HS PID 0,13-0,48 [29]
pitnéa voda
kontaminovana HS BID 0,159-1,845 [30]

benzinom a naftou
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voda z rieky HS PID-FID | 0,11-0,51 [31]

voda z rieky, studiiova

HS-SPME FID 0,01-0,06 [32]

voda
pitné voda, odpadova
voda z priemyselnej MSPE MS 0,3-3 [33]
oblasti, voda z rieky
voda z rieky SPE MS 0,010-0,036 [34]
voda z rieky, voda 0,0001—

‘ HS-SPME MS [35]
Z jazera 0,0013

Vysvetlivky skratiek pouzitych v tabulke: AA (vzduchom asistovand), BID (detektor ionizdcie dielektrickym
barierivvm vybojom), CSDF (kontinudlna prietokova mikroextrakcia)) DLLME (disperzna mikroextrakcia
kvapalina-kvapalina), FID (fotoionizacny detektor), GC (plynova chromatografia), HS (headspace), LIS (Lab-
in-syringe), LPME (mikroextrakcia kvapalina-kvapalina), ME (mikroextrakcia) PID (fotoionizacny detektor),
SDME (extrakcia do jednej kvapky rozpustadla), SPE (extrakcia na tuhu fazu), MS (hmotnostnd spektrometria),

MSPE (magneticka extrakcia na tuhi fazu), UA (ultrazvukom asistovana), VA (vortex-assisted)

Na zaklade tabulky mdézeme povedat, ze v poslednych desiatich rokoch je analyza
zamerana na plynova chromatografiu prevazne s FID detektorom. Autori ¢lankov sa
sustred’'uju na Upravu vzorky, vyuzivaju extrakcie na tuhu fazu aj extrakéné postupy
z kvapaliny do kvapaliny. Ako uZz bolo uvedené, klasické extrakéné postupy su
v poslednych rokoch nahrddzane tymi, ktoré st SetrnejSie z hladiska spotreby
organickych rozptstadiel atvorby odpadu, ateda k Zivotnému prostrediu a ochrane
zdravia l'udi. Takisto s menej naro¢né na proces. Dovodom preco je venovana pozornost’
analyze polutantov vo vode je, Ze sa v dosledku Cinnosti €loveka stalo sledovanie
vodnych zdrojov globalnou vyzvou. Jednym z dovodov je aj obava z poklesu zdrojov
pitnej vody. Efektivna acitlivd detekcia je mimoriadne dolezitym faktorom ako

zabezpecit’ monitorovanie tychto zdrojov.

Extrakcia na tuhu fazu je Siroko pouzivanou technikou, pretoze okrem izoléacie
analytu zabezpecCi aj zakoncentrovanie a precistenie vzorky, a tak sme schopni zachytit
stopové mnozstva Casto toxickych latok v zlozitejSich matriciach [33]. SPME vyzaduje
maly objem adsorbentu a prave ten je objektom zaujmu z hladiska vyvoja novych
a ucinnejSich materidlov s vysokou plochou povrchu. V sucasnosti st okrem klasickych
sorbentov st dostupné porézne materialy, uhlikové materialy, polyméry s molekularnou

potlacou, d’alej aj biosorbenty a nanomaterialy [33, 35].
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Pre LPME boli vyvinuté rozne pristupy, vratane DLLME a SDME. Hlavna
nevyhoda, resp. najviac problematicka pri SDME je nestabilita kvapky, d’alej relativne
¢asova naro¢nost’ a obmedzené moznosti mieSania. DLLME na druhej strane vyuZziva ako
disperzné rozpustadlo prevazne toxické organické rozpust'adla, ktoré by sa mali pouzivat
v ¢o najmensej miere [16]. Vyhody LPME by sa dali zovSeobecnit’ na mali expoziciu
organickymi rozpustadlami oproti klasickej extrakcii z kvapaliny do kvapaliny. Vd’aka
vysokému pomeru objemu vzorky k extrakénej faze je tiez mozné ziskat’ vysoky faktor

obohatenia [17].
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3.2 Prietokové techniky

Prietokové techniky st ndstrojom pre automatizaciu laboratornych tikonov za ucelom
zvySenia priepustnosti vzoriek, opakovatelnosti postupu, spolahlivosti pre kinetické
reakcie, miniaturizacie systému a s miniaturizaciou spojené zniZenie spotreby Cinidiel.
Spolo¢nym principom je prendSanie a spracovanie vzorky v toku prudiacej kvapaliny
za pouzitia Cerpadiel, ventilov a d’alSich prvkov v uzavretom systéme. Je mozna rdzna
klasifikacia prietokovych technik v désledku ich vyvoja v priebehu casu. Jednou
zmoznosti je rozdelenie do 4 kategoérii, podla TUPAC, ktord rozdel'uje prietokové
techniky na kontinudlnu prietokovi analyzu, segmentovanu prietokova analyzu,

prietokovu injeként analyzu (FIA) a sekvenénu injeként analyzu (SIA) [36].
3.2.1 Starsie prietokové techniky

Koncept laboratornych merani v prietoku bol prelomovym momentom. V systéme
kontinudlnej prietokovej analyzy sa nosny prud, privddzany zvidcSa perilstatickym
¢erpadlom, pohybuje konstantnou prietokovou rychlost’ou v smere dopredu. Definovany
objem vzorky sa spoji s pradom ¢inidla smerujucim do reak¢nej cievky, pricom pocas
tohto pohybu prebiehaju chemického reakcie. Po ukonceni reakcie vzorka prichadza
do detektora. Vytvorenie tohto typu analyzy umoZnilo prvi unikdtnu mechanizaciu
jednotlivych operacii potrebnych na vykon celého postupu ako je dvojfazova separacia
a kombinovanie prudu vzorky s ¢inidlami [37-39]. Kontinualna prietokova analyza nasla
uplatnenie v klinickej a environmentdlnej analyze najmd pri turbidimetrickych
a spektrofotometrickych stanoveniach, ato prave pre jednoduchost konstrukcie,
nenarocnost’ na prevadzku a vysoku vzorkovaciu frekvenciu. Nevyhodou kontinuélnej
prietokovej analyzy je vytvorenie vel'kého mnoZstva odpadu, pretoZe pri nej dochadza
k vysokej spotrebe ¢inidiel vzh'adom na to, Ze Cerpanie prebieha v rychlosti niekol’kych

mililitrov za minutu [37].

V snahe minimalizovat’ disperziu vzorky a zlepSit podmienky mieSania sa zaviedlo
segmentovanie prudu vzduchovymi bublinami a dalo za vznik segmentovanej prietokovej
analyze. Na rozdiel od kontinudlnej prietokovej analyzy bolo vytvorené turbulentné
pradenie, ktoré zabezpeCilo homogénne premieSanie a zaroven potlacenie disperzie

vzorky [40].

Obmedzené moznosti prvych konceptov prietokovych technik rozsirili J. Ruzic¢ka

a E.H. Hansen, ktori zacali d’alSiu éru analytickych merani, nazyvanych prietokova
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injek¢nd analyza [41]. V prietokovej injek¢nej analyze sa presny objem vzorky nadavkuje
do konstantne sa pohybujuceho priadu nosného ¢inidla za pomoci perilstatickej pumpy.
Cinidla moézu byt pridané v roznych bodoch sutoku. Vdaka procesu disperzie sa
v reak¢énej zone postupne vzorka s Cinidlom rozptyli do nosica a vytvori sa detekovatel'ny
produkt. Produkt je nasledne neseny do priestoru detektora za podmienok laminarneho
pradenia. Cely proces je mozné vykonat rychlo v sekundach az v desiatkach sekind

s vysokym stupfiom presnosti [42, 43].

Hlavnym rozdielom medzi segmentovanou injekénou analyzou a prietokovou
injek¢énou analyzou je elimindcia segmentacie nosného prudu pomocou vzduchovej
bubliny, transport do detektora aregulovany objem vstrekovania vzorky. Sucasne
dochadza k zaznamenaniu ostro zakoncenych pikov namiesto rovnovazneho signalu
s hodnotou platd [39]. Vyvoj FIA rozsiril moznosti pouzitia, ato najmd vdaka
reprodukovatelnému mieSaniu a ¢asovaniu, ktoré zabezpecilo procesy v nerovnovaznych
podmienkach, vratane extrakcii [40]. Je mozna odliSna konsStrukcia FIA a koncepcia
zahfia odliSné moduly spracovania vzoriek, integrdciu meracich systémov

a pocitacového zariadenia na prevadzkovanie systému [39].

3.2.2 Novsie prietokové techniky

Dalsi pokrok vo vyvoji prietokovych technik bolo zavedenie modelu sekvenénej
injek¢énej analyzy (SIA) J. Rdzickom a G.D.Marshallom [44]. Zékladom sekvencnej
injekénej analyzy je vstrekovanie vzorky s ¢inidlom do pocitatom riadené¢ho
obojsmerného diskontinudlneho toku nosnej kvapaliny. Je umoZnené vykonat’ sekvenéné
vstrekovanie a urCité operdcie s oneskorenim. Davkovanie je postupné pomocou
viacpolohového ventilu do nosného pradu, ktory je pohanany injekénym cerpadlom
umiestnenym pred ventilom. SIA je vysledkom dvoch procesov, fyzikalneho charakteru
— disperzia zon vzorky a Cinidla, a chemického — tvorba chemickych latok vo fazovom
rozhrani zon. Aby odozva systému bola adekvatna musi byt maximalizovana radidlna
disperzia a optimalizovan4 axidlna disperzia, ktora je urcujliica prave pre prienik vzorky
reagencnymi zonami a maximalizovanu rychlost’ chemickych reakcii. Optimalizcia
procesu zahffia sice spravne zvolenie postupnosti vzoriek a reagencii, ich objemy,
prietoky, geometriu dréh toku na zaklade reakénych sekvencii a kompatibility, ale vd’aka
presnému a flexibilnému ovladdaniu je mozné zabezpecit' reprodukovatelnii tvorbu
koncentracnych gradientov a prisposobenie objemu vzorky a disperzie [39, 45].

Vytvorenie koncentracného gradientu a prekrytie zony vzorky a ¢inidla vytvara produkt.
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Za pomoci softvéru je mozné jednoducho upravit konfigurdciu tak, aby splnala
poziadavky rdznych detekénych chémii. Porovnanie inStrumentidcie je znazornené

na Obrazku 5.

Sample FIa

Cirian Reaction coil petector
Pump Injection Waste
s Confluence
Reagent kit
SIA
Reaction coil
Holding coil Detector
Waste
CalTiel =—— Pump

Multi-position
selection valve

Sample

Reagent

Obrazok 5 Zjednodusena schéma prietokovej a sekvencnej injekénej analyzy [41]
carrier (nosic), confluence point (zmiesavaci bod), detector (detektor), holding coil (miesacia

cievka), injection valve (injekcny ventil), multi-position selection valve (viaccestny selekcny
ventil), pump (pumpa), reaction coil (reakcnda cievka), reagent (reagencia), sample (vzorka),
waste (odpad)

Nevyhodou je nespojitost a nasledkom obratenia toku je menSia priepustnost’
vzoriek v porovnani s kontinudlnym prietokom vo FIA systéme [43]. Viackrokové
reakcie a homogénne mieSanie v pripadoch, kedy sa meni viskozita alebo je nutné

pouzitie vel'mi rozlicnych objemov roztokov, je realizovate'né v mensej miere [46].

Vyhody oproti FIA vSak prevySuji nevyhody. SIA pracuje s presnejSimi
injekénymi Cerpadlami, nie st potrebné pre kazdé Cinidlo d’alSie prietokové kandly,
spotreby vzorky a Cinidiel su ovela nizSie. Ekonomické hospodarenie s reagenciami
a znizenie tvorby odpadu tak zvyhodiuje SIA aj z ekologického hladiska [41]. Dalsou
prednost’ou je umoznenie jej spojenia so separaénymi technikami. RozSirovanie v d’alSich
oblastiach a zdokonalovanie extrakénych postupov viedlo k novym pristupom, kde sa
zakladom stala prave SIA. Zmena konceptu selekéného ventilu polozilo ziklady

pre Lab-on-valve, zmena injek¢nej strickacky zase Lab-in-syringe [36].
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3.2.3 Lab-in-syringe

Lab-in-syringe technika odvodend zo sekvencnej injekénej analyzy vyuziva
strickacku ako velkostne prispdsobitel'nii reakénti nadobu s moznostou prenasat
aj obsahovat’ kvapaliny, plyny aj suspenzie sorbentov. Strickacka je vyuzivana ako
zmiesSavacia, reak¢na a extrak¢na komora v systéme SIA. Vyhodou je reprodukovatel'né
spracovanie vzoriek s objemom niekolkych mililitrov. Vytvara sa kompaktny systém
v ktorom je umoznené priddvanie d’alSich ¢inidiel, homogénne mieSanie, separacia plynu
a kvapaliny, prisposobenie tlaku a Cistenie systému. Na rozdiel od klasickej SIA, kde je
homogénne miesanie zabezpecené disperziou vzorky, mieSanie vo vnutri striekacky je
mozné za pomoci magnetického miesadla. Zaroven je tym umoznené v akejkol'vek faze
postupu zaradit’ krok mieSania a efektivnej$im sa tak stava aj Cistenie medzi jednotlivymi
analyzami. Pre LIS systém nie je problematické pouZivanie roztokov v odlisnych
objemoch roztokov ani zmena viskozity [46]. Obrazok 6 je zjednoduSenym nakresom
ukazujucim jednoduché zostavenia LIS systému s piestovou pumpou, magnetickym
mieSadlom vo vnutri, selekénym ventilom a poziciami pre vzorku, vzduch, dalSie

reagencie a detektorom.

Selekény ventil

Detektor
Odpad
Piestova
pumpa a
magnetické Vystupy selekéného
miesadlo ventilu

Obrazok 6 Schéma Lab-in-syringe
prevzaté a upravené z [46]
LIS systém je mozné vyuzit' pri zakoncentrovani, Cisteni a elimindcii interferencit
a extrakénych postupov nielen samostatne, ale aj v spojeni s chromatografickymi
technikami poskytujuc tak vyhodu stanovenia analytov pri nizkych koncentriciach.
Predovsetkym je vyhodna pri predanalytickej uprave zaloZzenych na mikroextrakcii
v kvapalnej faze [47]. Nevyhodou je velky mftvy objem striekacky, a nie tak Gc¢inné

chladenie a zahrievanie roztoku ako pri prevedeni v hadickach. Niektoré klasické typy
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extrakcie nie je mozné v tomto systéme uskutocnit’, ako aj integrovanie d’alSich prvkov

(napr. elektrod), nie je vzdy realizovatel'né [46].

V systtme LIS je mozné homogenizaciu vzorky uskutocnit pomocou
magnetického miesadla vo vnutri striekacky. Vd’aka tomu sa predchadza neziaducim
efektom suvisiacim s viskozitou vzorky a mnozstvom plynu. Boli vyvinuté aj metody,
kedy bola striekacka v tzv. ,,upside-down* pozicii. Oproti klasickému usporiadaniu je
privod kvapalin do striekacky v pripade ,,upside-down* orientacii umiestneny v spodnej
Casti ako je uvedené graficky na Obrazku 7 . V tejto pozicii je vzduch nad kvapalinou a je

umoznené Uplne vyprazdnenie [46].

N

(oo
_— >

\/

Obrazok 7 Orientéacia upright (vlavo) a upside-down (vpravo)
prevzaté a upravené z [46]

3.2.3.1 Extrakcia v systéme Lab-in-syringe

Lab-in-syringe je vhodna pre automatizaciu extrakénych postupov. Boli popisané
extrakcie na tuht fazu aj extrakcie z kvapaliny do kvapaliny s vyuZitim striekacky.
Castejsie vyuzivanym typom extrakcie v systéme LIS je viak extrakcia z kvapaliny
do kvapaliny, resp. jej mikroextrakéné varianty. Mikroextrakcia z kvapaliny do kvapaliny
je zalozena na prechode medzi nemieSatelnymi kvapalinami a extrakénym cinidlom
[47, 48]. Pouzivané st najmi nasledovné metddy, konkrétne disperznd mikroextrakcia
z kvapaliny do kvapaliny, extrakcia s vyuzitim teploty zdkalu micelarnych roztokov

a extrakcia do jednej kvapky rozpustadla [46].

3.2.3.2 Extrakcia do jednej kvapky rozpustadla

V principe je SDME zaloZzena na vystaveni mikrokvapky nemieSateného
extrakéného rozpustadla vodnému roztoku vzorky. Pre stanovenia analytov sa pouzivaji
dva pristupy, ato priama (DI-SDME) a headspace mikroextrakcia do jednej kvapky
rozpustadla (HS-SDME) [49]. Pri pristupe DI-SDME je kvapka extraktantu zavadzana

priamo do roztoku vodnej vzorky. Kvapka extrakéného rozpustadla v mikrolitrovych

21



objemoch sa vytvori na Spi¢ke ihly mikrostriekacky vo vzorke. Po extrakcii sa stiahne
do ihly mikrostriekacky a prenesie k d’alSej analyze. Vyhodou je minimalizacia
extrak¢ného ¢inidla, vysoké obohacovacie faktory a moznost’ spojenia s vysokouc¢innou
kvapalinovou a plynovou chromatografiou. V porovnani s ostatnymi technikami existuje
niekol’ko nevyhod. Tymi st najmi problémy so stabilitou kvapky a ¢asovo naroc¢nejsia
extrakcia, ktord sa d4 vSak pomerne jednoducho vyriesit mieSanim vzorky. S tym je
spojené, ale riziko, ze dojde k odtrhnutiu kvapky [50-52]. Pri pouziti HS-SDME je
kvapka organického rozpustadla alebo vodného roztoku umiestnend na Spicke ihly
mikrostriekacky, ktord je umiestnena nad vzorkou tak, aby sa extrahovali

a prekoncetrovali prchavé analyty [53].
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3.3 Plynova chromatografia

Plynova chromatografia je jednou z najbeznejSie pouzivanych separacnych technik
zalozenych na rozdielnej distribtcii latok medzi mobilnou a stacionarnou fazu, pricom
tieto dve fazy su vzijomne nemiesSateI'né. Mobilnou fazou je v pripade plynovej
chromatografie plyn, ktory unédsa analyt na pevne upevnenu stacionarnu fazu [54].
Jednotlivé zluceniny su separované na zaklade rozdielov v ich Struktare a prchavosti
z ¢oho vyplyvaju aj poziadavky, resp. vlastnosti analytov vhodnych pre analyzu pomocou
GC. Zakladnou podmienkou je, aby molekuly boli v plynnom stave do teploty 400 °C,
neboli reaktivne a zaroven pri tychto teplotach nepodliehali degradacii. Latky neprchavé

je mozné analyzovat po ich predchédzajicej derivatizacii [55].
3.3.1 InStrumentacia

Chromatograficky systém znazorneny aj na Obrazku 8, pozostdva z tychto
zakladnych casti: regulatora privodu plynu a prietoku (1), autosampleru (2) inletu (3)

sluziaceho k ddvkovaniu a splyneniu kvapalnych vzoriek, kolony (4), detektora (5),

zaznamového zariadenia (6).

2 | autosampler
regulator  traps

A

V“
1 detector
chromatogram

gas
cylinder

[ 1

6

Inert carrier gas Gas Chromatograph (GC) Computer
Mobile phase Stationary phase Data

Obrazok 8 Schéma plynového chromatografu [56]
3.3.1.1 Injektor

Nastrek vzorky je kritickym bodom pre dosiahnutie vysledku v podobe vysokych
a uzkych pikov v chromatograme na konci analyzy. Univerzalny injektor alebo pristup
pre zavedenie vzorky do koldny, ktory by bol vyhovujici pre rézne kolony, vzorky

a poziadavky na automatizaciu nebol vyvinuty. Kapilarne koléony vyuzivaja injektory,
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ktoré zabranuju pretazeniu kolény [56]. Existuje niekol’ko typov moznosti nastreku
vzorky na kolénu, najbeznejSim je vSak split/spliless. Pri pouziti rezimu split teda
za pouzitia deli¢a vzorky, do kapilarnej kolony vstupuje len Cast’ vzorky. V splitless
rezime, tzn. v rezime davkovania bez delenia vzorky do kolony vstupuje vzorka tak, ze
sa rozpustadlo kondenzuje, vytvara bariéru a ta zachytdva skoncentrované analyzované
latky. Po uplynuti ¢asu pre zakoncentrovanie latok sa teplota, ktord bola do tohto
momentu udrziavand asi 20-25 °C pod bodom varu rozpustadla zvysi azacne sa
separacia. V pripade l'ahko prchavych latok je mozny néstrek na koldonu bez ich

predoslého zahrievania [54].

3.3.1.2 Stacionarna faza

V kolone, kde je umiestnena stacionarna faza prebieha separacia zloziek. Vyber
koldny, resp. stacionarnej fazy ovplyviiuje separdciu v zmysle mnozstva vzorky s ktorou
je mozné pracovat, poétu analytov, udinnosti separacie, dizky separacie a uréuje

selektivitu. Pouzivané kolony v GC rozliSujeme na napliové a kapilarne.

Népliové kolény st obvykle v dizke 2-6 m s vnutornym priemerom 2-4 mm.
Vyrobené st zo skla, nehrdzavejlicej ocele, medi alebo hlinika. Priemer Castic v pevnom
nosi¢i vo vnutri je vrozsahu od 37-44 pm do 250-354 um. Delenie zloZiek moze

prebiehat’ na vrstve kvapalnej stacionarnej fazy alebo na tuhej stacionarnej faze [54].

Kapilarne kolony vyuzivaji ako nosiCe stacionarnej fazy svoje vnuatorné steny,
ktorych vnutorny priemer sa nachadza v rozmedzi 1-0,6 mm s hrabkou od 0,25 do 5 pm
a vdizke 16 az 60 m. Pouzitie mensich priemerov kolon vedie k vys$sej ucinnosti
separacie, ale nizsej kapacite, pricom uZzsie koldony nemdzu byt’ dlhé pretoZe vysledkom
by bol predizeny ¢as separacie. Mozeme povedat’, Ze ak rastie vnutorny priemer a hribka
stacionarnej faze, tak G¢innost’ separacie sa znizuje. Pruznost’ a ochranu pred poSkodenim
krehkého materidlu zabezpecuje polyimidova vrstva. RozliSujeme tri typy kapilarnych

kolon:

e  WCOT (Wall coated open tubular) — vnutorna stena kapilary je tvorené kvapalnou
staciondrnou fazou

e SCOT (Support coated open tubular) — vrstva nosi¢a so zakotvenou kvapalinou
na vnutornej stene

e PLOT (Porous layer open tubular) — na vnutornej stene je umiestneny adsorbent

vo forme tenkej vrstvy porovitého materialu
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Vzhl'adom k tomu, ze separdcia zloziek zéavisi na teplote je koléna umiestnend
v termostate, v ktorom je presne regulovana teplota, ktora sa uskutociiuje pri konstantne;j

teplote alebo pri programovane zvysujucej sa teplote [55].

3.3.1.3 Mobilna faza

GC vyuziva ako mobilnu fazu inertny plyn. NajbeznejSie pouzivanymi st hélium,
vodik, dusik a argon. Vyber nosného plynu zalezi na pouzivanom detektore, zohl'adiuje
sa aj hustota, viskozita, U¢innost a cena. Prietokova rychlost’ je dana pouzivanou
stacionarnou fazou. Pre kapildrne koldny su typické prietokové rychlosti v rozmedzi

1-25 ml/min, pre napliové kolony rychlost’ v rozmedzi 25-150 ml/min [54].

3.3.1.4 Detektor

Detektor sa nachadza za kolonou a zliceniny po tom ¢o eluuju z kolony s nim
interaguju, a to na zaklade fyzikalnych alebo chemickych vlastnosti. Detektor vysiela
signal, ktory je zaznamenavany v Case. Zakladnymi poziadavkami na pouzivany detektor
je rychla a linedrna odozva na zmeny zloZenia eluétu, stabilna zédkladna linia a citlivost’.
Jednym z prvych a stile pouzivanym v GC je tepelne vodivostny detektor, pouziva sa
aj detektor elektronového zachytu, dusiko-fosforovy detektor. Dalsimi pouzivanymi
detektormi a suCasne samostatnymi pristrojmi st infraerveny spektrofotometer
s Fourierovou transformaciou a hmotnostny spektrometer [54]. Casto pouzivanym
detektorom je plamenovo-ioniza¢ny detektor, ktorého princip bude opisany

v nasledujucej ¢asti nakol’ko je pouzivany v experimentalnej Casti tejto prace.
3.3.2 Plynova chromatografia s plameinovo-ioniza¢nym detektorom

Princip FID spociva v tom, Ze na prad plamena zlozen¢ho z vodika a kyslika,
zvyc¢ajne doddvaného ako zmes vzduch, ktory je umiestneny na Spicke dyzy a kolektor,
je privedené napdtie. Prietok vzduchu je asi desatkrat vacsi ako prietok vodika, model
detektora sa vSak moze liSit' a presné hodnoty pre dosiahnutie optimalnej citlivosti
detektora je mozné dohladat u vyrobcu. Organické zluceniny v nosnom plyne
prichadzajuce z kolony a st spalované v plameni. Pohyb i6nov vytvorenych v plameni

smerujucich ku kolektoru vytvaraju maly prud, ktory sa zapisuje ako signal [57].

FID reaguje na vacSinu atomov uhlika s vynimkou formaldehydu, kyseliny mravce;j
a tych, ktoré¢ sa nachadzaju v karbonylovych a karboxylovych skupinach. Vd'aka tomu je

takmer univerzalnym detektorom. FID sice nedokaze detegovat’ plyny ako H>O a COa,
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ale prave preto je vhodny pre analyzu atmosférickych a vodnych vzoriek prostredia. FID

neinteraguje ani s oxidmi dusika a zlu¢eninami siry [54, 57].

Signal detektora je nasledovne spracovany a zaznamenany pik generuje vacsi signal,
ak je pritomné vacsie mnozstvo zluceniny vo vzorke. Pre uhl'ovodiky tak plati, Ze odozva
je umernd poctu uhlikov v molekule. Vysledkom je zdznam na ktorom je viditeI'ny signal

pozadia, ktory je vysledkom krvacania kolony a stopovych hladin necistot [57].
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4 Experimentalna Cast’

4.1 Pouzité chemikalie
Pri priprave roztokov boli pouzité tieto chemikalie:

e Benzén, p.a. (Penta Chemicals, Chrudim, Ceské republika)

e Chlérbenzén, purum, (Lachema, Brno, Ceskoslovenska republika)

e Cistend voda (Merck Millipore, Burlington, Massachusetts)

e Dichlormetan, p.a., stabilizovany amylénom (Lach-Ner, s.r.o., Neratovice,
Ceska republika)

e Etylbenzén, bezvody, 99,8% (Sigma Aldrich, Praha, Ceska republika)

e Chlorid sodny (Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceska republika)

e Chloroform, p.a., stabilizovany etanolom (Penta Chemicals, Chrudim, Ceska
republika)

e Methanol, HPLC grade, 99,9% (Sigma Aldrich, Praha, Ceska republika)

e Siran hore¢naty bezvody, ¢isty (Lach-Ner, s.r.o0., Neratovice, Ceska republika)

e Siran sodny, bezvody (Fluka AG, Buchs, Svajéiarsko)

e Toluén, p.a (Penta Chemicals, Chrudim, Ceska republika) .

e Xylén, zmes izomérov, p.a. (Lachema, Brno, Ceska republika)

4.2 Pouzité laboratérne pomocky

Pri priprave roztokov boli pouzité analytické vahy KERN ABS N (Balingen,
Nemecko), manudlne automatické pipety (Sartorius AG, Nemecko), vialky a beZzne

pouzivané laboratorne sklo.
4.3 Priprava roztokov

4.3.1 Priprava zasobnych roztokov

Zasobny roztok benzénu, toluénu, etylbenzénu, chlorbenzénu, dichlormetanu,
chloroformu, zmesi xylénov bol pripraveny ich rozpustenim v metanole v 25,00 ml
odmernej banke. Tabulka 6 uvadza koncentracie koncentracie pripravenych zasobnych

roztokov. Zasobné roztoky boli nasledne uchovéavané v chladnicke.
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Tabul’ka 6 ZloZenie zasobného roztoku

Zliucenina Skratka Koncentracia [mol/l]
Benzén B 0,15
Toluén T 0,13
Etylbenzén E 0,11
Xylény Xs (0-X, m-X, p-X) 0,19
Chlorbenzén Cl-B 0,09
Dichlérmetan DCM 0,16
Chloroform CLF 0,12

4.3.2 Priprava pracovnych roztokov

Pracovné roztoky boli pripravené zo zéasobnych roztokov napipetovanim
pozadovaného objemu zo zasobného roztoku a doplnenim rozpustadla do 10,00 ml
odmernej banky ako uvadza Tabulka 7.

Tabul'ka 7 Zlozenie pracovnych roztokov
Nazov ZloZenie

Roztok A 10ul B, T, E, Xs, DCM a 5 ul CLF
v metanole
Roztok B 10 ul B, T, E, Xs, v dichlérmetane
Roztok C1 10l T, E,CI-B,XsalOul B
v dichlérmetane
Roztok C2 | 10 ul T, E,CI-B, Xs a 50 ul B

v dichlormetane

4.3.3 Priprava sol'nych roztokov

Pre optimalizaciu extrakénych podmienok boli pripravené sol'né roztoky, ktorych
koncentracia a zloZenie st uvedené v Tabul'ke 8. Roztoky boli pripravené navazenim
presného mnozstva latok a nasledne rozpustené a doplnené vodou do 50,00 ml odmerne;j

banky.
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Tabul'ka 8 Koncentracie sol'nych roztokov

ZloZenie Koncentracia [mol/l]
Na,SO4 1,65

(NH4)2S04 3,78

MgSOs4 2

NaCl 1

4.3.4 Priprava Standardov

K pribliZeniu redlnym environmentalnym vzorikdm vody kontimanovanych BTEX
boli pripravné roztoky s oznacenim Standard 1 a Standard 2. Do 10,00 ml metanolu boli
rozpustené zasobné roztoky benzénu, toluénu, etylbenzénu, chlorbenzénu, izomérov
xylénu. Nasledne bol pripraveny roztok s oznacenim Standard 1 o vyslednej koncentracii
0,6 ppm B, 0,7 ppm T, 0,6 ppm E, 2 ppm chlorbenzénu a 1 ppm xylénov a Standard 2,

ktora obsahovala dvojnasobni koncentraciu benzénu.
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4.4 Popis Lab-in-syringe systému

Lab-in-syringe systém (Obrazok 9), bol pouzity pre automatizaciu mikroextrakcie
do jednej kvapky rozpustadla v tejto diplomovej praci. Extrakcia prebichala v piestovej
pumpe v pozicii ,,upside-down* a sklenenou striekackou spojenej s 3-cestnym hlavnym
ventilom (HV). Pred piestovou pumpou bol umiestneny motor s neodymovymi magnetmi
avo vnutri striekacky magnetické miesadlo z dovodu umoznenia mieSania roztoku
vo vnutri striekacky. Port oznaceny IN viedol k 8-cestnému selekénému ventilu, port
MIDDLE ku GC-rozhraniu aport OUT sluzil k odvddzaniu odpadu. Pozicia 1
na selekénom ventile bola otvorend pre moznost’ aspiracie vzduchu, naopak pozicia 8
bola uzatvorena, a to za ucelom moznosti vytvorenia pozitivneho alebo negativneho tlaku
vo vnutri. Dal§ie vystupy selekéného ventilu slazili k aspiracii dichlormetanu (7), vzorky
(6), vnutorného Standardu (5), sol'ného roztoku (4), metanolu (3), vody (2). Pristrojové
vybavenie systému bolo riadené softwerom Cocosoft (Univerzita Balearskych ostrovov,

Spanielsko).

Piestova pumpa

— Selekcny ventil
T Vnutorny standard
% Vzorka Pufr

5 4

HC 6 3 MeOH

’ ‘o Voda
CH2Cl2 8 1
Zatvorené Otvorené/Vzduch

\jﬁ GC rozhranie

Obrazok 9 Schéma pouzitého Lab-in-syringe
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4.5 Spojenie LIS-GC a 3D tlacené prvky v systéme

Stereolitograficka 3D tlagiarefi Photon S (Anycubic, Shenzen, Cina) bola pouzita
na vyrobu rozhrania, resp. plastu sliziaceho na uchytenie zostavy sklenenej a ocelove;j
kapilary a vialky pricom déraz bol kladeny na jej vysku, ktord je o nieCo vysSia ako
klasickd komercne dostupna 1,5 ml vialka, ale zaroven kompatibilna s pouzivanym
autoinjektorom. TaktieZ bol vyrobeny upraveny zisobnik autosampleru so Siestimi
poziciami za pouZitia Delta Q tla¢iarne (Trilab, Hradec Kralové, Ceska republika). Obe

prvky st na Obrazku 10.

B
Obrazok 10 A vialka, B autosampler

Vdaka drziaku tieZ vyrobeného pomocu 3D tlaciarne je mozné automatizované
spustenie GC analyzy. Drziak (Obrazok 11) na ktorom bol umiestneny solenoid
pred tlac¢idlo START autoinjektora slazil k spusteniu GC. Solenoid bol umiesteny
vo vzdialenosti, ktord zodpovedala maximélne moZnej vytvorenej energii a rychlost’

motora bola takd, aby na zaciatku bola aktivéacia zariadenia ¢o najrychlejsia.

Obrazok 11 Drziak
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Tieto prvky zabezpecuji automatizované spojenie extrakcie do jednej kvapky
rozpustadla so separaciou, a tak samotnu extrakciu v systéme. Umoznend je teda analyza
od momentu spustenia extrakcie az po ukoncenie detekciou v plynovom chromatografie
bez nutnosti zdsahu obsluhy. Fotografie vySSie uvedenych prvkov umoziujlicich

prepojenie extrakcie a plynového chromatografu su zobrazené na Obrazku 12.

Lab-in-syringe systém

Drziak a solenoid
umiesteny pred
autoinjektorom

Obrazok 12 3D tlacené prvky v redlnom zobrazeni

Magnetické miesadlo tvaru kriza, ktoré bolo upravené do konickeho tvaru bolo
pouzité pre zabezpecenie homogénneho mieSania v sklenenej striekacke. MieSadlo je

schopné pohybu vd’aka externym magnetom a motorom kontrolovanym pomocou relé.
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4.6 Postup extrakcie v systéme LIS

Postup extrakcie zacinal krokom ,,Clean Syringe®, ktory zahfiial aspiraciu

metanolu, vzduchu a vypustenie do odpadu, a to v jednom opakovani. V d’alSom kroku

sa postup opakoval, ale premyvanie metanolom bolo nahradené vodou, pricom tento krok

bol opakovany dvakrat. Dalej pokradovala aspiracia roztokov a pred samotnou extrakciou

zmena pozicie ventilu do uzatvorenej pozicie a aktivaciou mieSania a extrakciou v trvani

14 minat pri neustalom miesani (Tabul'ka 9).

Tabul’ka 9 Aspiracia roztokov pred extrakciou a extrakcia

Krok Cast’/Port Rychlost’
o Selekény ventil, )
Aspiracia sol'ného roztoku 10000 pul/min
port 4
Aspiracia vnatorného Selekény ventil, )
10000 pl/min
Standardu port 5
o Selekény ventil, )
Aspiracia vzorky 25000 pl/min

Deaktivicia mie$ania

Aspiracia extrakéného

rozpustadla
Aspiracia vody

Zmena polohy do uzatvorene;j

pozicie

Miesanie a extrakcia

port 6
Piestova puma,
deaktivacia relé
Selekény ventil,

port 7
Selekény ventil,

port 2
Selekény ventil,

port 8
Piestova pumpa,

aktivacia relé

6000 pl/min

6000 pl/min

Po ukonceni extrakcie nasledovalo pomocou pozicie hlavného ventilu UP

k prenosu do GC vialky a vypustenie vody do odpadu a zvysku roztoku do odpadu,

reaspiracii kvapky extraktantu a prenosu k analyze do vialky. V zévere metddy, pred

zacatim dalSej extrakcie, bolo k premytiu celého systému definnovanych niekolko

rutinnych krokov. Predefinované kroky zahriiujiic pokyny ,.Empty GC vial®, ,,Clean

Syringe®, ,,Fill GC vial“ a ,,Clean Channel”. Cely program pre metodu extrakcie

v systéme Lab-in-syringe vytvoreny v programe CocoSoft je uvedeny v Prilohe A.
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4.7 Chromatograficky systém

K stanoveniu cielovych analytov bol pouzity plynovy chromatogratf GC-17A
(Shimadzu, Scientific Instrument, Maryland, USA) s plamefiovo-ionizaénym
detektorom. Sucastou tohto pristroja je aj autosampler AOC-20i od rovnakého vyrobcu.
Na Obrazku 13 je zobrazeny plynovy chromatograf a ¢iasto¢ne autoinjektor. K zberu
a vyhodnocovaniu nameranych dat bol pouzity ClarityLite software (DataApex, Praha,
Ceska republika). Pouzita bola koléna AT-624 (30 m x 0,32 mm) so stacionarnou fazou
zlozenou z 6% kyanopropylfenylu a 94% metylpolysiloxanu. Pri analyze bolo hélium
(Linde Gas a.s, Praha, Ceska republika) vyuzité ako nosny plyn, synteticky vzduch (Linde
Gas a.s, Praha, Ceska republika) a vodik (Linde Gas a.s, Praha, Ceska republika) slizili
ako podporny plyn.

Obrazok 13 Plynovy chromatograf
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5 Vysledky

Tato praca nadvizuje na predchadzajicu pracu na katedre autormi Horstkotte et. al.

[18] aprave ztohto dovodu nie vSetky parametre plynovej chromatografie boli

optimalizované. Ako extrakéné rozpustadlo v tejto praci bol pouzity dichlérmetéan a boli

Stadované optimalne separacné a extrakéné podmienky pre pouzitie dichlérmetanu.

5.1 Optimalizacia plynovej chromatografie

Pri vSetkych separaciach boli pouzité tieto parametre:

teplota injektora 220 °C
davkovany objem 1 pl
line4rna rychlost’ 320 cm/s,
prietok 26ml/min,

teplota detektora 300 °C

split 1:5 (ak nie je uvedené inak).

Ako premyvaci roztok medzi jednotlivymi nastrekmi v plynovej chromatografii bol

pouzivany metanol. Programy teplotného gradientu uvadzané v Casti Vysledky boli

oznacované skratkami, ktoré sui zobrazené na Grafe 1.
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Graf 1 Teplotny gradient

35



5.1.1 Optimalizacia TO

Prvé experimenty sa sustredili na pociato¢nu teplotu koléony. Na zaciatku boli
testované tri teploty. Prva teplota bola ur¢ena na 40 °C ¢o zodpoveda 40 °C pod bodom
varu benzénu. PokraCovali sme s dal$imi teplotami, konkrétne 50, 60 a 70 °C
za podmienok opakovania kazdej teploty dvakrat. Teplota bola udrziavana po dobu

1 minuty. Cely program uvadza Tabul’ka 10.

Tabul’ka 10 Program 1

Program 1
TO 40-70 °C
to 1 min
Gl 33 °C/min
T1 90 °C
G2 2 °C/min
T2 105 °C
G3 16 °C/min
T3 130 °C
Split ratio 1:100

Do vialky bolo napipetované v pomere 1:1 dichlérmetan aroztok B a bolo
pridanych 20 pl benzinu, ktory bol pripraveny rovnakym spdsobom ako zasobny roztok.
Benzin bol pridany ako potencialna zlozka analyzovanej redlnej vzorky, pretoZze benzin,
resp. jeho zlozky maji bod varu v rozmedzi 35 — 200 °C. Vysledny chromatogram z tejto
analyzy, pri ktorom boli sledované analyty benzén a toluén je uvedeny na Grafe 2.
Pre lepSie znazornenie boli os x a os y posunuté podl'a zakladnej linie chromatogramu,
kde bola TO 40 °C. X-ova os chromatogramu 50 °C bola posunuté pre kazd(i nameranti
hodnotu o 0,2 minuty, a pre d’alSie teploty TO trojnasobne. Odozva detektoru merané¢ho

v mV bola pre jednotlivé chromatografické linie odliSnych TO zvdcSend o 5 mV.
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Graf 2 Chromatograficky zdznam benzénu toluénu a benzinu

Ako je mozné pozorovat’ na Grafe 2 sa piky pre dichlérmetén liSia v retencnych
¢asoch len o 0,2 mintuty pre kazdy krok zvySenej teploty, takze v zdzname sa zda, ze sa
prekryvaju. Benzinu zodpovedaji vrcholy pikov medzi 3,4 a 4,5 minttou ¢o zodpoveda
zluceninam podobne eluujicim ako benzén. Benzén eluoval s via¢$im oneskorenim
vzhl'adom k dichlérmetanu pri niZSich teplotach. Z tohto dévodu boli zvolené pri d’alSich

experimentoch nizsie teploty TO.

Nakol’ko je zédznam za pritomnosti benzinu v analyzovanej zmesi nie Uplne
vhodny k tomu, aby jeho pouZzivanie bolo sucastou optimalizacie pokracovali sme
bez pouzivania benzinu. Za podmienok uvedenych v Tabulke 10 bol zistovany cas
pri ktorom sa ma udrziavat’ poc¢iato¢nd teplota nakolko bola snaha zlepSit' separaciu
analytov s kratSim retenénym ¢asom. Boli sledované ¢asy 0,5 min, 1,0 min, 1,5 min a 2
min za pouzitia roztoku B. Za najvhodnejs$i ¢as pri ktorom mala byt udrziavana
pociatocnd teplota programu bol zvoleny Cas 2 mintuty, pretoze vysSka pikov bola

pri tomto Case najvyssia (Graf 3).
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Graf 3 Vysky pikov benzénu a toluénu v zavislosti na t0

5.1.2 Optimalizacia T1 a T2

Nasledovali experimenty, kde boli vyuzité roztoky s oznacenim C1 a C2. Rozdiel
v zloZeni medzi roztokmi bol ten, Ze v roztoku C2 bola koncentracia benzénu patkrat
vy$Sia atym sme mohli jednoznacne potvrdit’, pritomnost’” benzénu a spravne urcit’
retencny Cas. Boli optimalizované teploty T1 a T2, merania prebiehali v opakovaniach,
pre kazdy roztok jedenkrat. Ako teploty T1 boli zvolené teploty v rozmedzi od 80
do 100 °C srozostupmi 5 °C. Program podla ktorého analyza prebiehala je uvedeny

v Tabulke 11.

Tabulka 11 Program 2

Program 2
TO 45°C
t0 2 min
Gl 30 °C/min
T1 80-100 °C
G2 2/3,3/2,7/1,3 0,7 °C/min
T2 105 °C
G3 16 °C/min
T3 130 °C
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Na zéklade porovnania parametrov vysky pikov aploch pod pikmi bola
vyhodnotena ako najoptimalnejSia T1 80 °C. Zaroven aj retencné Casy pri tejto teplote
boli najkratSie so zachovanim rozliSenia. V d’alSom kroku nasledovalo $tidium zmeny

teplotnych gradientov a teploty oznacCenej T2. Nastavenia st uvedené v nasledujice;j

tabul’ke (Tabul’ka 12).

Tabul'ka 12 Program 3

Program 3
T1 80 °C
G2 3,4/ 4,1/ 4,70/5,4/ 6,1 °C/min
T2 105 -125°C
G3 16 °C/min
T3 140 °C

Vysledné chromatografické zdznamy z merani s roztokom pri niz8ej koncentracii
benzénu su zobrazené na Grafe 3. Na zaklade vysledkov merani bola za najoptimalnejSiu
zvolena teplota 125 °C na zaklade vysky pikov aj z hladiska dizky analyzy. Xylény
pri teplote 110 a 115 °C chybaju z neznameho dovodu. Signdl pre chromatografické

zaznamy pri teplotach 110 az 125 °C boli posunuté o 3 mV.
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Graf 4 Chromatografické zaznamy (optimalizacia T2)
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5.1.3 Vysledny program

Pred ukoncenim optimalizaéného procesu plynovej chromatografie bola taktiez

opatovne premerana pociatocna teplota, a to konkrétne 40, 45, 50 a 60 °C. Na Grafe 4 je

znéazorneny pik zodpovedajtci benzénu pri pociatocnej teplote 50 °C s pouzitim roztokov

s oznacenim C1 a C2.
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Retencny cas [min]

Graf 5 Benzén vo vysSej a nizSej koncentracii

Vysledny program je uvedeny v Tabulka 13. Dosiahli sme niZSie retencné Casy

pre jednotlivé analyty, teda skratenie doby analyzy. Povodnd metdda v programe

ClarityLite bola nastavena na dizku 14 minut, kone¢na verzia metody 12 miniit.

Tabul’ka 13 Vysledny program GC analyzy

Vysledny program
Teplota injektora 220 °C
Déavkovany 1l
objem
linearna rychlost’ 320 cm/s
TO 50 °C
t0 2 min
G1 30 °C/min
T1 80 °C
G2 6,1 °C/min
T2 125 °C
G3 16 °C/min
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T3 140 °C

t3 1 min
Teplota detektora 300 °C
Split ratio 1:5

Charakteristicky chromatogram za pouzitia vysledného programu a roztoku C1 je
mozné vidiet’ na Grafe 5. Pociato¢nou teplotou (TO) 50 °C a udrzanim tejto teploty pocas
dvoch minat sa podarilo dosiahnut' lepSiu separaciu medzi pikmi benzénu
a dichlormetanu. Jedinou nevyhodou, tak ako pri predchadzajacich teplotnych programov

je, ze izoméry xylénu ko-eluovali.
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Graf 6 Chromatogram za vyslednych podmienok
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5.2 Optimalizacia extrakcie

Extrakcia bola optimalizovana najprv v offline rezime. Vystupy selek¢ného ventilu
sliziace k aspiracii boli vyuzivané tak ako boli popisané v kapitole 4.4, s tym rozdielom,
Ze namiesto vzorky a vnutorného Standardu bola aspirované voda. Do dichlérmétanu bolo
pridanych par kvapiek 5 mM roztoku ditizonu o koncentracia (DTZ) kvoli lepsej
vizualizécii priebehu extrakcie vo vnutri striekacky a pozicie v GC vialke. Testované
a optimalizované boli rézne parametre — objem extrak¢ného rozpustadla, objem
aspirovanej vody, pozicia extraktu v GC vialke, vyuzitie sol'ného roztoku a ¢as extrakcie.
Objemy boli zaroven zvolené tak, aby nepresiahli objem 4700, resp. 4800 pl, ktory je

mozny aspirovat’ do injek¢nej striekacky.
5.2.1 Objem aspirovaného extrakéného rozpust’adla a vody

Za podmienok aspirovania 300 pl sol'ného roztoku a 3000 pl vzorky bol testovany
najvhodnejsi objem extrakéného rozpustadla, teda objem kvapky a objem vody. Vizualne
bola porovnavana velkost a kompaktnost’ kvapky. Cielom bolo pouzit' ¢o najmensi
objem extrakéného rozpustadla. Boli vyhotovované aj fotografie po 5, 10 a 15 minttach
extrakcie. Rozlicné objemy vody, teda 60, 80, 100, 120 a 140 ul boli testované
v niekol’kych opakovaniach. Ako idedlny objem aspirovanej vody bol ureny objem
100 pl. Pri vys$sich objemoch dochadzalo k fragmentécii kvapky. Ako uz bolo spominané
cielom bolo pouzit’ o najmensie mnozstvo extrakéného rozpustadla, preto boli prvotne
aspirovan¢ objemy 60, 70 a 80 pl. Pri tychto objemoch sa uz na zacCiatku extrakcie
nevytvorila jedna homogénna kvapka a dochadzalo k jej rozdeleniu. Zaverom bolo, Ze
tieto objemy s nevyhovujtce, nakol’ko kvapky boli nestabilné a extrakény postup nebol
opakovatel'ny a dochadzalo k tomu, ze bolo potrebné opakovat’ postup z dovodu straty
kvapky z priestoru striekacky. V d’alSich experimentoch bolo preto nutné pouzit’ vyssi

objem extrakéného rozpustadla ako bolo pdvodné zamyslané.

5.2.2 Vyuzitie so'ného roztoku

V snahe dosiahnut’ ¢o najlepSiu G€innost’ extrakcie bol zdmer vyuzit’ sol'ny roztok
u ktorého vo vSeobecnosti dochadza pri pridani soli u prchavych polarnych latok
vo vodnom roztoku k zniZovaniu ich rozpustnosti. Boli testované odli§né sol'né roztoky,
testovanie prebiehalo v troch opakovaniach a bola pozorované zmena kompaktnosti,

spravanie kvapky na zacCiatku extrakcie a prenos do GC vialky.
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Boli pouzité tieto soI'né roztoky:
e MgSOsa NaCl
e NaxSO4
e (NH4)2SO04

Ked’ze objemy extrakéného rozpustadla do 100 pl neboli vyhovujuce, aspirované
objemy extrakéného rozpuctadla boli pri tychto experimentoch vicsie. Testované boli
objemy 120 a 200 pl extrakéného rozpustadla, so'né roztoky, bez pouzitia vnutorného
Standardu, vZdy v dvoch opakovaniach pre kazdy objem. Boli vyhotovované fotografické
zaznamy na zaciatku a konci extrakcie a v GC vialke za u¢elom porovnania kompaktnosti
a velkosti kvapky. Na Obrazku 14 su viditelné po extrakcii trvajucej 10 minut.
Po vyhodnoteni pozorovani na zédklade pisomnych a fotografickych zaznamov bol
za najvhodnejsi sol'ny roztok zvoleny roztok s obsahom MgSO4 a NaCl, z dovodu, zZe

najviac vyhovoval z hl'adiska celistvosti kvapky.

Obrazok 14 A MgSO4 a NaCl, B (NH4)2SOs, C Na,SO4, D
bez soI'ného roztoku
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5.3 Spojenie LIS a GC

Po nastaveni jednotlivych parametrov extrakcie a plynovej chromatografie
bol vplyv jednotlivych parametrov extrakcie, ktoré boli hodnotené len vizudlne

overované experimentalne za pomoci roztoku s oznacenim Standard 1 a Standard 2.

5.3.1 SolPny roztok

Po otestovani, aky vplyv ma sol’ na priebeh samotnej extrakcie a separacie bol
testovany rézny objem aspirovaného solného roztoku a Standardu 1 pri zachovani

celkového aspirovaného objemu 3400 pl. Jednalo sa konkrétne o objemy:

e 400 pl sol'ného roztoku a 3000 pl vzorky
e 200 pl so'ného roztoku a 3200 pl vzorky
e 3400 pl vzorky.

Podmienky GC separacie boli zvoleného ako bolo uvedené v Tabulke 13.
Vysledky z tychto merani viedli k zdveru, Ze sol’ nema vplyv na plochu piku, a teda aj

napriek povodnému zdmeru vyuzit’ ho k zlepSeniu ucinnosti extrakcie nebol pouzity.
5.3.2 Objem extrakéného rozpust’adla

Velkost’ kvapky, resp. objem aspirované¢ho extrakéného rozpustadla bol 200 pl,
180 ul, 160 pl, 140 pl za podmienok vysledného programu, pouZitia Standardu 1, a to
v Styroch opakovaniach. Ako vysledny objem aspirovaného extrakéného rozpustadla bol
zvoleny objem 180 pl, nakol’ko pri nizSich objemoch bol sice pozorované vyssSia vyska

piku, ale merania neboli reprodukovatel'né.

5.3.3 Cas extrakcie

Cas extrakcie je jednym z najdoleZitej§ich parametrov, preto bola odhadnuta
kinetika meranim signalov pocas 4, 7, 10 a 14 mint trvajucej extrakcie za podmienok
vysledného programu a pouzitia roztoku s oznadenim $tandard 2. Cas 14 minut bol

zvoleny ako najdlhsi ¢as extrakcie, ktorym by sa nepredizila celkova doba analyzy.

Namerané data boli aproximované krivkou, podla kinetiky 1. poriadku, ktorad
zodpovedd saturacnej krivke. Jednoduchy model uvedeny ako rovnica (5.1), kde A je
maximalny teoreticky vytazok, t Cas extrakcie a B charakteristicky cas. Vyuzita bola
metoda najmensich Stvorcov a funkcia RieSitel'a v programe Microsoft Excel, kde bod

prelozeny krivkou bol zadany ako priemer dvoch hodnét v kazdom z merani. Odl'ahla
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hodnota benzénu v ¢ase 7 minut bola eliminovand. Vysledkom matematického rieSenia

je Graf'7.

t
vytaiok = A x (1-e(8) (5.1)
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Graf 7 Dynamika extrakcie
Teoretické vytazky v ¢ase 14 minut uvedené na Grafe 8 boli vypocitané podla
vztahu (5.2) spdsobom, Ze bola pouzita hodnota teoretického koncového bodu

z matematického modelu.

vytazok 5.2
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Graf 8 Efektivita extrakcie po 14 minttach
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Na zaklade efektivity extrakcie by bolo mozné zistit’ prekoncentraény faktor, ktory
je mozné odhadnut’ vyndsobenim efektivity pouzitym objemom vzorky vydelenym
objemom extrakéného rozpustadla. Nakol'ko nepozndme presny objem pouzitého
rozpustadla, nebol prekoncentra¢ny faktor uréeny. Z vysledkov vyplyva, Ze v Case 14
minut bola efektivita extrakcie v rozmedzi 77,1 az 86,5 %. Analyty sa spravali podobne,
avSak v pripade benzénu bol pozorovany vyrazny rozdiel ¢o mohlo byt spdsobené

presahmi pikov alebo aj jeho vys$Sou rozpustnostou vo vode.

Charakteristické Casy st uvedené na Grafe 9. Z tohto je moZno vyjadrit’, Ze extrakcia
moze byt uskutoénend na 95 % po trojnasobku tohto ¢asu alebo na 99 % po péatnasobku

daného casu.
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Graf 9 Charakteristicky Cas
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6 Diskusia

Nakol'’ko BTEX su skupinou latok, ktoré sa 'ahko dostavaju do zZivotného prostredia,
je opodstatnené sa venovat’ vyvoju stale novych, citlivych a efektivnych analytickych
metod pre ich detekciu v nizkych koncentraciach. Hlavnou vol'bou pre stanovenie BTEX
vo vzorkdch vody zivotného prostredia je GC-FID. Ddlezitou sucastou pri vybere
analytickej metddy je vol'ba Upravy vzorky pred vlastnou analyzou z dévodu, Ze tychto
technik je mnoho a kazda ma svoje vyhody a nevyhody. Pri vybere sa zohl'adiiuje viacero
faktorov, okrem inych je snahou pouzivat’ ¢o najjednoduchsiu techniku za spotreby ¢o
najmenSiecho mnoZstva organického rozpustadla, ale aj d’alSich reagentov a samotne;j

vzorky a bola aj ekonomicky prijatel'na [58].

Extrakcie typu LLE a sa uz v minulosti pouzivali pri extrahovani toxickych zlu¢enin
z vodnych matric. Tento postup je ale Casovo naro¢ny a vyzaduje velké mnozstvo
organickych rozpustadiel, ktoré su spravidla toxické. Vyuzivana je aj SPE, kde sa sice
pouziva mensie mnozstvo rozpustadiel, ale desorpcia analytu na malych diskoch alebo
kolonkach spdsobuje ich zanesenie, ak vodna vzorka obsahuje jemné tuhé Castice.
V stcasnosti pri vyuZiti extrakcie je Ziadlice vyuzivat’ pristup miniaturizacie. Nakol'ko
extrakcie SPME su charakteristické relativne dlhymi extrakénymi Gasmi, niekedy v dizke
viac ako 30 minut, a to v dosledku menSieho prenosu hmoty ako na rozpustadle zaloZzené
extrakcie, je prave z tohto hl'adiska vyhodnejSie vyuzivat extrakcie typu LPME [59, 60].
Jednou z technik extrakcie, ktorou sa zaoberala aj tato praca je SDME, pri ktorej st
problémy a nedostatky uvedene tykajuce sa nestability rozpusStania v organickom
rozpustadle pri rychlejSom mieSani alebo dlh§om cCase extrakcie. NajdolezitejSimi
parametrami, ktoré musime zohl'adnit’ pri vybere extrakéného rozpustadla tejto techniky
pre dosiahnutie efektivity extrakcie je jeho nemieSatel'nost’ s vodou, vysoka afinita
k analytom a nizka prchavost, aby nedochddzalo k strate pocas extrakcie.
Samozrejmostou je aj kompatibilita s detekénym systémom. Pri DI-SDME tieto Ziadlce
vlastnosti obmedzuju pocet organickych rozpustadiel do znaCnej miery, pretoze
pri pouziti rozpustadiel s nizkou viskozitou a vysokymi tlakmi par je spdsobeny pokles
efektvity [61, 62]. Dichlormetan pouzivany v tejto praci je s vodou nemieSatel'ny, bod
varu ma 39,75 °C s hustotou vysSou ako voda [63]. Hustota rozpustadla je kriticka
pri mnohych pristupoch LPME. Velky rozdiel v hustote medzi vodnou a organickou
fazou umoziuje ohrani¢enie fazoveho rozhrania, ale nie je dostacujuce zohl'adiiovat len

relativne hustoty extrahovaného roztoku arozpustadla, pretoze pri vzdjomnom
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premieSavani sa menia [62]. Volba dichlérmetanu bola uskuto¢nend aj na zéklade toho,
ze je relativne vel’ky rozdiel prave v bodoch varu pri porovnani s benzénom, t.j. najviac
prchavym analytom abol prepoklad dosiahnutia optimalnej separacie. Vyuzitie
extracného rozpustadla s hustotou vysSou ako voda mdze byt uCinnym pristupom vd’aka,
ktorému je mozné dosiahnut' lepSie vysledky =z hladiska ziskania vysSich

prekoncentracnych faktorov ako pri inych extrakciach z kvapaliny do kvapaliny.

Objem extrakéného rozpustadla priamo ovplyviiuje efektivitu i obohacovacie
faktory analytov. ZvéacSenim objemu extrakéného rozpustadla sa zvysi ucinnost’
extrakcie, avSak to plati len do urcitého objemu, pri ktorom dosiahneme maximalnu
citlivost’. Dalgie zvy3enie objemu mozZe spdsobit’ zriedenie analytov a pokles efektivity
extrakéného postupu. Vacsinou sa objem extrakéného rozpustadla voli v rozmedzi
5-200 pl [61, 62]. V pripade naSej prace bol objem zoptimalizovany na objem 180 pl,
pretoze pri experimentoch sme zistili, Ze pri objemoch mensich ako 180 pl bola
pri meraniach sice zaznamenand vysSia vyska pikov analytov, avSak prenos kvapky
do GC vialky nebol reprodukovatel'ny. Dochadzalo k strate a nekompaktnosti kvapky,
vytvorenie pretlaku v systéme a reaspiracii kvapky, resp. aj k jej strate ¢o malo

za nasledok nutnost’ opakovat postup extrakcie.

I6nova sila je jednym z parametrov, ktorym sa dd dosiahnut' vySSia ucinnost
extrakcie. V zavislosti od cielovych zlifenin moéZze v pritomnosti vodnej vzorky
extrakcie aj tc¢innost’ neovplyvnit’ ¢i dokonca zhorsit'. Roztoky s i6novou silou dokazu
prispiet’ k extrahovatel'nosti analytov okrem vysolovacieho efektu tym, Ze dochadza
k zmenam fyzikalnych vlastnosti na rozhrani organickej a vodnej fazy, a to spdsobuje
zmenu rychlosti diftizie analytov do rozpustadla [58]. Pristup vyuzit i6novu silu
pre zmeny v rozpustnostiach vo vodnej a organickej faze, teda znizit' rozpustnost
za pouzitia niekol’kych sol'nych roztokov, ktoré sme experimentalne overovali. Vyuzitie
soI'ného roztoku so zloZenim MgSO4 a NaCl aj v spojeni s GC sme zvySenie ucinnosti
extrakcie nepotvrdili, a preto aj napriek prvotnému zameru sol'ny roztok vyuzit, jeho
aspirovanie v konecnej verzii metody extrakéného postupu v systéme LIS nebolo
zahrnuté nakol’ko bolo vhodnejSie pouzit’ vacsi objem vzorky ako nahradit’ ¢ast’ vzorky

za sol'ny roztok.

Efekt ¢asu extrakcie je vyznamnym faktorom najmaé pri vyuziti, pretoze prave ten

zavisi skor od rovnovahy nez od tiplnej extrakcie, teda mnozstvo analytu extrahovaného
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do kvapky v Case zavisi od prenosu hmoty analytu z vodnej fazy do fazy organického
rozpustadla. Za normalnych okolnosti vSak nie je praktické vyuzivat' Casy, ktoré su
dostatoc¢ne dlhé na to, aby sa vytvorila rovnovaha [58, 59]. Pre odhad kinetiky reakcie bol
vytvoreny model a maximalne experimentalne overovany ¢as bol 14 minut, aby sme cela

analyzu nepredlzovali a mohla prebiehat’ paralelne analyza a extrakcia.

Jednym z pozorovanych bola strata kvapky ¢i uz pri aspirovana roztoku s vysSim
obsahom metanolu, kde dochadzalo k reaspirovaniu do zésobnika s dichlormetanom
alebo jej prenos do nadoby s odpadom. Dévodom bolo vytvorenie pretlaku v systéme.
Moznost’ pouzitia extrakéného rozpustadla s relativne vysokym bodom varu a vysokym
povrchovym napdtim zniZuje moznost strat odparovanim a zaroven zniZuje
pravdepodobnost’ tvorby bublin vo vnutri kvapky [62], avSak je potrebné zohladnit
naslednu separaciu v plynovom chromatografe, ateda vlastnosti analytov, pretoze sa
uvadza, ze bod varu rozpustadla by sa mal lisit’ s bodom varu najprchavejSieho analytu
asi 025 °C. Pri spojeni s plynovou chromatografiou je dolezité zohl'adnit’ aj spravne
umiestnenie kvapky vo vialke a tym zabezpecit', aby sa do chromatografu nedostala voda,

pripadne iné neprchavé zlozky, ktoré by mohla viest’ k jeho poSkodeniu.

V systéme je priestor pre pridanie d’alSie prvku ako automatické pridavanie d’alSieho
reagentu, pripadne automatizované pridavanie vnatorného Standardu. Vnutorny Standard
je mozné vyuzit pre eliminiciu interferencii a kompenzéaciu niektorych chyb.
Chlorbenzén ako vnutorny Standard bol GspeSne vyuzivany aj v praci Horstkotte et. al.
[18]. Dokézali sme, Ze chlorbenzén poskytuje selektivne pozorovatelny signal a pocas
separacie sa sprava podobne ako analyty, teda je mozné vyuZit ho k tomuto ucelu

v pripade analyzy redlnych vzoriek.
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7 Zaver

Cielom diplomovej prace bolo S$tadium uskutocnitelnosti automatizovaného
stanovenia prchavych monoaromatickych uhlovodikov BTEX pomocou DI-SDME
v systéme Lab-in-syringe v spojeni s GC-FID.

V prvej Casti prace boli popisané vlastnosti analytov, ktoré boli predmetom zdujmu
v experimentalnej Casti prace. Zaroven bol vytvoreny prehl'ad pouzivanych technik spolu
s extrakénym postupom za poslednych 10 rokov, z ktorej je mozné vytvorit zaver, ze
v najviacsej miere je prikvantifikdcii BTEX v environmentdlnych vzorkach vody
vyuzivand plynova chromatografia ¢o je dané fyzikalno-chemickymi vlastnostami tychto
analytov. Zmena pristupu je viditelna vSak v pouzivanych extrakénych technikéch,
pri ktorych je mozné pozorovat’ smerovanie k miniaturizovanym verziam extrakénych
postupov. Dalej boli popisané prietokové techniky od star§ich k nov§im a popisana
zakladna charakteristika prave syst¢ému LIS a SDME, atiez zékladnd charakteristika

plynovej chromatografie.

Experimentdlna  Cast  pozostivala z optimalizdcie podmienok plynove;j
chromatografie a SDME v prevedeni Lab-in-syringe. Pre analyzu pomocou plynove;j
chromatografie bolo pouzité hélium ako nosny plyn a stacionarnu fazu tvorila kolona
so staciondrnou fazou zloZenou z kyanopropylfenylu a metylpolysiloxdnu. Detekcia
stanovovanych analytov prebiehala plamenovo-ionizatnym detektorom za teploty
300 °C. Na chromatograme nie st viditeI'né piky o-xylénu, m-xylénu a p-xylénu, pretoZe
eluovali spolo¢ne. Pre SDME v systéme LIS boli optimalizovany objem extrakéného
rozpustadla na 180 pl. Vplyv sol'ného roztoku na ucinnost’ extrakcie nebol potvrdeny,

resp. bolo vyhodnejSie pouzit’ va¢si objem vzorky.

Plynova chromatografia v kombinacii s prekoncentraénymi technikami je vhodnou
metodou pre analyzu zmesi prchavych latok vzh'adom na moznosti dosiahnutia vysoke;j
ucinnosti separacie a citlivosti detekcie. SDME je technikou, ktorej vyhody st malé
spotreby organickych rozpustadiel, c¢inidiel a vzorky a zniZenie aj ekonomickych
nakladov. Pozitivum, ktoré¢ poskytuje zavedenie vzorky on-line cestou je znizené riziko
kontamindcie vzorky alebo strat analytov a manudlna ndroc¢nost zjednoduSena
automatizaciou. Vzhl'adom k tomu, Ze rozpustnost’ analytov bola vysSia vo vode ako
v dichlérmetane a predovsetkym dévodov, ktoré boli zmienené v ¢asti Diskusia nebola

vykonand validacia metddy.
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Pre buducnost’ v ramci zlepSenia efektivity extrakcie je mozné pouzit' striekacku
v ,upsideright™ pozicii a pouzit’, tak iné extrakéné rozpustadlo, ktoré sa typicky pouziva
v SDME, napr. hexan. Zaroven sa pokusit’ tymito zmenami vyuzit menSi objem
extrakéného rozpustadla a dosiahnut vyssi prekoncentracny faktor. Nasledne aj
zrealizovat’ meranie redlnych environmentalnych vzoriek vod a zistit mozné
interferencie, ktoré by mohli spdsobit’ latky, ktoré sa bezne v tychto vzorkach nachadzaja

a mohli by mat’ néasledne vplyv na cistlivost’ analyzy.
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Priloha A

Syringe pump head valve; port IN: Selection valve, OUT: Waste and Air, UP: GC
Selection valve; Port 1: Air, 2: Water, 3: Cleaning solvent, 4: Buffer, 5: Internal
standard, 6: Sample, 7: Extraction solvent, 8: Closed

Syringe pump.relay(1,0)
Syringe pump.relay(3,0)

OptionEmptyInterface = 0
OptionCleanOneTube = 0
OptionCleanAllTubes = 0
OptionCleanSyringe = 0
OptionCleanInterface = 0
OptionExtraction = 1

# Empty syringe pump to waste

Syringe pump.valve out()

Syringe pump.set_speed ul. min(30000)
Syringe pump.dispense ul.()

Wait(1)

If(OptionEmptyInterface == 1)
Routine call("Empty GC vial")
If end()

# Clean tubes
If(OptionCleanAllTubes == 1)
CleanVol =400

CleanTimes =1

PosClean =4
Routine_call("Clean_Channel")
PosClean =5
Routine_call("Clean_Channel")
PosClean = 6
Routine_call("Clean_Channel")
PosClean =7

# Routine_call("Clean_Channel")
PosValve =3

CleanVol = 500

CleanTimes =1

Routine call("Clean_Syringe")
PosValve =2

CleanVol = 800

CleanTimes =2

Routine call("Clean_Syringe")
If end()
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# CleanChannel
If(OptionCleanOneTube == 1)
CleanVol = 600

PosClean = Wait("Which position?")
Routine call("Clean Channel")

If end()

# Cleaning of Interface
If(OptionCleanInterface == 1)

# Clean syringe with MeOH
Routine call("Empty GC vial")
Loop(2)

PosValve =3

CleanVol = 500

CleanTimes = 1

Routine call("Clean Syringe")
Routine call("Fill GC vial")
Routine call("Empty GC vial")
Routine call("Clean Syringe")
Loop_end()

If end()

# Cleaning of Syringe
If(OptionCleanSyringe == 1)

# Clean syringe with MeOH
PosValve = Wait("Which position?")
CleanVol = Wait("Which volume?")
CleanTimes = Wait("How often?")
Routine call("Clean Syringe")

If end()

# METHOD FOR SDME
If(OptionExtraction == 1)
tExtract = 840

tWait =

VolSalt=0

VolSample = 3400
Loop(3)

# Initial cleaning of syringe
PosValve =3

CleanVol = 500

CleanTimes = 1

Routine call("Clean_Syringe")
PosValve =2

CleanVol = 800

CleanTimes =2

Routine call("Clean_ Syringe")
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# Aspiration of salt solution

# Syringe pump.set_speed uL._min(10000)
# Selection_valve.position(4)

# Syringe pump.aspirate_ul(VolSalt)

# Wait(2)

# Aspiration of IS

# Selection_valve.position(5)

# Syringe pump.set_speed uL_min(10000)
# Syringe pump.aspirate ul.(100)

# Wait(2)

# Syringe pump.relay(1,1)

# Aspiration of Sample

Syringe pump.set_speed ul._min(25000)
Selection_valve.position(6)

Syringe pump.aspirate ul(VolSample)
Beep()

Wait(5)

# Deactivation of stirring before aspiration of extraction solvent
Syringe pump.relay(1,0)

Syringe pump.valve out()

Wait(1)

# Aspiration of Extraction Solvent
Syringe pump.valve in()

Syringe pump.set_speed uL._min(6000)
Selection_valve.position(7)

Wait(0.5)

Syringe pump.aspirate ul.(180)

Wait(1)

# Aspiration of Water
Selection_valve.position(2)
Wait(0.5)

Syringe pump.aspirate_ulL(100)
Wait(1)

# Changing valve to closed position
Selection_valve.position(8)
Wait(1)

# Activation of stirring and extraction

Syringe pump.relay(1,1)

Wait(tExtract)

Syringe pump.relay(1,0)

Wait(5)

Syringe pump.aspirate ul.(180)

Wait(1)

Syringe pump.valve up() # Let the drop escape
Wait(2)
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# Discharge remains of solution

Syringe pump.valve out()

Syringe pump.set speed ul. min(30000)
Syringe pump.dispense ul.()

Wait(1)

PosValve =2

CleanVol = 1500

CleanTimes = 1

Routine call("Clean Syringe")

Wait(0.5)

# Re-Aspiration of drop

Syringe pump.valve up()

Syringe pump.aspirate_ul(tExtract)
Wait(5)

# Push drop into GC vial

Syringe pump.dispense uL(260)
Wait(2)

Syringe pump.relay(3,1)
Wait(.3)

Syringe pump.relay(3,0)
Wait(60)

# Cleaning of GC vial

Routine call("Empty GC_vial")
# Clean syringe with MeOH
PosValve =3

CleanVol = 500

CleanTimes = 1

Routine call("Clean Syringe")
Routine call("Fill GC_vial")
Routine_call("Empty GC_vial")
Routine call("Clean_Syringe")

# Wait for GC to be so much advanced that we can restart method
Wait(tWait)

Loop_end()

If end()

# ROUTINES
Routine_define(''Clean_Syringe'")
Syringe pump.set_speed ul._min(30000)
Loop(CleanTimes)

# Aspiration of cleaning solution
Selection_valve.position(PosValve)
Syringe pump.valve in()

Syringe pump.aspirate ul.(CleanVol)
Syringe pump.relay(1,1)

Wait(1)

# Aspiration of air
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Selection valve.position(1)

Syringe pump.aspirate ul(500)
Wait(0.5)

# Discharge to cleaning solution to waste
Syringe pump.relay(1,0)

Wait(1)

Syringe pump.valve out()

Syringe pump.dispense ul.()

Loop end()

Routine _end()

Routine define("Empty GC vial")

# Empty GC vial

Syringe pump.set_speed ul. min(30000)
Syringe pump.valve up()

Syringe pump.aspirate_ ul(2000)
Wait(1)

# Discharge remains of solution

Syringe pump.valve out()

Syringe pump.dispense ul.()

Routine end()

Routine_define("Fill_GC_vial")

# Aspiration of solution

Syringe pump.set_speed ul._ min(30000)
Selection_valve.position(3)

Syringe pump.valve in()

Syringe pump.aspirate_ul(250)
Wait(1)

# Aspiration of air to empty holding coil
Selection_valve.position(1)

Syringe pump.aspirate_ul(125)
Wait(0.5)

# Dispense of solution into GC line
Syringe pump.valve up()

Syringe pump.dispense uL(375)
Wait(3)

Routine_end()

Routine_define(" Clean_Channel")

# Aspiration of water

Syringe pump.relay(1,1)

Syringe pump.set speed ul._min(20000)
Selection_valve.position(PosClean)
Syringe pump.valve in()

Syringe pump.aspirate_ulL(CleanVol)
Wait(1)

# Aspiration of air to empty holding coil
Selection_valve.position(1)

Syringe pump.aspirate ulL(100)
Wait(1)
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# Empty syringe to waste
Syringe pump.relay(1,0)
Wait(1)

Syringe pump.valve out()
Syringe pump.dispense ul()
Routine _end()
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