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1 Uvod

Tato préce se zabyva stanovenim kontaminaci halofuginonu, lasalocidu, maduramycinu,

monensinu, narasinu, robenidinu, salinomycinu a semduramycinu v kmivech a premixech.

Halofuginon je vysoce U¢inné kokcidiostatikum, které se pouziva v chovech brojlert, kuiic
a krat. Uginna latka halofuginon je dodavana firmou Hoechst-Roussel Vet pod komergnim
nézvem Stenorol, ktery obsahuje 0,6 % halofuginonu. Doporucena davka je 3 mg G¢inné latky

halofuginonu na kilogram krmné smési.

Lasalocid je ionophorni antibiotikum (antikokcidikum) produkované Streptomyces lasaliensis

apouziva se jako chemoterapeutikum ve vykrmu kurat, kuiic a krit.

Semduramycin a maduramycin se tadi mezi ionophorni polyetherické monokarboxylové
kyseliny. PouZivaji se jako doplikové latky k prevenci kokcididzy drubeZze a do krmnych
smési jsou pridavany ve formé svych sodnych soli v mnoZstvi (5 — 25) mg.kg™.

Monensin, salinomycin a narasin patii do skupiny polyetherickych antibiotik produkovanych
rodem Streptomyces. Aplikuji se ve vétding pripada jako prevence ve formé krmiva

Do krmnych smési a premixt jsou pridavany ve formé sodnych soli v obsazich
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(15 — 100) mg.kg™. Urcitym omezenim jejich klinického pouZivani jsou jejich toxické
vlastnosti a dale vznik bakteridlné rezistentnich kmenu, ale i environmentalni znecigténi
v podob¢ jejich rezidui v ZivociSnych produktech pii jejich nespravném pouzivani. VSechny
tii se pouzivaji jako dopliikové latky k prevenci kokcidiézy u dribeze. Salinomycin
amonensin jsou zaroven rastovymi stimulétory prasat.

Robenidin se pouziva jako u¢inné kokcidiostatikum pro prevenci u kuiat a brojleru.
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2 Princip

Vzorky krmnych smési jsou extrahovany smésnym rozpoustédlem hexan-octan ethylnaty
aextrakt je precidteén napevné fazi Silica. Vzorky premixua a kontaminaci krmnych smési jsou
extrahovany vodnym roztokem methanolu. Po naredéni jsou vzorky analyzovany metodou
vysokouUgcinné kapalinové chromatografie na reverzni fazi Cig s hmotnostni detekci.



3 Chemikalie

3.1 Methanol, CH3;0OH, HPLC grade;

3.2 Dichlormethan, CH.Cl, , Mr = 84,93 g.mol™;

3.3 Redestilovana voda (18,2 MWcm'™);

3.4 Octan ethylnaty, gistota> 99,5 %, C4HgO,, Mr = 83,11 g.mol™;
3.5 Hexan, Gistota> 90 %, CsH1s, Mr = 86,18 g.mol™;

3.6 Aceton, gistota> 99,5 %, CH3COCHs3, Mr =58,1 g.mol™;

3.7 Monensin, monohydrét, standardni substance, CssHs101:Na.H,0, Mr = 710,88 g.mol™;
3.8 Salinomycin, bezvoda forma, CsHgsO1:Na, Mr = 772,99 g.mol™;
3.9 Narasin, C4H72011, Mr = 765,05 g.mol™;

3.10 Lasalocid A, sodnd sil, CasHs30sNa, Mr = 612,78 g.mol™;

3.11 Maduramycin, C47HgsO17, Mr = 934.16 g.mol ™

3.12 Robenidin, C1sH13CloNs, Mr = 334,21 g.mol ™

3.13 Halofuginon, Cy H17 BrClOs, Mr = 414,7 g.mol ™:;

3.14 Semduramycin, CssH7zs016Na, Mr = 895 g.mol™;

3.15 Standardni roztok Monensinu (500 ng.ml™)

Navazi se piesné mezi 10 mg az 50 mg Monensinu (3.7) a prevede do tmavé odmérné banky
a doplni vypo¢itanym mnoZzstvim methanolu (3.1) tak, aby vysledna koncentrace ziskaného
roztoku byla presné 500 mg.ml™. Tento roztok se uchovava ve tmé pii teploté (4 — 8) °C

a zatéchto podminek je neiméne mesic stabilni.

3.16 Standardni roztok Salinomycinu (500 ng.mi™)

Navazi se piresné mezi 10 mg aZz 50 mg Salinomycinu (3.8), prevede do tmavé odmerné banky
a doplni vypo¢itanym mnoZzstvim methanolu (3.1) tak, aby vysledna koncentrace ziskaného
roztoku byla presné 500 mg.ml™. Tento roztok se uchovava ve tmé pii teploté (4 — 8) °C

a zatéchto podminek je neiméne mesic stabilni.



3.17 Standardni roztok Narasinu (500 rrg.mi™)

Navazi se piesné mezi 10 mg az 50 mg Narasinu (3.9), prevede do tmavé odmérné banky
a doplni vypo¢itanym mnoZzstvim methanolu (3.1) tak, aby vysledna koncentrace ziskaného
roztoku byla 500 ng.ml™. Tento roztok se uchovéva ve tmé pii teploté (4 — 8) °C a za tchto

podminek je nejméne mesic stabilni.

3.18 Standardni roztok Lasalocidu (500 ng.mi™)

Navazi se piesné mezi 10 mg az 50 mg Lasalocidu (3.10), prevede do tmavé odmeérné banky
a doplni vypo¢itanym mnoZzstvim methanolu (3.1) tak, aby vysledna koncentrace ziskaného
roztoku byla presné 500 mg.ml™. Tento roztok se uchovava ve tmé pii teploté (4 — 8) °C

a zatéchto podminek je neiméné mesic stabilni.

3.19 Standardni roztok Maduramycinu (500 ng.mi™)

Navazi se piesné mezi 10 mg az 50 mg Maduramycinu (3.11), prevede do tmavé odmerné
baiky a doplni vypoc¢itanym mnoZstvim methanolu (3.1) tak, aby vysledna koncentrace
ziskaného roztoku byla piesné 500 mg.ml™. Tento roztok se uchovava ve tmé pii teplote

(4 —8) °C azatéchto podminek je nejméné mésic stabilni.

3.20 Standardni roztok Robenidinu (500 ng.ml™)

Navazi se piesné mezi 10 mg az 50 mg Robenidinu (3.12), pievede do tmavé odmeérné banky
a doplni vypo¢itanym mnoZzstvim methanolu (3.1) tak, aby vysledna koncentrace ziskaného
roztoku byla presné 500 mg.ml™. Tento roztok se uchovava ve tmé pii teploté (4 — 8) °C

a zatéchto podminek je neméné mesic stabilni.

3.21 Standardni roztok Halofuginonu (500 mg.mi™)

Navazi se presné mezi 10 mg az 50 mg Halofuginonu (3.13), prevede do tmavé odmerné
banky a doplni vypoc¢itanym mnoZstvim methanolu (3.1) tak, aby vysledna koncentrace
ziskaného roztoku byla piesnd 500 mg.ml™. Tento roztok se uchovava ve tmé pii teplote

(4 —8) °C azatéchto podminek je nejméné mésic stabilni.

3.22 Standardni roztok Semduramycinu (500 ng.ml™)

Navazi se piesné mezi 10 mg az 50 mg Semduramycinu (3.14), prevede do tmavé odmerné
banky a doplni vypoc¢itanym mnoZstvim methanolu (3.1) tak, aby vysledna koncentrace
ziskaného roztoku byla piesnd 500 mg.ml™. Tento roztok se uchovava ve tmg pii teplote

(4 —8) °C azatéchto podminek je nejméné mésic stabilni.



3.23 Roztok smésného standardu (50 mg.mi™)

Do 50 ml odmérné baiky se odmeéii 5 ml od kazdého jednotlivého standardniho roztoku,
Monensinu (3.15), Salinomycinu (3.16), Narasinu (3.17), Lasalocidu (3.18), Maduramycinu
(3.19), Robenidinu (3.20), Halofuginonu (3.21) a Semduramycinu (3.22) a doplni po rysku
methanolem (3.1). Tento roztok se uchovava ve tm¢ pri (4 — 8) °C a za téchto podminek

je stabilni nejméné tyden.

3.24 Pracovni roztok smésného standardu (500 ng.mi™)
Pripravi se stonasobnym naredénim roztoku pracovniho standardu (3.23). Do odmérné baiky
(25 ml) se odmeti 0,25 ml roztoku pracovniho standardu (3.23) a doplni po rysku methanolem

(3.1). Tento roztok je pripravovan ¢erstvy kazdy den.

3.25 Extrakéni roztok 20% octanu ethylnatého v hexanu
Do odmeérné bainky na 1000 ml se odméii 200 ml octanu ethylnatého (Cistoty > 99,5 %,
C4HgO2, Mr = 88,11 g.mol™), doplni n-hexanem (&istoty > 90 %, CgH14, Mr = 86,18 g.mol™)

po znatku a promicha

3.26 Promyvaci roztok pro SPE (5% aceton v dichlormethanu)
Do odmerneé banky na 250 ml se odmeii 12,5 ml acetonu (3.6), doplni dichlormethanem (3.2)

po znatku a promicha

3.27 Elu¢ni roztok pro SPE (8,0% roztok methanolu v dichlormethanu)
Do odmérné banky na 500 ml se odmeii 40,0 ml methanolu (3.1), doplni dichlormethanem

(3.2) po znacku a promicha.

3.28 Methanol (90% roztok)

Pripravi se smichanim 900 ml methanolu (3.1) a 100 ml redestilované vody (3.3). Vznikly
roztok se promicha, odvzdusni v ultrazvukové lazni (4.3) a vytemperuje na laboratorni
teplotu.

3.29 Methanol (50% roztok)



Pripravi se smichanim 500 ml methanolu (3.1) a 500 ml redestilované vody (3.3). Vznikly
roztok se promicha, odvzdusni v ultrazvukové lazni (4.3) a vytemperuje na laboratorni

teplotu.

3.30 Mobilni faze A: methanol /voda (25 : 75 v/v) + 0,1% kyselina mravenci (3.32)
Pripravi se smichanim 250 ml methanolu (3.1), 750 ml redestilované vody (3.3) a 1 ml
kyseliny mravenci (3.32). Vznikly roztok se promichd, odvzdudni v ultrazvukové 1azni (4.3)

avytemperuje na laboratorni teplotu.

3.31 Mobilni faze B: methanol (3.1) + 0,1% kyselina mravenci (3.32)

Pripravi se smichanim 1000 ml methanolu (3.1) a 1 ml kyseliny mravenci (3.32). Vznikly
roztok se promicha, odvzdusni v ultrazvukoveé lazni (4.3) a vytemperuje na laboratorni
teplotu.

3.32 Kyselina mravendi p.a. for mass spectrometry, 98%, Mr = 46,03 g.mol™ (94318, Fluca)

4 Pracovni pomicky

4.1 Vysokoucinny kapalinovy chromatograf s MS detekci;

4.2 Laboratorni tiepacka;

4.3 Ultrazvukova lazen;

4.4 Laboratorni odstiedivka;

4.5 Kolonky pro SPE Silica (napt. Sep-Pak Plus-Waters, WAT020520);

4.6 Koncentrétor vzorkad.

5 Pracovni postup

5.1 Priprava vzorku

Vzorek se upravuje homogenizaci a mletim na ¢astice o velikosti (1,0 — 0,5) mm tak, aby se
zabranilo prehiéti vzorku béhem homomogenizace. Srotovani a Uprava vzorku se provadi
tésné pired jeho extrakci a dalSim zpracovanim, aby se zabranilo ztratdm analytu.



5.2 Extrakce a pirecisténi na pevné fazi

Do konické zdbrusové barky (250 ml) se navéZi s piesnosti na 0,001g
5 g pro premixy dopliikovych |atek;

20 g pro krmné smési.

Krmné smés

ZkuSebni vzorek krmné smési se prelije 100 ml extrakéniho roztoku (3.10), baika se uzavie
zétkou a tiepe na laboratorni tiepacce 30 minut pri cca (150 —180) kmitech za sekundu. Poté
se filtruje suchym skladanym filtrem do suché podloZené nadoby. Na extrakeni jednotu
se nasadi kolonka Silica (4.5), kondicionuje se 4 ml extrakéniho roztoku 20% octanu
ethylnatého (3.10), poté se na kolonku nanese 2 ml extraktu. Extrakt se neché vsaknout tak,
aby nedodlo k vyschnuti kolonky, promyje se 3 krét 2,5 ml dichlormethanu (3.2). lonophory
se poté eluuji 3 krat 2 ml elu¢niho roztoku (3.27). Eluat se odpati na koncentrétoru vzorki
pod proudem dusiku pii 45 °C. K odparku se prida (2—10) ml 50% methanolu (3.29)
a rozpusti v ultrazvuku. Po vytemperovani na laboratorni teplotu se naredi dle tabulky 1
aprevede do vialky.

Premixy dopliikovych latek

ZkuSebni vzorek premixu se prelije 100 ml 90% methanolu (3.28). Baika se uzavie zatkou
a tiepe na laboratorni tiepa¢ce 30 minut pii cca (150 —180) kmitech za sekundu. Ziskany
extrakt se poté odstiedi 10 min pii 1500 g, vytemperuje na laboratorni teplotu, naredi dle
tabulky 1 roztokem 50% methanolu (3.29) a prevede do vialky.

Krmné smés — kontaminace

ZkuSebni vzorek krmné smési se prelije 100 ml 90% methanolu (3.28). Barka se uzavie
zétkou a tiepe na laboratorni tiepacce 30 minut pri cca (150 —180) kmitech za sekundu.
Ziskany extrakt se poté odstiedi 10 min pri 1500 g, vytemperuje na laboratorni teplotu, naredi
dle tabulky 1 roztokem 50% methanolu (3.29) a pievede do vialky.



Tabulka 1. Redéni extrakti krmnych smési a premixi

Deklarace (mg.kg™) [Redéni
Krmnasmés |< 10 100

10-100 1000

> 100 10 000
Premix <5000 50 000

5000 - 20 000 500 000

> 20 000 1 000 000
5.3 Kalibrace

5.3.1 Externi kalibrace

Pouziva se predevSim pri analyzach premixa, protoZe u krmnych smési nemusi dostatecné
postihovat vlivy komplexni matrice krmnych smési na ionizaci ve hmotnostnim detektoru.
Do odmérnych banék (25 ml) se odm¢ti (0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0) ml pracovniho roztoku
smésného standardu (3.24) a doplni se po promichani a vytemperovani roztokem 50%
methanolu (3.29) a prevede do vialek. Takto naredéné kalibracni roztoky odpovidaji
koncentraci (4,0; 8,0; 12,0; 16,0; 20,0) ng.ml™. Na chromatografickou kolonu se davkuje
50 m kalibratnich roztokt. Z pramérnych ploch pika pro kazdou koncentraci se sestroji

kalibrag¢ni ktivka.

5.3.2 Interni kalibrace

Pouziva se predevSim pii analyzach krmnych smési, protoZze na rozdil od externi kalibrace
Iépe postihuje vlivy matrice vzorku na ionizaci a tim i na celkovou odezvu signalu. Pxi
poslednim fedéni se odpipetuje odpovidajici mnozstvi extraktu krmnych smési (0,25 ml)
do 4 odmeérnych bangk (25 ml). Prvni (PO) se ponecha bez pridavku standardt, do zbyvajicich
(P1; P2; P3) se ptidd odpovidajici mnoZstvi pracovniho roztoku smésného standardu
(P1-0,1 ml; P2—-0,2 ml; P3—0,3 ml) adoplni se po rysku.

Sestroji se zavislost plochy piku na mnozstvi piidavku (ng.kg™) a zjisti parametry a, b rovnice



y = ax + b popisujici primku pomoci linearni regrese.
Vysledna koncentrace x (mg.kg™) = (b/a) - zted'ovaci faktor

5.4 Chromatografické podminky

Vlastni meteni se provédi za nasledujicich podminek chromatografického systému:
Kolona: RP C-18 Symmetry Shield C18, 5 nm, 50 mm x 2,1 mm (Waters);
Teplota kolony: 30 °C;

Teplota autosampleru: 20 °C;

Mobilni faze: gradient mobilni faze A (3.30), mobilni faze B (3.31) dle tabulky 2;
Celkova doba analyzy: 16,5 min;

Pratok mobilni faze: 0,3 ml.min™;

Objem nastiiku: 50 m.

Retencéni ¢asy jednotlivych analyta za uvedenych podminek jsou v tabulce 3, ukazka separace
je naobrazku 1.

Tabulka 2. Gradientovy program pro analyzu stanoveni halofuginonu, lasalocidu,
maduramycinu, monensinu, narasinu, robenidinu, salinomycinu a ssmduramycinu

v krmivech a premixech.

Cag Mobilni faze A | Mobilni faze B
(min) (%) (%)
0 100 0
2 75 25
10 0 100
12 0 100
12,5 100 0
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Tabulka 3. Retenéni ¢as halofuginonu, lasalocidu, maduramycinu, monensinu,

narasinu, robenidinu, salinomycinu a semduramycinu za uvedenych podminek.

Retenéni ¢as

(min)
Halofuginon 3,05
Robenidin 6,68
Semduramycin 11,71
Monensin 12,10
Lasalocid 12,37
Maduramycin 12,40
Salinomycin 12,46
Narasin 12,73

5.5 M S podminky

Pro identifikaci jednotlivych analyta byl pouzit MRM (multiple reaction monitoring) mod,
sledovanim dvou produktovych iontt pochézejicich z jednoho prekurzorového iontu,
(European Union Commission Decision 2002/657/EC). Nalezené optimalni parametry MS
detektoru, pri kterych je intenzita daného dcefiného iontu maximalni, jsou uvedeny v tabulce
¢. 4. Nastaveni MRM parametra jednotlivych piechodu je uvedeno v tabulce ¢. 5, ukdzka
hmotnostnich spekter pro jednotlivé analyty je uvedena na obrazku 2.

Tabulka 4. Parametry M S detektoru
lonizaéni mod ESI+

Capilary voltage 3,15 kV
Conevoltage 3BV

Source temperature 120 °C

Desolvation temperature |400 °C

Desolvation gas flow 600 I/h
Conegasflow 100 I/h
CID gas argon, p = 2,4 mbar

11



Tabulka 5. MRM  parametry pro analyzu halofuginonu, lasalocidu,
maduramycinu, monensinu, narasinu, robenidinu, salinomycinu a semduramycinu

v krmivech a premixech.

Prekurzorovy iont | Produktovy iont |Kolizni energie (eV)
(m/z) (m/z)

Halofuginon 416 100,3 35
120 35

Lasalocid 613,3 377,3 37
577,3 33

Maduramycin 939,8 877,5 50
719,5 70

Monensin 693,4 461,2 60
479,2 65

Narasin 787,5 431,2 60
531,2 65

Salinomycin 7735 431,2 60
265,2 65

Semduramycin 895,4 833,4 40
705,5 65

Robenidin 334,1 138,1 18
154,8 24

6.1 Interpretace validaénich parametri

6.1.1 Opakovatelnost

M¢éteni opakovatelnosti bylo provedeno na nasledujicich krmivech:
N1T — krmna smés pro nosnice;

KLK — kompletni krmna smés pro vykrm krélika bez antikokcidika;
BR3 — kompletni krmné smés pro vykrm kuiat;

MKP — Minerdlni dopliikové krmivo pro skot.

Opakovatelnost charakterizuje rozptyleni validované vlastnosti kolem stiedni hodnoty, které
zpasobuji nahodné chyby. Stanoveni opakovatelnosti bylo provedeno ze tii navézek ¢ty

12



riiznych druhi krmiva spikovanych na koncentraci odpovidajici 1 mg.kg™ pro kazdou l&tku.
Hodnoty opakovatelnosti jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6. Opakovatelnost metody
Relativni opakovatelnost
(%)
Halofuginon 7,39
Lasalocid 3,22
Maduramycin 12,61
Monensin 12,51
Narasin 17,33
Robenidin 24,67
Salinomycin 10,38
Semduramycin 5,05

6.1.2 Spravnost

Sprévnost charakterizuje shodnost vysledka méteni validované vlastnosti s deklarovanou
referencni hodnotou. Spravnost byla zjistovana testem vytéZznosti, kdy k presné znamé
navazce vzorku, ktery neobsahuje stanovovanou latku byl pridan roztok ¢istého standardu
v mnozstvi odpovidajicim (0,2; 0,5; 1,0) mg.kg™ obsahu analytu v paivodnim vzorku krmiva
Méfeni sprévnosti bylo provedeno na vzorku krmiva N1T — krmn& smés pro nosnice.
Z nameienych dat byla zpétné vypoctena vytéZznost celé metody. T — test prokédzal normani
rozdéleni dat a ddle nebyla prokazéna pri pouziti Cochranova, Dixonova a Grubsova testu
piitomnost odlehlych bodut. Zjisténé statistické parametry jsou uvedeny pro jednotlivé latky
v tabulkéch 7 — 14.

Tabulka 7. Spravnost: Halofuginon

Uroveii [PredloZzeno | Naméreno | Vytéznost |Presnost| n t t-krit | Hypotéza
1 0,17 0,218 126,86 | 0,166 | 3 | 0,393 | 4,303 | Frijata
2 0,43 0,614 142,95 | 0,086 | 3 | 3,700 | 4,303 | PFrijata
3 0,86 0,894 103,90 | 0,029 | 3 | 1,993 | 4,303 | Frijata
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Tabulka 8. Spréavnost: Lasalocid

Uroveii | Predlozeno| Naméieno | Vytéznost | Presnost| n t t-krit | Hypotéza
1 0,20 0,261 130,48 | 0,072 | 3 | 1,467 | 4303 | PFrijata
2 0,50 0,504 100,88 | 0,031 | 3 | 0,244 | 4303 | Frijata
3 1,00 1,050 105,03 | 0,078 | 3 | 1,295 | 4,303 | Frijata

Tabulka 9. Spravnost: Maduramycin

Uroveii | Predlozeno| Naméieno | Vytéznost |Piesnost| n t t-krit | Hypotéza
1 0,15 0,168 112,11 | 0,025 | 3 | 1,265 | 4,303 | Frijata
2 0,38 0,367 97,76 0,050 | 3 | 0,338 | 4,303 | Frijata
3 0,75 0,806 107,70 | 0,085 | 3 | 2,697 | 4,303 | Frijata

Tabulka 10. Spréavnost: Monensin

Uroveii | Predlozeno| Naméieno | Vytéznost |Piesnost| n t t-krit | Hypotéza
1 0,20 0,292 146,03 | 0,073 | 3 | 2,174 | 4,303 | Frijata
2 0,50 0,577 11538 | 0,190 | 3 | 0,810 | 4,303 | Frijata
3 1,00 0,945 94,53 0152 | 3 | 0,720 | 4,303 | Frijata

Tabulka 11. Spravnost: Narasin

Uroveii | Predlozeno| Naméieno | Vytéznost |Piesnost| n t t-krit | Hypotéza
1 0,20 0,212 106,15 | 0,048 | 3 | 0,442 | 4,303 | Frijata
2 0,50 0,544 108,82 | 0,062 | 3 | 1,418 | 4,303 | Frijata
3 1,00 1,017 101,70 | 0,210 | 3 | 0,309 | 4,303 | Frijata

Tabulka 12. Spréavnost: Robenidin

Uroveii | Predlozeno| Naméieno | Vytéznost |Piesnost| n t t-krit | Hypotéza
1 0,20 0,124 61,76 0,032 | 3 | 4129 | 4,303 | Frijata
2 0,50 0,409 81,73 0,038 | 3 | 4,153 | 4,303 | Frijata
3 1,00 0,870 86,99 0,053 | 3 | 4,266 | 4,303 | PFrijata
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Tabulka 13.

Spravnost: Salinomycin

Uroveii | Predlozeno| Naméieno | Vytéznost |Piesnost| n t t-krit | Hypotéza
1 0,20 0,227 113,29 0,022 3 | 2,116 | 4,303 | Prijata
2 0,50 0,518 10364 | 0,203 | 3 | 0,305 | 4,303 | Frijata
3 1,00 1,115 111,55 | 0,058 | 3 | 3,464 | 4,303 | Frijata

Tabulka 14. Spravnost: Semduramycin

Uroveii | Predlozeno| Naméieno | Vytéznost |Piesnost| n t t-krit | Hypotéza
1 0,20 0,231 11529 | 0,032 | 3 | 1,016 | 4,303 | Frijata
2 0,50 0,543 10864 | 0,830 | 3 | 2,174 | 4,303 | Frijata
3 1,00 1,025 102,55 | 0,062 | 3 | 1,265 | 4,303 | Frijata

6.1.3 Mez detekce a stanovitelnosti

Z hodnot vytéznosti uvedenych v tabulkéch 7 az 14 vyplyv4, Ze tuto analytickou metodu

je moZno pouzit k detekci vdech uvedenych latek od 0,2 mg.kg” a od mnoZstvi 1 mg.kg™

je kvantifikovat. Zaroven bylo prokazano, Ze vzorky krmiv bez obsahu jednotlivych analytu

poskytuji minimané 10 x niZ8i intenzitu, neZ nejnizSi spikovand koncentrace, ¢imz

je zaruc¢ena dostatecna selektivita metody.

7 Zavér

Zji&tené validacni parametry prokazaly presnost a spravnost uvedené analytické metody

aprokézaly jeji zpusobilost k pouzivani meéfeni kontaminaci vSech uvedenych analytt

od 0,2 mg.kg™ vramci laboratorniho odboru a jeji zahrnuti do Standartnich operacnich
postupts UKZUZ.
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Zavedeni metody pro analyzu toxafenu pomoci GC-M S

Petra Kosubova

Usttedni kontrolni a zkudebni tstav zemédélsky, NRL- RO Brno, Hroznova 2,
656 06 Brno

petrakosubova@ukzuz.cz

1 Souhrn

Pro Gcely kontroly toxafenu v krmivech a jinych abiotickych materidlech byla zavedena
metoda stanoveni toxafenu s vyuzitim GC-MS. Pro pripravu vzorka krmiv byla testovana
metoda selektivni extrakce s vyuzitim pristroje ASE 100 a byl ovéren klasicky postup cigténi
extrakti krmiv zahrnujici gelovou permeacni chromatografii a kolonovou chromatografii na
florisilu. Pro analyzu toxafenu v padnich vzorcich byl ovéren postup piipravy pouzivany pri
stanoveni PCB a OCP zahrnujici Soxhletovu extrakci a adsorpeni chromatografii na sloupci
silikagelu. Detekce toxafenu byla porovnéna ve dvou MS reZimech. Ovérené metody byly

pouZity pri analyze 20 vzorku rybich mouc¢ek a 8 vzorku lesnich pud.

2 Uvod

Toxafen je komplexni smés polychlorovanych bicyklickych terpeni vykazujici insekticidni
vlastnosti. Poprvé byl uveden na trh vroce 1945 spolecnosti Hercules Co. v USA jako
pesticid proti kadcim na baving (1). V byvalém Ceskoslovensku se toxafen pouzival v 50. a2
70. letech minulého stoleti k oSetieni tepky olejky proti blyskackovi, nosatéikaim a pri
oSetieni vojtésky proti plodomorce. Z celostatnich piehledii prodeje pesticidi v byvalém
Ceskoslovensku bylo zji&eno, Zze se v zemédélstvi aplikovalo asi 10 000 tun vychodo-
némeckého pripravku Melipax (VEB Fahlberg-List, Magdeburg), ktery obsahoval 10 %
technického toxafenu (2).

Toxafen je diky environmentdlnimu chovani, hlavné v3ak persistenci, bioakumulatnimu
potencialu a toxickym vlastnostem, zarazen do skupiny persistentnich organickych polutanti
(POP). Opatieni souvisejici s eliminaci POP z Zivotniho prostiedi vyplyvaji ze Stockholmské
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Umluvy z roku 2001 (3) a z protokolu o POP z roku 1998 (4), rozSitujici UNECE umluvu
o dakovém preshrani¢cnim prenosu polutanti. Toxafen dale patfi mezi nezédouci latky
sledované v potravinach a krmivech. Maximalni residuani limity (MRL) pro toxafen v ovoci
a zelening (0,1 mg technického toxafenu/kg) udava smeérnice Rady 93/58/EEC (5). Smérnice
Evropského parlamentu a Rady 2002/32/ES (6) stanovujici MRL pro toxafen ve vSech
krmivech (0,1 mg technického toxafenu/kg krmiva s 12% obsahem vlhkosti) byla zménéna
smérnici Komise 2005/86/ES (7) pokud jde o toxafen na zakladé aktualizovaného védeckého
posouzeni rizik toxafenu. Jako ukazatele kontaminace toxafenem byly vybrany persistentni
toxafenové kongenery Parlar 26, Parlar 50 a Parlar 62, u kterych dochézi k bioakumulaci
v rdmcei potravinového fetézce. Naopak Parlar 32, ktery predstavuje hlavni slozku technickych
smési a podléha biologické piremené relativné rychle, byl navrzen k monitorovani ke zji&eéni
soucasné kontaminace a odhaleni moZznych podvodnych postupi. Hlavni zdroj toxafenu
v krmivech predstavuji rybi moucky a rybi tuk, které jsou majoritnimi sloZkami krmiv pro
ryby. Smérnice Komise 2005/86/ES stanovuje pro tyto krmné materidly MRL toxafenu
vyjéadiené jako sumu tii persistentnich kongenerti (viz. tab. 1) (7). Koncept MRL zaloZeny na
indikétorovych persistentnich kongenerech toxafenu, byl poprvé zaveden v némecké
legislativé pro MRL toxafenu v rybach a rybich produktech. Vyvojem a validaci tohoto
pristupu se zabyvala skupina profesora Aldera z FRCF, Hamburg (8, 9).

Tabulka 1. Maximalni residualni limity (M RL) toxafenu v krmivech

Toxafen —forma Krmiva MRL (ppm) Legislativa
Technicky V&echna 0,1 2002/32/ES
Suma P26, P50, P62 | Ryby arybi produkty |0,02 2005/86/ES
Suma P26, P50, P62 | Rybi tuk 0,2 2005/86/ES
Suma P26, P50, P62 | Pro ryby 0,05 2005/86/ES

Priprava vzorka k finalni analyze zahrnuje extrakci a c¢isténi extraktu. K intenzivnim
extrakénim technikam krmiv a pad patti tlakova extrakce rozpoudtédlem (PLE) a Soxhletova
extrakce, kterd je ¢asové naro¢na a vyZaduje velkou spotiebu rozpoudtédel. Obé techniky
poskytuji pii extrakci komplexnich matric extrakty s vysokym obsahem interferujicich latek
avyzaduji jejich separaci pomoci napiiklad gelové permeacni chromatografie nebo adsorpeni
chromatografie na sloupci florisilu nebo silikagelu (10). Velice zajimavou alternativou je
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selektivni PLE, pii niZ je sorbent umistén primo v extrakéni cele a dochézi k extrakci
a precigeni v jednom kroku. P¥i pripravé biotickych vzorka je vhodnéjsi pouziti florisilu,
ktery zadrzi vétSi podil tukovych koextraktd v porovnani sjinymi sorbenty, napriklad
silikagelem nebo aluminou. Jednokrokovou piipravu komplexnich matric pomoci zatizeni
ASE 200 popsali ve svych pracich J.L. Gémez-Ariza (11) aJ.H. Kim (12).

Koncové stanoveni toxafenu se provadi pomoci vysoko rozliSovaci plynové chromatografie
s hmotnostn¢ spektrometrickou (MS) detekci. Pro rutinni Géely se toxafen nejcastéji detekuje
pomoci nizko rozliSovaci tandemové MS (MSIMS) s vyuZzitim iontové pasti (IT) nebo MS
snegativni chemickou ionizaci (NCI-MS) svyuzitim kvadrupolovych analyzatora. NCI-MS
umoziuje nizké detekeni limity, avSak vykazuje vysokou variabilitu odezvovych faktori
a nizkou reprodukovatelnost. V rezimu vybranych ionti se sleduji toxafenové fragmenty
odpovidajici [M]™ a [M-CI]" (13). Problematické jsou interference chlordanovych sloucenin
a kyslikovych adukta PCB, které mohou vznikat v MS pii netésnosti systému a jejich
hmotnostni separace je mozna pouze s vyuZzitim vysoko rozliSovacich MS pii minimalnim
rozliSeni 10 000 (14). Vhodnou alternativou pro detekci toxafenovych residui je tandemova
MS, pri které se sleduje ztrata HCI pii disociaci indukované kolizi vybraného prekursoru
sinertnim plynem. Pfti MS/IMS se vyuziva dvou hmotnostné odliSnych pristupt, tj. sledovani
disociace fragmentu o m/z 125 (monochlorotropylia) na m/z 89, nebo disociace nésledujicich
fragmentt [M-2HCI-CI]*, [M-HCI-C,H,Cl>-Cl]*, [M-3HCI-CI]*. Porovnani obou pristupt je
provedeno ve dvou nezavislych studiich (15,16).

Cilem préce bylo optimalizovat metodu pro stanoveni toxafenu v raznych matricich, provést
jgji ovétreni analyzou referen¢niho materialu a obohacenych vzorka, porovnat raizné médy MS
detekce, aaplikovat ovérené metody pri analyze vzorka krmiv a lesnich pad.

3 Material a metody

3.1 Chemikalie

V&chny pouzité chemikalie byly ¢istoty minimalné p.a., nejlépe v3ak kvality pro rezidualni
analyzu. Dostatecna cistota sorbenti a rozpoudtédel byla kontrolovana analyzou slepého
vzorku. Rozpoudédla: hexan, aceton, dichlormetan (DCM), chloroform (CHsCl), isooktan.
Florisil (0,15 mm — 0,25 mm, Merck, Némecko), aktivace 4 h pii 650 °C, reaktivace 16 h pri
150 °C, pripadné¢ deaktivace 3 % vody. Silikagel 100/60 (0,063-0,200/0,200-0,500 mm,
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Merck, Némecko), aktivace 12 h pii 150 °C, deaktivace 3 % vody. Siran sodny NaSO,,
aktivace 6 h pri 550 °C a morsky pisek zihany 4 h pti 650 °C (Lachema, CR). Hydroskopicky
Spe-ed Matrix (Applied Separations, USA) byl pouZit k vysouSeni pavodnich vzorki
aextraktu.

Tabulka 2. Prehled ndzvoslovi toxafenovych kongeneri

Parlarovo |Systematicky Ostatni Pouzita zkratka

¢ido nézev znadeni v textu

Parlar 26 |2-endo,3-exo0,5-endo,6-exo- B8-1413, T2, TOXS8,| P26
8,8,10,10-oktachlorobornan B[12012]-(202)

Parlar 32 |2,2,5-endo,6-ex0,8,9,10- B7-515, Toxicant B,|P32
heptachlorobornan B[30012]-(111)

Parlar 50 |2-endo,3-exo0,5-endo,6-exo- B9-1679, T12, TOX9,| P50
8,8,9,10,10-nonachlorobornan B[12012]-(212)

Parlar 62 |2,25,5,8,9,9,10,10- B9-1025, B[30030]- | P62
nonachlorobornan (122)

Vnitini standard PCB 155 (Absolute Standards, USA), pracovni roztok 100 ng/ml isooktanu
a izotopové znaceny standard **Cy-chlordan (100 pg/ml nonanu, Chemservis, USA). Smésny
analyticky standard DE-USL 421 obsahujici 4 toxafenové kongenery (5 ug/ml isooktanu,
Promochem, Némecko) (viz. tab. 2). Standard technického toxafenu (1000 pug/ml isooktanu,
Supelco, USA). Certifikovany referen¢ni materidl SRM 1588a (rybi tuk, NIST, USA).

3.2 Piistroje a nastaveni

Extraktor Soxtec Avanti (Foss, Dansko) pro Soxhletovu extrakci horkym rozpoudédliem,
smési hexan/aceton. Teplota extrakce byla 135 °C a doba extrakce 2 h. Extraktor ASE 100
(Dionex, USA) pro tlakovou extrakci rozpoudtédiem s prisluSenstvim: 34 ml extrakéni cely
a 250 ml sbérné nédobky a celul6zové filtry. Podminky pro selektivni PLE extrakci byly
nasledujici: navézka vzorku/sorbentu 2 g/10 g; teplota 40 °C/60 °C; ¢as extrakce 10 min; ¢as
profouknuti systému po skonceni extrakce 20 s; objem proplachu 150 %; 2 statické cykly;
extrakeni rozpoudédlo 15 % DCM v hexanu.
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GPC sestavas HP 1050 pumpa; nastiikovy ventil Rheodyne (model 7725i) s prepliovaci
smyckou (1 ml); separacéni kolona (8~ 500) mm; napln Bio-Beads SX3 (200 — 400) mesh,
mobilni faze CHCl3; pratok 0,6 ml/min. Shéra¢ frakci Gilson FC 203B. Toxafenova frakce
byla shirana mezi 20. min. az 40. min. Pired GPC byly z extrakti odstranény mechanické
necistoty pomoci teflonovych filtracnich diskd 30 mm”~ 0,45 pm.

Plynovy chromatograf CP-3800 (Varian, USA), kapilarni kolona DB-XLB (30 m ™ 0,25 mm
© 0,25 um, J&W Scientific). Teplotni program pece: 90 °C (1 min), 200 °C (25 °C/min);
250 °C (4 °C/min); 280 °C (15 °C/min, 15 min). Splitless nastiik (1 pl); teplota injektoru
250 °C. Nosny plyn He 5.0; pritok 1 ml/min.

Hmotnostni  spektrometr Varian 1200 MS strojnasobnym kvadrup6lovym analyzatorem.
Pii MSIMS experimentech byly podminky nasledujici: El ionizace pii 70 eV, teplota
iontového zdroje/vystupu z GC 200 °C/275 °C, tlak kolizniho plynu (Argon 4.6) 2,2 mTorr,
Sitkam/z prekurzoru 0,7 a produktt 1,0. Selektivni prechod monitorovany pii stanoveni
technického toxafenu a jednotlivych toxafenovych kongenera byl nVz 125 —> m/z 89 pii
kolizni energii  -10V az —15 V. Pxi NCI-MS byly toxafenové kongenery detekovany v SIM
reZimu pomoci m/z odpovidajici fragmentam [M-CI]", tj. m/z 343, 373, 413. Negativni
chemicka ionizace probihala pri  150eV, teploté¢ iontového  zdroje/vystupu
z GC 120 °C/275 °C atlaku CH4 v iontovém zdroji 6,5 Torr.

3.3 Pracovni postup
Podrobny popis jednotlivych postupt piipravy vzorka k analyze je uveden ve standardnim
operasnim postupu SOP 30 (17).

Pidni vzorky: Pada (10 g) byla extrahovana v automatickém extraktoru Soxtec, 80 ml smési
hexan/aceton (3 : 1). Extrakt s piidavkem vnittniho standardu se zkoncentroval na rota¢ni
vakuové odparce (RVO) na (1 —2) ml adocistil se na silikagelové kolonce (5 ml kyselého
silikagelu, 2 ml silikagelu 100, 2 ml silikagelu 60 s vétsim zrnénim a 1 ml bezvodého
N&aSO,). Eluce byla provedena 20 ml hexanu a 10 ml 50% DCM v hexanu. Eluét se odpail
na RVO a odparek rekonstituovany do isooktanu se pievedl do vialky pro koncové GC-MS
stanoveni.
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Krmiva klasckym postupem: Vzorky krmiv (10g) se extrahovaly v automatickém
extraktoru Soxtec, 80 ml smési hexan/aceton (3 : 1). Extrakt s piidavkem vnitiniho standardu
se zkoncentroval na RVO téméi k suchu, odparek se rozpustil v chloroformu a prefiltroval
pies teflonovy disk. Z takto pripraveného extraktu se nastiikl 1 ml podil na GPC kolonu
a jimala se toxafenova frakce pii rychlosti pritoku mobilni faze 0,6 ml CHClz/min. Zgmova
frakce se odpatila na RVO témer k suchu, odparek rekonstituovany do 1 ml hexanu se docistil
na SPE kolonce s4 ml florisilem s3 % vody a 1 ml bezvodého NaSO,. Eluce se provedlia
12 ml 50% DCM v hexanu. Eluét se odpatil na RVO a odparek rekonstituovany do isooktanu
se preved! do vialky pro koncové GC-MS stanoveni.

Krmiva pomoci ASE: Do nerezové cely (34 ml) se navéZilo 6 g florisilu aktivovaného pri
150 °C. Florisil se prevrstvil rozetfenou smési 2g vzorku, 20ng vnitfniho standardu
PCB 155, 4 g NaSO, a dalSich 4 g florisilu. Zbyvajici prostor se vyplnil vyZihanym piskem,
cela se uzaviela Sroubovacim vickem a vloZila do pristroje. Nastavil se prisludny extrakeni
program a spustil proces. Ziskany extrakt se prevedl do 100 ml baiky, odpatil pomoci RVO
na objem (1 — 2) ml, prevedl do minivialky, a odpatil se mirnym proudem dusiku na objem
~0,2ml.

4 Vysedky a diskuse

4.1 Limity stanoveni

Dosazené limity stanoveni jsou dostatecné pro zgjisténi kontroly dodrZzovani MRL v krmivech
a krmnych slozkéch stanovenych smérnici Komise 2005/86/ES (viz. tab. 1) (7). Pro krmiva
s 88% obsahem susiny je MRL toxafenu 0,02 ppm, vyjadieny jako suma (P26 + P50 + P62).
Po piepocétu na puvodni vzorek je stanoveny limit 18 ppb. Mez detekce (LOD) pii analyze
GC-MS/MS byla 1,4 ppb, tj. 1/13 stanoveného MRL a mez stanovitelnosti 4,3 ppb
(1/4 MRL).
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Tabulka 3. Prehled detekénich limita (LOD) pi# poméru S/N 3 : 1 pFi riaznych MS

podminkéch a porovnani sliteraturou

Toxafenovy kongener P26 P32 P50 P62
NCI-MS-SIM (Q)® 2 nd 2 10
NCI-MS-SIM (3Q)° 0,4 0,7 0,6 1,6
MS/MS piechod, m/z 125 -> 89 (IT)® 2,8 2,2 1,0 2,3
MS/MS piechod, m/z 125 -> 89 (IT)® 2,2 1,4 7,2 5,2
M S/M S piechod, m/z 125 -> 89 (3Q)° [1,1 1,1 4.8 7,0
MS/MS piechod, m/'z303 -> 267 (IT)? [3,6 nd 1,1 0,9
MS/MS prechod, m/z303-> 267 (IT)* |4 nd 6 4

M S/M S piechod, m/z 303 -> 267 (3Q)° |nd nd nd nd
2Skopp (18),"UKZUZ — Varian 1200M S, °Chan (19), “Skopp (15), nd - nedetekovano

Stanovené instrumentadlni meze detekce pii GC-MS/MS analyze, tj. (1,1; 1,1; 4,8; 7,0) pg
P26; P32; P50 resp. P62 pri nastiiku 1 mi, jsou v dobré shodé sliterarnimi hodnotami.
Vyjimku predstavoval piechod m/z 303 — m/z 267, ktery vykazuje pii méteni
nonachlorovych kongeneri pomoci MS siontovou pasti lepsi citlivost neZz vySe uvedena
ztréta chlorovodiku z monochlorotropylia (15). Pri pouZiti trojnasobného kvadrupolu nebylo
moZné tento prechod detekovat diky transmisnim akoliznim ztrétam pri disociaci indukované

argonem v kolizni cele (20).

Nejnizsi kvantifikacni limity byly naméteny pii monitorovani prechodu m/z 231/233 nanvz
195/197. Prechod v3ak neni dostatecné selektivni pro stanoveni toxafenu, muze dochazet
k interferencim ostatnich organochlorovych slou¢enin. NejvysSi selektivity lze dosdhnout
u prechodu m/z 125 — nvz 89, ktery vykazuje nejvyssi LOQ. Pri navézce 10 g jsou meze
stanovitelnosti (0,4; 0,4; 1,6; 2,3) ng/g pavodniho vzorku pro P26; P32; P50 resp. P62.
Méteni v rezimu NCI-MS-SIM poskytuje lepsi LOQ v porovnani s MS/MS pristupem, avsak
z hlediska plynulosti chodu laboratoie a stability ostatnich provadénych stanoveni nejsou
vhodné opakované zmény usporadani MS, souvisegjici s pouzitim raznych ioniza¢nich technik.
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Tabulka 4. Souhrn kvantifikaénich limita (LOQ) p¥i poméru S/N 10 : 1 pfi raznych MS

podminkéch svyuZitim Varianu 1200M S

Toxafenovy kongener | P26 P32 P50 P62
MS/MS prechod (mVz) | 231 ->195 233 -> 197 231 -> 195 231 -> 195
LOQ (ng/ml) 0,5 0,9 2,1 2,4
MS/MS prechod (mVz) | 125 -> 89 125 -> 89 159 -> 123 159 -> 123
LOQ (ng/ml) 3,8 3,9 7,5 10,8
MS/MS prechod (mVz) | 125 -> 89 125 -> 89 125 -> 89 125 -> 89
LOQ (ng/ml) 3,6 3,6 16,1 23,2
NCI-MS-SIM (m/2) 377 343 413 377

LOQ (ng/ml) 1,3 2,2 1,9 53

4.2 Analyzareferenéniho materialu

Vyhodnoceni spravnosti navrzené detekéni metody stanoveni toxafenu bylo provedeno
analyzou referenéniho materidlu, ktery toxafenové kongenery obsahuje, aviak nejsou uvedeny
vjeho certifikdtu. Pfi MSMS detekci zaloZzené na sledovéni disociace chlorovodiku
z monochlorotropylia byly stanoveny nejniZsi obsahy toxafenovych kongenera v SRM 1588a
(viz. tab. 5), které byly v dobré shod¢ s publikovanymi daty (16, 21) (viz. obr. 1). Celkova
opakovatelnost stanoveni P26; P50 resp. P62 byla 5 %.

Tabulka 5. Piehled stanovenych obsahi toxafenovych kongenerd Vv referenénim

materialu SRM 1588a (rybi tuk) p¥i riznych M S podminkéach

Toxafenovy kongener | P26 P32 P50 P62
MS/MS prechod (nVz) | 231 -> 195 233 -> 197 231 -> 195 231 -> 195
Obsah (ng/g tuku) 193 nd 439 305
MS/MS prechod (nV/2) | 125-> 89 125 -> 89 159 -> 123 159 -> 123
Obsah (ng/g tuku) 148 nd 394 224
MS/MS prechod (nV2) | 125-> 89 125 -> 89 125 -> 89 125 -> 89
Obsah (ng/g tuku) 150 nd 290 189
SIM-NCI-MS (m/2) 377 343 413 377
Obsah (ng/g tuku) 262 nd 432 218
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Obrazek 1. Porovnani stanovenych obsahi v SRM 1588a véetné ngjistot stanoveni
(pramér + smérodatnd odchylka = koeficient rozsifeni, k = 2, ng/g), klasicky postup
pripravy krmiv k finalni analyze

OUKZUZ, m/z 125 -> 89 H Gouteux, m/z 125 -> 89 EiKucklick, SIM-NCI-MS
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4.3 Selektivni PLE

Pro efektivni pripravu vzorki krmiv byla zavedena metoda tlakové extrakce rozpoustédiem za
zvySené teploty spridavkem sorbentu v extrakéni cele, oznacovand jako selektivni PLE
s vyuzitim ASE 100. NavrZzené podminky v praci Gomeza-Arizy (11) byly ovéteny pro
stanoveni vybranych toxafenovych kongenert v krmivech sriznym obsahem tuku. Pfi
extrakci bylo na 2 g krmiva ptidano 10 g florisilu aktivovaného 16 h pii 150 °C a pripraveny
extrakt zkoncentrovan na objem ~ 0,2 ml. VytéZnosti pro jednotlivé kongenery a materidly
shrnuje tabulka 6, pricemz celkova vytéZznost sanovena pomoci GC-MS/MS byla (95 + 10) %
pii obohaceni 10 ppb. NCI-MS-SIM stanoveni poskytlo srovnatelné vysledky.
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Tabulka 6. VytéZnost selektivni PLE pro toxafenové kongenery P26, P32, P50, P62
v krmivech, stanovena pomoci obohacenych vzorka krmiv sraznym obsahem tuku

Krmivo ASE Vytéznost
(%)
MSMS NCI-MS-SIM
Material Tuk Teplota |P26|P32|P50|P62 |Pramér Pramér
(%) (°C)

Sugené mléko 1,00 40 110 {103 | 106 | 88 102 93
Sugené mléko 0,96 60 94 |86 (102 |80 91 105
Rybi moucka 8,55 40 106 {96 |101 |83 96 92
Repkové expelery | 14,81 40 99 |95 (98 |72 91 94
Souhrn 102 |95 |102 |81 95 96

4.4 Volba vnitiniho standardu

Za ucelem zlepSeni kvality vysledkt byly zakoupeny do laboratoie izotopové znacené
standardy, konkrétng pro stanoveni toxafenu '°Ci-chlordan. Tyto laky jsou strukturng
piibuzné, proto Ize predpokladat podobné ionizagni a fragmentacni chovani pri MS, cozZ je
jeden z piedpokladti pro vybér vnitiniho standardu pro stanoveni daného analytu. V obou
piipadech se jednd o nasycené hicyklické slouceniny substituované atomy chloru. Pxi
optimalizaci PLE extrakce krmiv byla také vyhodnocena vyt&Znost postupu pro 3C;-
chlordan. Detekce **C;-chlordanu byly provedena ve dvou MS reZimech, v MS/MS a NCI-
MS-SIM.

Tabulka 7. Vytéznost selektivni PLE pro Ci-chlordanu bez piidavku nativniho

chlordanu v krmivech s riznym obsahem tuku

Krm Vytéznost
rmivo
ASE (%)

Material Tuk Teplota MSMS NCI-M S-SIM

(%) (°C) (m/z 376->m/z 304,302) (m/z 411)
Sugené mléko 1,00 40 99 90
Sugené mléko 0,96 60 96 94
Krmivo proryby | 11,18 40 97 102
Repkové expelery | 14,81 40 103 96
Souhrn 99 96
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Bez pridavku nativniho chlordanu byla vytéZnost *3C;-chlordanu pii zvolenych extrakenich
teplotéch stanovena pomoci obou MS pristupt vyhovujici (viz. tab. 7). V pripadé obohaceni
matrice nativnim y-chlordanem bylo u obou MS nastaveni detekovano nadhodnoceni
vytéznosti *3C;-chlordanu, zpiisobené vzgjemnou hmotnostni interferenci. MS fragmenty
nativniho a izotopicky znaceného chlordanu se 1isi o jednu hmotnostni jednotku. MS/MS
piistup vykazoval (5 — 10)% zvyZeni odezvy *3C;-chlordanu v piftomnosti nativniho analogu.
Av&k v piipadé NCI-MS byla interference téméf 100 %. P¥icinou je vznik smeésnych
chlorovych klastra chlordani za podminek chemické ionizace toxafenu, tj. teploty iontového
zdroje a tlaku metanu, a prekryv hmotnostnich spekter téchto latek se stejnou retencni
charakteristikou. Vhodnou alternativou *3C;-chlordanu je pouZiti izotopové znateného DDE
(**C1,-DDE) a PCB 118 (**C1,-PCB 118), které byly porizeny pro kontrolu stanoveni PCB
a OCP v krmivech. Pi detekci *C1,-DDE a C;»-PCB 118 v MS/MS reZzimu nebyly
odhaleny Z&dné interferujici latky.

4.5 Analyza vzor ki rybich moucek

V rdmci monitoringu nezadoucich latek v krmivech byl toxafen analyzovan ve 20 vzorcich
rybich moucek. V roce 2004 byly rybi moucky piipraveny k findlnimu stanoveni klasickym
zpasobem piipravy vzorka krmiv. V roce 2005 byly rybi moucky pripraveny k findlni analyze
pomoci selektivni PLE s vyuzitim ASE 100. Obsahy indikatorovych toxafenovych kongenerti
v rybich mouckach stanovené v roce 2004 a 2005 nepiekrocily MRL 18 ng/kg pavodniho
vzorku. Nameérené hodnoty korespondovaly svysledky studie K. Oetjena, ktery déle
upozornil na zvySené obsahy toxafenu v surovém rybim olegji (7 — 206) ng/kg, zvlaste pak
v produktech evropského pavodu (22).
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Tabulka 8. Obsahy indikatorovych toxafenovych kongeneri (ppb v pavodnim vzorku)

stanovené v rybich mouékach v roce 2004

Krmiva 2004 P26 (ppb) P32 (ppb) P50 (ppb) P62 (ppb)
227 <04 <04 <16 <23
510 <04 <04 <16 <23
554 <04 <04 <16 <23
576 0,5 <04 <16 <23
577 1,3 <04 3,1 <23
579 <04 <04 <16 <23
721 <04 <04 <16 <23
683 <04 <04 <16 <23
1018 0,9 <04 2,3 <23
1127 <04 <04 <16 <23

Tabulka 9. Obsahy indikatorovych toxafenovych kongeneri (ppb v pavodnim vzorku)

stanovené v rybich mouékach v roce 2005

Krmiva 2005 P26 (ppb) P32 (ppb) P50 (ppb) P62 (ppb)
385 <04 <04 <16 <23
579 <04 <04 <16 <23
592 <04 <04 <16 <23
643 <04 <04 <16 <23
832 <04 <04 <16 <23
975 <04 <04 <16 <23
1196 <04 <04 <16 <23
1311 1,2 <04 <16 <23
1342 <04 <04 <16 <23
1709 <04 <04 <16 <23

4.6 Analyza vzor ki lesnich pid

VytéZnost toxafenu pii pripravé padnich vzorka byla 91 %. V roce 2004 bylo zpracovano
8 vzorki humdznich horizonti lesnich pud. Celkovy obsah 4 toxafenovych kongeneri
v téchto horizontech byl vrozmezi 0,50 ppb az 3,8 ppb, coZz odpovida publikovanym
hodnotam stanovenych pomoci M S s iontovou pasti (23).
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Tabulka 10. Obsahy toxafenovych kongeneri v lesnich padach odebranych v Krusnych
horéach, Jihomoravskych tvalech a na Ceskomoravské vr choving

L esni pady 2004 P26 (ppb) P32 (ppb) P50 (ppb) P62 (ppb)
3324 (16615/02) 0,53 0,54 <16 <23
3325 (16616/02) 0,66 0,67 2,5 <23
3326 (16617/02) <04 <04 <16 <23
3327 (16618/02) 0,50 <04 <16 <23
3328 (16620/02) 0,63 0,53 1,9 <23
3329 (16621/02) 0,59 0,51 1,7 <23
3330 (35028/02) <04 <04 <16 <23
3331 (01454/02) 0,50 <04 <16 <23

5 Zavér

Stanovené detekeni a kvantifikaéni limity vyhovuji poZadavkim pro kontrolu toxafenu
v krmivech. Pomoci MS/MS pristupu byly stanoveny indikované obsahy persistentnich
toxafenovych kongeneri v referencnich materidlu SRM1588a s nejistotou 10 %. Selektivni
PLE toxafenu z rtznych vzorki krmiv byla ovéfena pii obohaceni 10 ppb svytéZnosti
(95+ 10) %. V ramci monitoringu krmiv vroce 2004 a 2005 nebyly odhaleny vzorky

s vyznamnou toxafenovou kontaminaci.
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Vyvoj kalibraénich modeld pro parametr olg u slunecnice

metodou NIR spektroskopie

David Cizmar

Usttedni kontrolni a zkudebni tUstav zemédélsky, NRL- RO Brno, Hroznova 2,
656 06 Brno

david.cizmar @ukzuz.cz

1 Uvod

Slunecnice ro¢ni (Helianthus annuus) (obr.1) je jednoleta rostling, ktera se ¢asto péstuje jak
na polich, tak i v zahrédkach. Pravdépodobné pochézi z Mexika, odkud se dostala do Evropy
v prubéhu 16. stoleti. V soucasné dobé se jedna o jednu z nejrozSirengjSich plodin
péstovanych na Gzemi celé EU. Hlavni vyuZiti slunecnice je v olgjarském pramyslu, kde se
ze semen ziskava olej jak pro doméci, tak i pro pramysloveé vyuZiti. Za studena lisované oleje
se pouzivgji kjidlu, za horka lisovany olg slouzi k vyrobé jemnych mydel, barev,

margarini ).

Obr. 1: Sluneéniceroéni
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Klasické laboratorni metoda stanoveni obsahu olgje je ¢asové naro¢né na pripravu vzorku
a jeho néslednou extrakci. Zaroven tato metoda neni Setrna k Zivotnimu prostredi, nebot’
extrakce vzorku probiha rozpou&eédlem petroléter.

Metoda NIR spektroskopie je naproti tomu rychld, nedestruktivni a tedy vhodna analyticka
technika umoznujici nahrazeni klasické laboratorni metody stanoveni obsahu olegje
v slunegnici roéni. V soucasné dobé pracovisté NIR spektroskopie NRL-RO Brno bézné
provadi stanoveni obsahu oleje v tepce olejce. Pro velky zdjem ze strany odboru odriadového
zkuSebnictvi stanovit obsah oleje také ve slunecnici byla vypracovana metodika pro stanoveni
obsahu oleje metodou NIR spektroskopie v této ploding.

Cilem préce bylo optimalizovat vlastni metodu NIR spektroskopie a vyhodnotit moZnosti
této metody na predikci obsahu oleje v ploding slunecnici ro¢ni.

2 Material a metody

2.1 Princip stanoveni obsahu oleje metodou klasickou

Dosud be¢zné pouzivany zpasob klasické metody mokré chemie vychézi z norem
CSN EN 1SO 659 Olgjnata semena - Stanoveni obsahu oleje a CSN 46 7092-7 Metody
zkouSeni krmiv — Cést 7: Stanoveni obsahu tuku.

Hexanovy (petroléterovy) vytazek zvany obsah ol€je je celkové mnozstvi extrahovanych latek

ziskanych extrakci analytického vzorku s rozpoudédlem hexanem nebo petroléterem.

2.2 Princip stanoveni obsahu oleje metodou NIR spektroskopie

Metodou NIR spektroskopie bylo proméreno vice nez 600 vzorki slune¢nice roc¢ni. Vechny
vzorky byly nejprve analyzovany klasickou laboratorni metodou die CSN norem vyse
uvedenych a poté byly analyzovany metodou NIR spektroskopie.

V&chna NIR méteni byla provadéna ve viditelné a blizké infracervené spektrani oblasti na
piistroji FOSS NIRSystem 6500 vybavenym scanujicim monochrométorem s reflektancni
detekci. Kazdy vzorek dunecnice byl nadavkovan do kyvety typu small ring cup
skiemennym okénkem o praméru 4,5 cm. Spektrani reflektance udavana jako pramér
ze 25 spekter byla zobrazena jako logaritmus inverzni reflektance (log 1/R) ve 2 nm
intervalech vrozsahu (400 — 2500) nm. Na vyvoj prislusného kalibraéniho modelu byla
vybréna NIR spektrélni oblast (1100 — 2500) nm.

Vyvoj NIR metody pro stanoveni obsahu oleje je zaloZen na vytvoreni kalibracni rovnice,
ktera kvantifikuje vztah mezi informaci NIR absorpce a hodnotou stanovenou klasickou
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metodou. Metoda NIR spektroskopie je uzZitecna a pouzitelna pouze tehdy, jestlize je vztazena
na piresnou a spravnou klasickou metodu. Kalibra¢ni modely byly vyvinuty pomoci softwaru
NIR calibration verze 1.0 (fa EFFICHEM, Lysice, CZ).

K vytvoreni vztahu mezi spektry NIR a métenymi chemickymi vlasthostmi sledovaného
materidlu je mozné pouZit razné kalibraéni metody. Mezi nejcastéji pouzivané techniky
kalibrace v NIR spektroskopii patti PCR (regrese na hlavnich komponentéch), PLS
(vicendsobné linearni regrese metody nejmenSich ¢tvercl), LWR (lokélné véZzena regrese),
SMLR (krokova vicenasobna linearni regrese) a ANN (regrese spouzitim umélych
neuronovych siti). Zadna z téchto uvedenych kalibragnich technik nema univerzalni uplatnéni,
protoze kalibrac¢ni technika vhodna pro jednu aplikaci nemusi byt akceptovatelna také pro
ogtatni. Pro vytvoreni kalibracnich modelt pro stanoveni obsahu oleje ve slunecnici byla
pouZita kalibra¢ni technika typu PLS.

Idedlni kalibra¢ni model byl vybiran tak, aby poskytoval co nejmenSi hodnotu stiedni
kvadratické chyby predikce RMSECV a zéroven nejvysSi hodnotu korelacniho koeficientu R,
popi. koeficientu determinace R?. Parametr RMSECYV je nejéastéji pouzivana charakteristika
pro hodnoceni kvality predikce v NIR spektroskopii. Korelacni koeficient R je v NIR
spektroskopii velmi ¢asto pouzivan v kombinaci s RMSECV. Parametr R charakterizuje miru

korelace mezi vysledky ziskanymi klasickou metodou a NIR metodou.

3 Vydedky

Pri optimalizaci metody byla rozhodujici pozornost vénovana sledovani zpusobu Upravy
vzorka pied mérenim a jeho vlivu na piesnost vytvoreného kalibracniho modelu. Kalibragni
modely na stanoveni obsahu oleje metodou NIR spektroskopie ve slunecnici byly vytvoieny
na vzorcich, které se liSily zpasobem ptipravy pred vlastnim métenim. Z divodu rozdilné
ptipravy vzorka byly vytvoreny tii typy kalibracnich modela. Jeden kalibracni model byl
vyvinut ze vzorka, které nebyly pomlety, méteni probihalo v celych semenech (obr. 2). Druhy
kalibra¢ni model byl vyvinut ze vzorka, které byly pomlety na kdvomlynku ETA (obr. 3).
Treti kalibratni model byl optimalizovan pro vzorky, které byly pomlety na laboratornim
mlynku RETSCH 100 (sito 1 mm) (obr. 4). Kvalitativni parametry takto ziskanych
kalibratnich modelt jsou shrnuty v tab. 1. Z tabulky je ziejmé, Ze kvalitativni parametry takto
ziskanych kalibratnich modelt vykazuji rozdily a tedy je zigma zavislost na pouZzitém

zpusobu pripravy vzorka.
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Obr. 2: Kalibraéni zavidost pro parametr olg (dunecnice roéni —nemlety vzorek)
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Obr. 3: Kalibra¢éni zavislost pro parametr olg (dunefnice roéni — mlety vzorek
kavomlynek ETA)
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Obr. 4. Kalibraéni zavislost pro parametr olg (slunefnice roéni — mlety vzorek
laboratorni mlynek Retsch)

Tabulka 1

Zpusob Gpravy vzorki Parametr | RM SECV |R?
Nemlety % olej/s |1,98 0,6198
Mlety (kavomlynek ETA) %olej/s | 1,16 0,8961
Mlety (laboratorni mlynek RETSCH 100) | % olegj/s | 0,70 0,9290
4 Zaveér

Pro vyvoj kalibracnich modelt pro stanoveni obsahu oleje ve slunecnici ro¢ni metodou NIR
spektroskopie byly pouZity rizné zpasoby pripravy vzorku. Priprava vzorkt slunecnice pred
vlastnim méteni metodou NIR spektroskopie spoc¢ivala v pomleti vzorkt na riznych typech
mlynka a v jednom pripadé byly testovany také vzorky nemleté, u nichz byla métena cela
semena. Z prezentovanych vysledkt ve form¢ kalibra¢nich zavislosti (obr. 2 — obr. 4)
a tabulky 1 popisujici kvalitativni parametry vytvorenych kalibra¢nich modelu je zigjmé, ze
Uprava vzorka makriticky vliv nakvalitu a presnost kalibracnich modelu a je tedy rozhodujici
pro nésledné mereni neznamych vzorka, které nejsou soucasti kalibra¢ni modeli. Nejméne
spolehlive vysledky byly ziskany v piipadé nemletych vzorkia, coZ je pravdépodobné
zpusobeno materialem vzorku, ktery obsahuje dosti hrubou slupku semena a NIR zareni

prochézi pies tuto vrstvu jen velmi obtizné. Z chemického hlediska to ma za nasledek,
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Ze naméiend spektra nevypovidaji o skutecném obsahu oleje v semeni, ale o obsahu olegje
ve slupce semena. Pokud pro méteni byly pouzity vzorky slunecnice pomleté, kalibrace
vykazovaly mnohem reprodukovangsi vysledky nez v pripadé nemletych vzorki. Pro vzorky
zpracované formou mieti byly testovany 2 typy mlynka, kavomlynek ETA a laboratorni
mlynek RETSCH 100. Pro vzorky pripravené mletim na laboratornim mlynku RETSCH byl
vytvoien kalibracni model sniZsi hodnotou stiedni kvadratické chyby predikce a s vySSi
hodnotou koeficientu determinace R? ve srovnanim se vzorky upravovanymi na kavomlynku
ETA (tab. 1). Tento rozdil v ziskanych kvalitativnich parametrech vytvorenych kalibracnich
rovnic byl pravdépodobné zptisoben volbou mleti, technicky laboratorni mlynek RETSCH
100 je ve srovnani s kavomlynkem ETA vysokootatkovy, a proto vzorky pomleté timto
zpusobem poskytuji dokonale homogenni smés.

Pro spolehlivé stanoveni obsahu oleje ve vzorcich slune¢nice ro¢ni metodou NIR
spektroskopie je velmi dulezité, aby jak pro naslednou aktualizaci kalibrace tak i méieni
neznamych vzorki byl pouzity stejny zpusob pripravy vzorka a piedevSim byly dodrzeny
navrZzené podminky mleti.

Na pripravu vzorki slunecnice pred mérenim neni vhodné pouzivat kavomlynek ETA nebo
metit vzorky slunec¢nice v nemletém stavu, v celych semenech. Pro dokonalou pripravu
vzorka pied meéienim metodou NIR spektroskopie je doporuceno pouzivat vyhradné
laboratorni mlynek RETSCH 100 nebo podobny laboratorni mlynek vysSi fady tohoto typu,

ktery zabezpei dostatecnou homogenitu vzorku.
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1 Uvod

R4 vivs v Z

Priprava vzorku k analyze predstavuje ¢asové nejnarocnéjSi a nejpracnéjsi ¢ast analyzy.
V&eobecné je hodnocena jako faktor, ktery prindSi nejvice chyb. Idedlni metoda extrakce
tuhych vzorka by méla byt rychla, jednoduchd, levna a vytéznost analytt kvantitativni bez
jgjich ztréty a degradace. Klasické extrakce jsou vétSinou ¢asové ndrocné, vysledné extrakty
jsou ziedéné a vyZaduji nasledné zakoncentrovani. V poslednich létech byly hledany zptisoby,
jak nahradit klasické extrakéni postupy technikami, které by snizily dobu extrakéniho procesu
a také mnozstvi extrahovadla. Jedna z nejnovéjSich extrakénich technik je zrychlena
(vysokotlaka) extrakce rozpoudédiem ASE — Accelerated Solvent Extraction.

Tato préace se zabyvéa ovérenim moznosti vyuZiti pristroje ASE 100 pro extrakci vybranych
polyaromatickych uhlovodiki z padnich vzorka a podobnych materidla. Cilem je nalezeni
optimélnich parametri piistroje tak, aby vytéZznost jednotlivych analyti byla na stejné arovni
jako pii pouziti klasického postupu extrakce. Pro ovéieni spravnosti nového postupu byl
klasicky postup extrakce pouZit jako srovnavaci metoda.
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2 Princip metody

Metoda ASE je v principu extrakéni proces tuhd latka-kapaling, provadény za zvySené teploty
(40 — 200) °C atlaku (10 — 15) MPa po krétky ¢asovy Usek (5 — 20) min. Je pouZivana pro
tuhé a polotuhé vzorky.

Pouzitim vysSich teplot se zvy3uje kapacita rozpoudtédla, tzn. i mnoZstvi rozpu&éného
analytu. Dochazi k rychlejSimu pienosu hmoty. Diky vySSi teploté se sniZuje viskozita
rozpoudtédel, coz dovoluje jejich lepsi proniknuti do ¢astecek matrice. Snizuje se povrchové
napéti rozpoustédel, roztokt a matrice, a proto se miaze analyt rychleji rozpoustét. PouZitim
vySSich tlaka se usnadni extrakce ze vzorku, u kterych jsou analyty uzavieny v pérech
matrice. Pomohou natla¢it rozpoustédlo do port, kde dojde ke kontaktu s analyty.

3 Material a metody

3.1 Pristroje a pomicky

1 ASE 100;

2 Extrakeni ocelova cela o objemu 34 ml;

3 Kapalinovy chromatograf;

4 Vakuové zarizeni pro extrakci na pevné fazi;
5 Centrifuga;

6 SPE kolonky C8, 500 mg/3 ml.

3.2 Chemikalie
Acetonitril (ACN), pro HPLC;
50% acetonitril, ACN : H20O, 1: 1 (V/V);
20% acetonitril, ACN : H20, 20: 80 (V/V);
Aceton, pro HPLC;
2-propanol, pro HPLC;
Methanol (MeOH), pro HPLC;

50% methanol, MeOH : H,0O, 1: 1 (V/V);

8 Tetrahydrofuran (THF), pro HPLC;

9 NaSO,, p.abezvody, vyzihany pri 500 °C;

o O A WN B

\‘
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10 Pisek ¢isty, vyzihany pii 500 °C;

11 Matrix;

12 Standard 16 PAHSs, koncentrace jednotlivych PAHs f = 100 pug.ml™ (napt. PAH MIX
v acetonitrilu, standard firmy Absolute Standards, dodavatel v CR Labicom Olomouc).

3.3 Vzorky pud

Pro ovéteni byly vybrény 4 vzorky pad srozdilnymi obsahy PAHs. Vzorek 907 s obsahy
do 100 ug/kg, vzorek 922 s obsahy do 200 ug/kg, VRM 764 (vnitrolaboratorni referen¢ni
materid) s obsahy do 2000 pg/kg a CRM 24 (certifikovany materidl) s obsahy
od 1600 pg/kg do 16000 pg/kg. Obsahy PAHs u vzorka pad byly pro porovnani obou
zpusobt extrakce stanoveny i klasickym zpasobem, tzn. Ze extrakce byla provedena

vytiepanim do acetonu s naslednou sonifikaci.

3.4 Pracovni postup

3.4.1 Obecné

Vzorky se pred prenesenim do extrakéni cely promichgji s inertnim materidlem napi. se
siranem sodnym, kiremelinou, vyzZihanym ¢istym piskem (500 °C) nebo Matrixem. Extrakéni
cela se musi doplnit do celého objemu 34 ml inertnim materidlem, aby v cele nezastaval
prézdny objem. Pak se zada do pristroje poZadovana metoda extrakéniho procesu, jejiz
parametry se museji piedem nadefinovat. Teplotu extrakce (T) je mozno zvolit od 40 °C
do 200 °C, ¢as statické extrakce (t) od 0 min do 99 min. Objem proplachu (flush volume FV)
udavajici objem ¢éerstvého rozpoudeédla — acetonu (4), kterym je cela proplachnuta po statické
extrakci je mozno nastavit v rozsahu (0 — 150) % objemu extrakéni cely. Dale se nastavuje
¢as proplachu (purge time PT), po ktery je systém v zavérecné fazi proplachovan dusikem
(20 — 900) s. Pocet extrakenich cykla (1 —5) udava staticky cyklus (SC).

3.4.2 Postup stanoveni PAHs svyuZitim extrakce na piistroji ASE 100

Navazka vzorku se smich& sinertnim materidlem a pirevede do extrakéni cely. Po skoncené
extrakci se objem ziskaného acetonového extraktu obvykle pohyboval mezi 30 ml az 40 ml.
Déle se postupuje jako pri klasické extrakci vytrepavanim. Napipetuje se 10 ml extraktu
do 50 ml odmérné banky, piida se 2,5 ml 2-propanolu (5) a bailka se doplni po rysku
demineralizovanou vodou, uzavie a obsah se asi 2 minuty sonifikuje. Takto pripraveny
extrakt se precisti pres SPE kolonku C8 (6), kterd se predem kondicionuje postupné
1 x 2,5 ml methanolu (6), 1 x 2,5 ml 50% methanolu (7) a2 x 2,5 ml demineralizované vody.



Na SPE kolonku C8 se vnasi cely objem odmerné barky (50 ml). Polarni latky projdou SPE
kolonkou a nepolarni I&ky se zachyti na sorbentu. Extrahovana ¢ast vzorku na sorbentu
se promyje 2,5 ml 50% methanolu (7). Eluce PAHSs se provede 3 ml tetrahydrofuranu (8)
a eluét se jima do 10 ml kalibrované zkumavky. Ziskany eluat se sonifikuje cca 1 minutu
a pak se naredi 20% acetonitrilem (3) 1 : 1. Po nafedéni se vzorek opét sonifikuje. Takto
pripraveny eluét se nadavkuje na chromatografickou kolonu pies nylonovy nastiikovy filtr.

3.4.3 Podminky HPL C stanoveni
Vlastni metreni kalibracnich roztoki i extrakta vzorka se provadi za nésledujicich podminek

chromatografického systému.

Kolona Waters-PAH C18; 5mm; 4,6 x250 mm
Mobilni faze A - acetonitril : voda=1:1
B - acetonitril
Pruatok 1,5 ml/min
Teplota kolony 35°C
Objem nastfiku 20 ni
Detekce fluorescen¢ni

Casanalyzy 25 min

Casovy priabéh gradientu

Cas A (%) B (%)
(min) 50% acetonitril | 100% acetonitril

0 100 0

3 100 0

10 10 90

11 0 100

16 0 100

19 100 0

25 100 0
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Excitaéni a emisni vinové délky a retenéni ¢asy jednotlivych PAH@

PAH Excitaéni | Emisni | Retenéni ¢as
(nm) (nm) (min)
Naphtalene NAP 240 326 7,1
Acenaphtene ANA 240 326 8,7
Fluorene FLU 240 326 8,9
Phenanthrene PHE 246 368 94
Anthracene ANT 246 368 10
Fluoranthene FLT 286 466 10,5
Pyrene PYR 232 396 10,9
Benzo(a)anthracene BaA 264 384 12,1
Chrysene CHR 264 384 12,4
Benzo(b)fluoranthene BbF 248 432 13,2
Benzo(k)fluoranthene BKF 254 400 13,7
Benzo(a)pyrene BaP 254 400 14,3
Dibenzo(a,h)anthracene 292 410 14,9
Benzo(g,h,i) perylene BPE 292 410 15,6
Indeno(1,2,3-c,d)pyrene |IPY 230 500 16

3.4.4 Ovérovani - optimalizace parametra pristroje

Pocétecni ovéreni vhodnych parametrti pristroje bylo provedeno na vzorku VRM 764
(vnitrolaboratorni referencni vzorek, opakovan¢ zarazovany v kruhovych testech SETOC,
Wageningen), u kterého je k dispozici dostatecné mnozstvi vysledka.

3.4.4.1 Vliv teploty a ¢asu extrakce

Byly testovany kombinace tii Urovni teploty (80 °C; 100 °C; 120 °C) a dvou ¢asi extrakce
(5 min.; 8 min.). Zaroven byly stanoveny hodnoty obsahi PAHs klasickou metodou,
tzn. vytiepanim pudy do acetonu s naslednym pieci&ténim acetonového extraktu na pevné fazi
pies SPE C8. Vysledky uvedené v kapitole Validace v tabulce 1 a 2 dokladaji, Ze testované
extrakéni podminky nemaji vyznamny vliv na vytéZnost extrakce.

Na zakladé doporuceni v literature [2,3,4,5] i na z&kladé namétenych vysledka byly zvoleny

nasledujici podminky extrakce vzorka - ¢as extrakce 8 minut, teplota 100 °C, objem
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proplachu acetonem 60%, ¢as proplachu dusikem 50 s. DelSi ¢as extrakce byl vybran proto,
aby v piipadé velkych obsahtit PAHSs bylo zaru¢eno dokonalejSi vyextrahovani analyta.

3.4.4.2 Vlivinertniho materidlu a po¢tu statickych cykla

Za vySe uvedenych podminek byly provedeny dalSi experimenty pro zji&eéni vlivu inertniho
materidlu. Byly pouZity 3 typy inertniho materidlu - siran sodny, Matrix a vyZihany pisek.
Testy byly provédény na vzorcich VRM 764 a CRM 24 (svysokymi obsahy PAHS). Bylo
zji&teéno, Ze testovane typy inertniho materidlu nemaji vyznamny vliv na vytéZznost extrakce
(viz. kapitola Validace, tabulky 3 — 14.) Opakovatelnost dedovanych PAHs na v3ech
testovanych inertech nepiesahla 12 % (viz. tabulky 15 — 18). Jako nejvhodnéjSi byl vybran
vyZihany morsky pisek, ato z davodu nejniZsich hodnot odezev slepych pokusi.

Soucasné stim byl testovan vliv poctu statickych cykli. Ukazalo se, Ze u vzorka s nizSimi
obsahy PAHs je dostagujici jeden staticky cyklus, pouze u nejvysSich obsahi v desitkach
mg/kg je vhodné pouZit dva statické cykly extrakce.

3.4.4.3 Stanoveni PAHs u realnych vzorkia pii vybranych parametrech extrakce
K tomu u¢elu byly vybrany dvé redlné pudy z monitoringu pid — vzorky 907 a 922, které byly
jiz drive analyzovany klasickym zpisobem. Testovani bylo provedeno za niZze uvedenych

extrakénich podminek.

Staticky cyklus 1

Teplota extrakce 100 °C

Casextrakce 8 minut

Inertni material vyZihany pisek

Objem proplachu acetonem 60 % objemu extrakéni cely
Cas proplachu dusikem 50s

3.4.4.4 VytéZznost u standardia PAHs za pomoci extrakce na ASE
Za steinych extrakénich podminek byla vytéZznost metody ovéiena také pomoci standardu
ve dvou koncentracénich Urovnich, a sice 0,167 ug/ml a 0,333 ug/ml. Néavratnost PAHs

se pohybovala vrozmezi 90 % az 114 % (s vyjimkou naftalenu s80 % u hladiny
0,333 ug/ml).

Poznamka : Veskera namerena data jsou k dispozici v kompletni verzi VU A6/2006.
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4 Validace

Pii oveérovani extrakce PAHs metodou ASE byla provedena zkrécend validace, byly
sledovany validacni parametry opakovatelnost a spravnost metody.

Opakovatelnost je druh piesnosti, stanoveny za podminek meéieni opakovatelnosti, tj. pri
opakovani méieni stejnym analytikem na stejném pristroji v co nejkratSim ¢ase. Hodnoty
opakovatelnosti jednotlivych PAHs byly stanoveny méfenim navézek vzorku ve 4 az 5
opakovanich. Z vysledka shrnutych v tabulkéach 15 a 16 vyplyva, Ze hodnoty opakovatelnosti
u extrakce metodou ASE jsou obdobné jako u klasické extrakce.

Spravnost metody charakterizuje shodnost namerenych vysledkia s akceptovanou nebo
deklarovanou referencni hodnotou. Pokud je rozdil mezi vysledky méieni a referencni
hodnotou statisticky vyznamny, pak validovana metoda neni spravna.

Porovnani obou zpusobi extrakce bylo provedeno za pomoci programu Effivalidation 3.0
s vyuzitim dvou metod testovani:

- Porovnéni 2 metod —t-test po Urovnich

- Omezeny koncentraéni rozsah - referencni materidl k dispozici.

V tabulce 1 a 2 jsou testovany hodnoty vytéZnosti jednotlivych PAHs u vzorku VRM 764
(soucasné se zjistovanim optimalni teploty a doby extrakce - viz kapitola 3.4.4.1).
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Tabulka 1.

(t extrakce= 5 min)

Porovnani obsaht PAHs metodou ASE u VRM sreferenéni hodnotou

PAH T=80°C T=100°C T=120°C
Vytéznost | Hypotéza | Hypotéza | Vytéznost | Hypotéza | Hypotéza | VytéZnost | Hypotéza | Hypotéza
(%) pf&s(r)wsti spré\(/)nosti (%) pf&s(r)wsti spré\(/)nosti (%) pf&s(r)wsti spré\(/)nosti
NAP 99,6 | prijata | prijata | 120 | pfijata | prijata | 103,5 | prijata | prijata
ACE | 101,3 | prijata | prijata | 93,3 | pfijata | piijata | 98,6 | prijata | prijata
FLR | 100,6 | ptijata | pfijata | 100 | prijata | prijata | 107,4 | prijata | ptijata
PHE | 117,7 | prijata | prijata | 108,9 | pfijata | prijata | 110,2 | prijata | prijata
ANT | 1033 | prijata | prijata | 107 | pfijata | piijata | 103,9 | prijata | prijata
FLU | 103,5 | ptijata | pfijata | 106,6 | prijata | prijata | 103,5 | prijata | ptijata
PYR | 114,2 | prijata | prijata | 108,5 | pfijata | prijata | 111,2 | prijata | prijata
BaA 90,0 | prijata | prijata | 90,7 | pfijata | prijata | 91,5 | prijata | prijata
CHR | 1025 | prijata | prijata | 105 | pfijata | prijata | 104,2 | prijata | prijata
BbF 106,8 | prijata | prijata | 94,6 | prijata | ptijata | 97,7 | piijata | prijata
BkF 99,1 | prijata | prijata | 101,9 | pfijata | prijata | 103 | prijata | prijata
BaP | 108,8 | prijata | piijata | 105,6 | prijata | prijata | 107,2 | prijata | ptijata
DBA 90,1 | prijata | prijata | 89,1 | pfijata | piijata | 90,5 | prijata | prijata
BPE | 103,7 | piijata | prijata | 99,7 | prijata | ptijata | 107,3 | piijata | piijata
INP 96,4 | prijata | prijata 84 prijata | prijata | 96,7 | prijata | prijata

Zaver: Metody poskytuji statisticky spravné vysledky.
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Tabulka 2. Porovnani obsahi PAHs metodou ASE u VRM sreferenéni hodnotou (t
extrakce= 8 min)

PAH T=80°C T=100°C T=120°C
VytéZnost | Hypotéza | Hypotéza | VytéZznost | Hypotéza | Hypotéza | Vytéznost | Hypotéza | Hypotéza
) ) ) ) ) )
(%) piesnosti | spravnosti (%) piesnosti | spravnosti (%) piesnosti | spravnosti

NAP | 1039 | prijata | prijata | 106,4 | piijata | prijata | 114,5 | prijata | prijata

ACE 96 prijata | prijata | 92,5 | prijata | prijata | 102,7 | pfijata | piijata

FLR 97,2 | prijata | prijata | 100,5 | pfijata | prijata | 112,8 | prijata | prijata

PHE 99,1 | prijata | prijata | 105,8 | pfijata | prijata | 1154 | prijata | prijata

ANT | 1004 | prijata | prijata | 101,9 | pfijata | piijata | 98,3 | prijata | prijata

FLU | 103,7 | prijata | pfijata | 103,3 | prijata | prijata | 108,8 | prijata | ptijata

PYR | 1095 | prijata | prijata | 105,7 | piijata | prijata | 117,4 | prijata | prijata

BaA 93,8 | prijata | prijata | 91,4 | pfijata | prijata | 92,9 | prijata | prijata

CHR | 1053 | prijata | prijata | 102,7 | pfijata | piijata | 111,1 | prijata | prijata

BbF 95,6 | prijata | prijata | 93,6 | pfijata | prijata | 99,7 | prijata | prijata

BkF 104,6 | prijata | prijata | 99,2 | prijata | prijata | 108,2 | piijata | prijata

BaP | 1094 | piijata | piijata | 104,1 | prijata | prijata | 110,2 | prijata | ptijata

DBA 90,7 | prijata | prijata | 92,8 | pfijata | prijata | 87,1 | prijata | prijata

BPE | 100,7 | piijata | prijata | 100,7 | prijata | ptijata | 107,7 | piijata | piijata

INP 93,6 | prijata | prijata | 102,7 | pfijata | prijata | 85,1 | prijata | prijata

Zaver: Metody poskytuji statisticky spravné vysledky.

Za vybranych extrakénich podminek (viz kapitoly 3.4.4.1 a3.4.4.2 — T= 100 °C, t= 8 minut,
FV= 60 %, PT= 50 s, SC= 1) byla extrahovana vnitrolaboratorni referen¢ni pida VRM 764
na inertnich materidlech — vyZzihaném pisku, matrixu a siranu sodném. Vysledky byly
testovany pomoci programu Effivalidation 3.0. Metoda ASE s rtiznymi inerty byla porovnana
s klasickou extrakci, dale byly vysledky porovnany sreferené¢nimi hodnotami. Vysledky
testovani jsou uvedeny v tabulkéch 3 az 8. Stejny postup ovéreni a testovani byl zvolen
u certifikovaného materidlu CRM 24. Vysledky testovéni jsou uvedeny v tabulkéch 9 az 14.
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Vzorky pady 907 a 922 byly extrahovany za stejnych extrakénich podminek na vyZzihaném
pisku. Také zde byla testovana shodnost metod ASE a klasického vytiepani pomoci
Effivalidation 3.0. Vysledky testovani jsou uvedeny v tabulkéch 19 a 20.

Tabulka 3. Porovnani metody ASE na vyZihaném pisku sklasickou extrakci
vytiepanim u VRM

PAH Extrakce Vytéznost t t-kritické | Hypotéza
(mg/kg) (%)
ASE Vytiepani
NAP 828 573 69,2 15,64 2,776 zamitnuta
ANA 66,0 70,6 106,9 1,427 2,776 prijata
FLU 94,5 89,6 94,8 2,773 2,776 prijata
PHE 1244 1193 95,9 0,798 2,776 prijata
ANT 288 287 99,9 0,044 2,776 prijata
FLT 1904 2029 106,6 1,206 2,776 prijata
PYR 1678 1594 95,0 2,663 2,776 prijata
BaA 1124 1113 99,1 0,193 2,776 prijata
CHR 1211 1199 99,1 0,421 2,776 prijata
BbF 1463 1336 91,4 2,034 2,776 prijata
BkF 680 654 96,3 2,086 2,776 prijata
BaP 961 963 100,2 0,056 2,776 prijata
DBA 165 172 104,2 1,102 2,776 prijata
BPE 1086 1020 96,9 1,353 2,776 prijata
|PY 1068 1122 105,0 0,940 2,776 prijata

Zavér: Srovnavané metody poskytuji statisticky stejné vysledky u vSech polyaromatickych
uhlovodika kromé naftalenu, kde byla hypotéza o shodé metod zamitnuta.
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Tabulka 4. Porovnani vysledki metody ASE na vyZihaném pisku sreferenénimi
hodnotami u VRM

PAH Ref. Naméieno | Vytéznost Refer. Piesnost | Hypotéza | Hypotéza
hodnota presnost 0 0
(mg/kg) | (no/kg) (%) (mykg) | (mg/kg) | piresnosti | spréavnosti
NAP 630 927 147,1 244 14,3 prijata prijata
ANA 67 66,9 99,9 17,1 1,35 prijata prijata
FLU 85 108 127,1 20,4 2,65 prijata prijata
PHE 1130 1376 121,0 245 15,6 prijata prijata
ANT 286 294 102,8 69,8 14,4 prijata prijata
FLT 2010 1841 91,6 259 129 prijata prijata
PYR 1520 1678 110,4 199 12,5 prijata prijata
BaA 1060 1072 101,12 159 80,9 prijata prijata
CHR 1200 1237 103,1 165 41,2 prijata prijata
BbF 1476 1481 100,3 171 33,8 prijata prijata
BKF 711 689 97,0 108 18,6 prijata prijata
BaP 1069 971 90,8 166 27,7 prijata prijata
DBA 221 165 75,0 55,7 2,51 prijata prijata
BPE 992 985 99,2 269 89,4 prijata prijata
IPY 1120 1098 98,0 224 84,1 prijata prijata

Zavér: Metoda poskytuje statisticky spravné vysledky.

Referencni hodnoty i referencéni presnosti byly pouzity z MPZ SETOC (Wageningen).
Intervaly referencnich presnosti jsou velmi Siroké Praméry obsahia polyaromatickych
uhlovodikt jsou vypocitavany z vysledka vice nez 50 laboratori. Soubor pro datistické
zpracovani vykazuje velky rozptyl vysledki, proto je povolena odchylka rozptylu velka Tim
Ize vysvétlit, Ze byly piijaty hypotézy o spravnosti u NAP, FLU, PHE aDBA.

52




Tabulka 5. Porovnani metody ASE namatrixu sklasickou extrakci vytiepanim u VRM

PAH Extrakce Vytéznost t t-kritické | Hypotéza
(mg/kg) (%)
ASE Vytiepani
NAP 632 573 90,6 3,500 2,776 zamitnuta
ANA 68,5 69,5 101,4 0,081 2,776 prijata
FLU 89,3 89,7 100,4 0,129 2,776 prijata
PHE 1148 1193 103,9 0,629 2,776 prijata
ANT 289 287 99,4 0,280 2,776 prijata
FLT 2103 2197 104,5 0,835 2,776 prijata
PYR 1555 1594 102,5 0,773 2,776 prijata
BaA 991 1021 103,1 0,464 2,776 prijata
CHR 1171 1199 102,4 0,563 2,776 prijata
BbF 1293 1323 102,3 0,332 2,776 prijata
BkF 688 676 98,3 0,221 2,776 prijata
BaP 1068 1040 97,4 0,566 2,776 prijata
DBA 131 173 131,8 5,986 2,776 zamitnuta
BPE 1004 1006 100,2 0,047 2,776 prijata
|PY 1027 1064 103,6 0,430 2,776 prijata

Zavér: Srovnavané metody poskytuji statisticky stejné vysledky, kromé NAP a DBA, kde

byla hypotéza o shodé metod ¢ili hypotéza o spravnosti metody zamitnuta.
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Tabulka 6. Porovnani vysledki metody ASE na matrixu sreferenénimi hodnotami
uVRM

PAH Ref. Naméieno | Vytéznost Refer. Piesnost | Hypotéza | Hypotéza
hodnota presnost 0 0
(mg/kg) | (no/kg) (%) (mykg) | (mg/kg) | piresnosti | spréavnosti
NAP 630 658 104,4 244 56,4 prijata prijata
ANA 67 70,2 104,7 17,1 5,90 prijata prijata
FLU 85 87,5 103,0 20,4 5,31 prijata prijata
PHE 1130 1114 98,6 245 81,7 prijata prijata
ANT 286 279 97,4 69,8 15,5 prijata prijata
FLT 2010 2101 104,5 259 83,1 prijata prijata
PYR 1520 1514 99,6 199 100 prijata prijata
BaA 1060 991 93,5 159 56,6 prijata prijata
CHR 1200 1156 96,3 165 67,7 prijata prijata
BbF 1476 1399 94,8 171 58,2 prijata prijata
BKF 711 688 96,8 108 75,3 prijata prijata
BaP 1069 1064 99,6 166 66,8 prijata prijata
DBA 221 131 59,3 55,7 4,0 prijata prijata
BPE 992 949 95,7 269 114 prijata prijata
IPY 1120 1027 91,7 224 85 prijata prijata

Zaveér: Metoda poskytuje statisticky spravné vysledky.

Referencni hodnoty i referencéni presnosti byly pouzity z MPZ SETOC (Wageningen).
Intervaly referencénich piesnosti jsou velmi Siroké Praméry obsahi polyaromatickych
uhlovodikt jsou vypocitavany z vysledka vice nez 50 laboratori. Soubor pro datistické
zpracovani vykazuje velky rozptyl vysledki, proto je povolena odchylka rozptylu velka Tim
Ize vysvétlit, Ze byla prijata hypotéza o spravnosti u DBA (vytéZznost 59,3 %).




Tabulka 7. Porovnani metody ASE na siranu sklasickou extrakci vytiepanim u VRM

PAH Extrakce Vytéznost t t-kritické | Hypotéza
(mg/kg) (%)
ASE Vytiepani

NAP 77 573 73,7 16,44 2,776 zamitnuta
ANA 57 55,1 96,7 0,470 2,776 prijata
FLU 85,8 89,6 104,4 1,556 2,776 prijata
PHE 1229 1193 97,1 0,510 2,776 prijata
ANT 294 287 97,6 0,885 2,776 prijata
FLT 2076 2197 105,8 1,013 2,776 prijata
PYR 1577 1590 100,8 0,243 2,776 prijata
BaA 1106 1141 103,3 0,641 2,776 prijata
CHR 1153 1177 102,1 0,464 2,776 prijata
BbF 1433 1323 92,4 1,537 2,776 prijata
BkF 699 668 95,6 0,684 2,776 prijata
BaP 1084 1040 95,9 0,606 2,776 prijata
DBA 148 162 109,5 1,615 2,776 prijata
BPE 1001 1012 101,1 0,212 2,776 prijata
IPY 1133 1172 103,4 1,389 2,776 prijata

Zavér: Srovnavané metody poskytuji statisticky stejné vysledky u vSech polyaromatickych
uhlovodika kromé naftalenu, kde byla hypotéza o shodé metod zamitnuta.
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Tabulka 8. Porovnani vysledki metody ASE na siranu sreferenénimi hodnotami
uVRM

PAH Ref. Naméieno | Vytéznost Refer. Piesnost | Hypotéza | Hypotéza
hodnota pi‘esnost o] o]
(my/kg) | (no/kg) (%) (mykkg) | (mykg) | presnosti | spréavnosti
NAP 630 777 123,3 244 19,7 piijata piijata
ANA 67 62,1 92,7 17,1 17,1 piijata piijata
FLU 85 86,5 101,8 20,4 5,68 prijata prijata
PHE 1130 1227 108,6 245 48,8 prijata prijata
ANT 286 290 101,3 69,8 69,8 prijata prijata
FLT 2010 2036 101,3 259 63,9 prijata prijata
PYR 1520 1532 100,8 199 76,7 prijata prijata
BaA 1060 1059 99,9 159 73,8 prijata prijata
CHR 1200 1187 98,9 165 61,2 prijata prijata
BbF 1476 1456 98,7 171 61,7 prijata prijata
BkF 711 695 97,7 108 38,0 prijata prijata
BaP 1069 1066 99,8 166 81,9 prijata prijata
DBA 221 151 68,3 55,7 9,90 prijata prijata
BPE 992 1012 102 269 54,6 prijata prijata
IPY 1120 1103 98,5 224 51,2 prijata prijata

Zaver: Metoda poskytuje statisticky spravné vysledky.

Referencni hodnoty i referencéni presnosti byly pouzity z MPZ SETOC (Wageningen).
Intervaly referencnich presnosti jsou velmi Siroké Praméry obsahia polyaromatickych
uhlovodikt jsou vypocitavany z vysledka vice nez 50 laboratori. Soubor pro datistické
zpracovani vykazuje velky rozptyl vysledki, proto je povolena odchylka rozptylu velka Tim
Ize vysvétlit, Ze byly prijaty NAP (vytéZnost 123 %) a DBA ( vytéznost 68,3 %).
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Tabulka 9.

Porovnani metody ASE na vyZihaném pisku sklasickou extrakci

vytiepanim u CRM

PAH Extrakce Vytéznost t t-kritické | Hypotéza
(mg/kg) (%)
ASE Vytiepani
NAP 2854 2718 95,2 0,693 2,776 prijata
ANA 1569 1507 96,0 2,237 2,776 prijata
FLU 2593 2510 96,8 1,821 2,776 prijata
PHE 13361 13469 100,8 0,335 2,776 prijata
ANT 3725 3645 97,8 0,771 2,776 prijata
FLT 15855 15525 97,9 0,563 2,776 prijata
PYR 12857 13420 104,4 2,061 2,776 prijata
BaA 7254 7196 99,2 0,485 2,776 prijata
CHR 7085 6795 95,9 1,246 2,776 prijata
BbF 6596 6750 102,3 1,229 2,776 prijata
BkF 3550 3644 102,7 1,900 2,776 prijata
BaP 8101 8186 101,0 0,626 2,776 prijata
DBA 1374 1254 91,3 0,933 2,776 prijata
BPE 5867 5828 99,3 0,213 2,776 prijata
|PY 5721 5522 96,5 1,318 2,776 prijata

Zavér: Srovnavané analytické metody poskytuji statisticky stejné vysledky.
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Tabulka 10. Porovnani vysledka metody ASE na vyZihaném pisku sreferenénimi
hodnotami u CRM

PAH Ref. Naméieno | Vytéznost Refer. Piesnost | Hypotéza | Hypotéza
hodnota pi‘esnost o] o]
(my/kg) | (mg/kg) (%) (mykkg) | (mykg) | presnosti | spréavnosti
NAP 2800 2881 102,9 400 169 prijata prijata
ANA 1590 1499 94,3 160 147 prijata piijata
FLU 2570 2507 97,5 290 212 prijata prijata
PHE 13500 13337 98,8 1200 872 prijata prijata
ANT 3700 3711 100,3 210 146 prijata priijata
FLT 15900 16121 101,4 800 540 prijata prijata
PYR 12800 13078 102,2 1000 448 prijata prijata
BaA 7300 7071 96,9 800 336 prijata prijata
CHR 6800 7263 106,8 900 374 prijata prijata
BbF 7200 6472 89,9 700 252 prijata prijata
BkF 3800 3455 90,9 400 162 prijata prijata
BaP 7900 7957 100,7 600 340 prijata prijata
DBA 1700 1207 71,0 300 115 prijata prijata
BPE 5700 5637 98,9 600 345 prijata prijata
IPY 5300 5677 107,1 700 142 prijata prijata

Zaveér: Hypotéza o piresnosti a spravnosti byla u vSech polyaromatickych uhlovodiki prijata.

Testovana metoda ASE poskytuje pro referencni material statisticky spravné vysledky.
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Tabulka 11. Porovnani metody ASE na matrixu sklasickou extrakci vytiepanim
u CRM
PAH Extrakce Vytéznost t t-kritické | Hypotéza
(mg/kg) (%)
ASE Vytiepani
NAP 2862 2718 95,0 0,914 2,776 prijata
ANA 1522 1457 95,7 1,255 2,776 prijata
FLU 2648 2736 103,3 0,367 2,776 prijata
PHE 13686 13671 99,9 0,034 2,776 prijata
ANT 3732 3617 96,9 0,861 2,776 prijata
FLT 15622 15626 100,0 0,003 2,776 prijata
PYR 13024 13546 104,0 1,793 2,776 prijata
BaA 7328 7278 99,3 0,222 2,776 prijata
CHR 6653 6936 104,3 1,170 2,776 prijata
BbF 6639 6445 97,1 0,995 2,776 prijata
BkF 3440 3644 105,9 2,073 2,776 prijata
BaP 7841 8229 104,9 1,825 2,776 prijata
DBA 1062 1111 104,6 0,747 2,776 prijata
BPE 5792 5916 102,1 0,544 2,776 prijata
|PY 5524 5374 97,3 0,809 2,776 prijata

Zavér: Srovnavané analytické metody poskytuji statisticky stejné vysledky.
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Tabulka 12. Porovnani vysledkia metody ASE na matrixu sreferenénimi hodnotami

u CRM
PAH Ref. Naméieno | Vytéznost Refer. Piesnost | Hypotéza | Hypotéza
hodnota pi‘esnost o] o]
(my/kg) | (mg/kg) (%) (mykkg) | (mykg) | presnosti | spréavnosti
NAP 2800 2929 104,6 400 104 prijata prijata
ANA 1590 1583 99,6 160 76,6 prijata prijata
FLU 2570 2670 103,9 290 181 prijata prijata
PHE 13500 13648 101,1 1200 752 prijata prijata
ANT 3700 3788 102,4 210 166 prijata prijata
FLT 15900 16163 101,7 800 548 prijata prijata
PYR 12800 12711 99,3 1000 555 prijata prijata
BaA 7300 7006 96,0 800 471 prijata prijata
CHR 6800 6625 97,4 900 363 prijata prijata
BbF 7200 6342 88,1 700 424 prijata piijata
BkF 3800 3382 89,0 400 272 prijata prijata
BaP 7900 7800 98,7 600 329 prijata prijata
DBA 1700 1074 63,2 300 47,4 piijata | zamitnuta
BPE 5700 5566 97,7 600 353 prijata prijata
IPY 5300 5435 102,5 700 342 prijata prijata

Zavér: Hypotéza o piresnosti a spravnosti byla u vSech polyaromatickych uhlovodiki prijata,

kromé¢ DBA, kde byla hypotéza o spravnosti zamitnuta (vytéZznost DBA 63,2 %). Testovana

metoda ASE poskytuje pro referencni material  statisticky spravné vysledky (s vyjimkou

DBA).
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Tabulka 13. Porovnani metody ASE nasiranu sklasickou extrakci vytiepanim u CRM

PAH Extrakce Vytéznost t t-kritické | Hypotéza
(mg/kg) (%)
ASE Vytiepani
NAP 2927 2945 100,6 0,185 2,776 prijata
ANA 1554 1528 98,3 0,860 2,776 prijata
FLU 2537 2510 98,9 0,778 2,776 prijata
PHE 13549 13671 100,9 0,293 2,776 prijata
ANT 3733 3724 99,8 0,066 2,776 prijata
FLT 15211 15525 95,8 1,402 2,776 prijata
PYR 13421 13420 100,0 0,003 2,776 prijata
BaA 7359 7250 98,5 0,588 2,776 prijata
CHR 7128 7001 98,2 0,502 2,776 prijata
BbF 6579 6550 99,6 0,533 2,776 prijata
BkF 3583 3644 101,7 0,724 2,776 prijata
BaP 7868 8186 104 2,243 2,776 prijata
DBA 1159 1199 103,4 1,270 2,776 prijata
BPE 5408 5778 106,8 4,571 2,776 zamitnuta
|PY 5548 5374 96,9 2,398 2,776 prijata

Zaveér: Srovnavané analytické metody poskytuji statisticky stejné vysledky, s vyjimkou BPE,

kde hypotéza o spravnosti byla zamitnuta.
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Tabulka 14. Porovnani vysledki metody ASE na siranu sreferenénimi hodnotami

u CRM
PAH Ref. Naméieno | Vytéznost Refer. Piesnost | Hypotéza | Hypotéza
hodnota presnost 0 0
(my/kg) | (mg/kg) (%) (mykkg) | (mykg) | presnosti | spréavnosti
NAP 2800 2953 105,5 400 87,1 prijata prijata
ANA 1590 1554 97,7 160 54,0 prijata prijata
FLU 2570 2600 101,2 290 90,7 prijata prijata
PHE 13500 13674 101,3 1200 812 prijata priijata
ANT 3700 3690 99,7 210 108 prijata prijata
FLT 15900 16515 103,9 800 439 prijata prijata
PYR 12800 13187 103,0 1000 423 prijata prijata
BaA 7300 7340 100,5 800 316 prijata prijata
CHR 6800 7188 105,7 900 184 prijata prijata
BbF 7200 6503 90,3 700 108 prijata prijata
BkF 3800 3490 91,8 400 154 prijata prijata
BaP 7900 7774 98,4 600 190 prijata prijata
DBA 1700 1172 70,0 300 19,1 prijata prijata
BPE 5700 5314 93,2 600 159 prijata prijata
IPY 5300 5548 104,7 700 66,5 prijata prijata

Zaveér: Hypotéza o piresnosti a spravnosti byla u vSech polyaromatickych uhlovodiki prijata.

Testovana metoda ASE poskytuje pro referencni material statisticky spravné vysledky.
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Tabulka 15. Opakovatelnosti

VRM u ASE (na pisku, matrixu, siranu) a klasické

extrakce
PAH Pisek Matrix Siran Klasické
vytiepani
(%) (%) (%) (%)
NAP 1,6 8,9 51 39
ANA 1,8 8,4 11,2 6,7
FLU 34 7,5 7,6 9,9
PHE 24 9,2 4,4 3,3
ANT 7,5 5,6 4,1 6,6
FLT 7,0 81 81 2,7
PYR 35 9,0 5,0 1,8
BaA 8,4 9,9 7,0 4,0
CHR 3,3 59 52 2,2
BbF 2,3 12,4 4,2 19
BkF 2,7 11,0 55 2,6
BaP 3,6 7,8 1,7 2,9
DBA 25 31 6,3 6,8
BPE 91 11,2 54 1,8
IPY 1,7 9,5 4,6 4,2
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Tabulka 16. Opakovatelnosti CRM na ASE (pisek, matrix, siran) a klasické extrakce

PAH Pisek Matrix Siran Klasické

vytiepani
(%) (%) (%) (%)
NAP 59 3,6 31 8,9
ANA 9,8 4,8 35 6,5
FLU 8,5 6,8 35 1,9
PHE 6,5 55 34 52
ANT 39 7,2 2,9 3,6
FLT 34 6,3 2,7 6,9
PYR 34 4,4 3,2 6,0
BaA 4.8 6,7 4,1 54
CHR 52 55 3,5 6,2
BbF 3,9 6,7 1,7 2,7
BkF 47 81 4,4 7,1
BaP 4,3 4,2 25 3,2
DBA 10,2 9,2 3,2 7,9
BPE 6,1 6,3 3,0 54
|PY 3,2 6,3 3,6 4,8




Tabulka 17. Porovnani obsahi PAHs nainertnich matricich u VRM

PAH ASE na ASE namatrixu | ASE nasiranu Relativni
vyZihaném sodném smérodatna

pisku odchylka
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (%)
NAP 828 632 77 11,1
ANA 66,0 68,5 57,0 7,7
FLU 94,5 89,3 85,8 4,0
PHE 1244 1148 1229 3,5
ANT 288 289 294 0,9
FLT 1904 2103 2076 4,3
PYR 1678 1555 1577 3,3
BaA 1124 991 1106 55
CHR 1211 1171 1153 2,1
BbF 1463 1293 1433 5,3
BkF 680 688 699 11
BaP 961 1068 1084 5,3
DBA 165 131 148 9,4
BPE 1086 1004 1001 3,8
IPY 1068 1027 1133 4,1
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Tabulka 18. Porovnani obsahi PAHs nainertnich matricich u CRM

PAH ASE na ASE namatrixu | ASE nasiranu Relativni
vyZihaném sodném smérodatna
pisku odchylka
(my/kg) (my/kg) (mg/kg) (%)
NAP 2854 2862 2927 1,1
ANA 1569 1522 1554 1,3
FLU 2593 2648 2537 1,7
PHE 13361 13686 13549 1,0
ANT 3725 3732 3733 0,1
FLT 15855 15622 15211 1,7
PYR 12857 13024 13421 1,8
BaA 7254 7328 7359 0,6
CHR 7085 6653 7128 31
BbF 6596 6639 6579 0,4
BkF 3550 3440 3583 1,7
BaP 8101 7841 7868 15
DBA 1374 1062 1159 10,9
BPE 5867 5792 5408 3,5
IPY 5721 5524 5548 1,6
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Tabulka 19. Porovnani metody ASE a klasické extrakce u vzorku 907

PAH Extrakce Vytéznost t t-kritické | Hypotéza
(mg/kg) (%)
ASE Vytiepani

NAP 7,7 7,6 98,3 0,174 2,776 prijata
ANA 2,6 2,4 92,3 0,522 2,776 prijata
FLU 5,7 5,7 100,6 0,057 2,776 prijata
PHE 46,5 40,3 86,6 0,989 2,776 prijata
ANT 9,8 6,9 70,7 2,098 2,776 prijata
FLT 80,9 76,9 95,1 0,444 2,776 prijata
PYR 74.6 69,4 93,1 1,713 2,776 prijata
BaA 338 31,4 93,0 1,765 2,776 prijata
CHR 40,8 39 95,5 2,634 2,776 prijata
BbF 31,6 333 105,5 0,695 2,776 prijata
BkF 28,0 27,7 99,0 0,364 2,776 prijata
BaP 47,9 45,8 95,5 0,590 2,776 prijata
DBA 4,2 3,6 87,2 1,789 2,776 prijata
BPE 37,1 333 89,7 2,178 2,776 prijata
|PY 36,6 375 102,5 0,287 2,776 prijata

Zavér: Srovnavané analytické metody poskytuji statisticky stejné vysledky.
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Tabulka 20. Porovnani metody ASE a klasické extrakce u vzorku 922

PAH Extrakce Vytéznost t t-kritické | Hypotéza
(mg/kg) (%)
ASE Vytiepani

NAP 10,7 10,5 97,8 0,325 2,776 prijata
ANA 37 35 95,5 0,822 2,776 prijata
FLU 9,6 10,2 107,0 0,389 2,776 prijata
PHE 101 99,4 98,0 0,360 2,776 prijata
ANT 19,3 18,3 94,4 0,582 2,776 prijata
FLT 228 232 101,9 0,361 2,776 prijata
PYR 195 190 97,8 0,512 2,776 prijata
BaA 89,4 87,4 97,8 1,083 2,776 prijata
CHR 110,7 102,8 92,9 1,640 2,776 prijata
BbF 100,3 99,6 99,2 0,150 2,776 prijata
BkF 51,3 50,9 99,3 0,175 2,776 prijata
BaP 103,2 99,6 96,5 0,540 2,776 prijata
DBA 11,3 10,8 95,0 1,202 2,776 prijata
BPE 82,3 71,5 87,0 2,760 2,776 prijata
|PY 65,0 67,7 104,2 0,390 2,776 prijata

Zavér: Srovnavané analytické metody poskytuji statisticky stejné vysledky.

5 Zavér adiskuse

Cilem vyvojového ukolu bylo ovétit moznost vyuZiti extrakéni techniky ASE pro stanoveni

polyaromatickych uhlovodika a porovnat ji s extrakéni technikou vytiepavanim.

Oveiovani a zkrécena validace (opakovatelnost, sprévnost) metody byly provedeny

na readlnych vzorcich z monitoringu pud, dale na vnitrolaboratornim referencnim materidlu

a na certifikovaném materidlu. Extrakce vSech uvedenych puad byly provedeny na trech

raznych inertnich materidlech — na vyZihaném pisku, na matrixu a na bezvodém vyzZihaném

siranu sodném. Z meéteni a porovnani vyplynulo, Ze druh pouZzitého inertniho materidlu nema
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vyznamny vliv na vysledky obsahi PAHs (tabulka 17 a 18). Byly provédény extrakce
sjednim a dvémi statickymi cykly. Bylo zji&éno, Ze pro vzorky s vySSimi obsahy PAHS
je vhodnéjSi pouzivat dva statické cykly, u béznych vzorki je dostadujici jeden staticky
cyklus.

Byly nalezeny optimalni extrakéni podminky, u kterych byla ovérena spravnost metody.
U vzorku VRM 764 pii srovnavani metody ASE a klasické metody vytiepani byla hypotéza
0 shodé metod piijata s vyjimkou naftalenu, kde metoda ASE poskytuje vysSi vysledky. To je
pravdépodobné zpisobeno tim, Ze pii klasické extrakci dochézi u nizkovroucich PAHs
k vy&Sim ztratdm. RovnéZ pii srovnavani naméienych hodnot s referenénimi hodnotami byly
hypotézy o piesnosti a spravnosti u vdech PAHS prijaty.

U certifikovaného referencniho vzorku CRM pii srovnévéni metody ASE a klasické metody
byla hypotéza o shodé metod u v3ech polyaromatickych uhlovodikt prijata. Pri testovani
vysledki CRM s referencnimi hodnotami byly hypotézy o piesnosti a spravnosti prijaty.

Pri srovnavani metod ASE a klasické extrakce u redlnych pid 907 a 922 byla hypotéza
o spravnosti u vdech polyaromatickych uhlovodiku prijata (tabulka 19 a 20).

Metoda ASE byla ovérena také na standardu PAHS, vytéZznost se pohybovala v rozmezi 80%
az 114 %.

Opakovatelnost meteni vzorkt na vSech testovanych inertnich materidlech se pohybovala
uVRM do 12 %, u CRM do 10 %, u klasické extrakce také do 10 %. Hypotéza o normalité
vsech dat byla potvrzena

Z vysledka oveérovani metody ASE vyplyva, Ze metoda je vhodna pro extrakci pad pri
stanoveni polyaromatickych uhlovodika. Hypotézy o spravnosti a piesnosti byly piijaty.
Metoda extrakce ASE a metoda vytiepavanim jsou srovnatelné a klasickou extrakci 1ze
vyuzitim pristroje ASE 100 Uspésné nahradit.

Nevyhodou vyuZiti pristroje je vSak jeho jednopozicovy provoz a tim nemoznost analyzovat
vzorky puad po vétSich sériich, jak to umozZnuje soucasné vyuZivana klasicka extrakce.
V piipadé jednoho statického cyklu trva extrakce jedné navazky zhruba 20 minut, tzn.
extrakce jednoho vzorku (2 paralelni stanoveni) trva témer tii ¢tvrté hodiny (pri pouZziti dvou
statickych cykli u vzorka kali je to jedna hodina). Timto se priprava vzorki prodluzuije,
protoZe za stejnou dobu je mozno proveést klasickou extrakci u 12 navazek.

Vyuziti pristroje je vhodné pri analyzéch jednotlivych vzorki a hlavné pro studium
a ovefovani extrakci u novych matric nebo maZe pomoci pri extrakcich nekterych
problematickych vzorka.

69



6 Literatura

1. Richter, B.E.; Jones, B.A.; Ezzell, JL.; Porter N.L. Accelerated Solvent Extraction:
A Technique for Sample Preparation. Analytical Chemistry, 1996, 68,1033 — 1039

2. Saim, N.; Dean, JR.; Abdullah M.P.; Zakaria, Z. Extraction of polycyclic aromatic
hydrocarbons from contaminated soil using Soxhlet extraction, pressurised and
atmospheric microwave-assisted extraction, supercritical fluid extraction and accelerated
solvent extraction. Journal of Chromatography A, 1997, 361 — 366

3. Giergielewicz-Mozajska,H.; Dabrowski, L.;Namiesnik, J. Accelerated Solvent Extraction
(ASE) in the Analysis of Enviromental Solid Samples — Some Aspects of Theory and
Practise. Critical Reviews in Analytical Chemistry, 2001, 31, 149 — 165

4. Bjorklund, E.; Nilsson, T. Pressurised liquid extraction of persistent organic pollutants
in environmental analysis. Trends in analytical chemistry, 2000, vol. 19, no.7, 434 — 444

5. Popp, P.; Keil, P.; Moder, M.; Paschke, A.; Thuss, U. Application of accelerated solvent
extraction followed by gas chromatography, high-performance liquid chromatography and
gas chromatography-mass spectrometry for determination of PAHS, chlorinated pesticides
and polychlorinated dibenzo-p-dioxins and dibenzofurans in solid wastes. Journal
of Chromatography A, 1997, 774, 203 — 211

6. Kureckovg, K.; Ventura, K.; Eisner, A.; Adam, M. Aplikace fluidnich extrakci pii izolaci
kontaminantt z padnich vzorka. Chemickeé Listy, 2001, 95, 415 —419

7. Amedis, spol.sr.o.; Navod k pouZziti

70



Bulletin Narodni referenéni laboratore X 2006/ 3

Roc¢nik: X,¢.3

Vydal: Ustiedni kontrolni a zkudebni Ustav zeméd&lsky v roce 2006
Odpovedny redaktor: RNDr. Jifi Zbiral, Ph.D.

Technicka spolupréce: Ing. Iva Strizova

Naklad: 140 vytiski

Pocet stran: 70

Tisk: UKZUZ, Hroznova 2, 656 06 Brno, tel.: 543 548 111

e-mail: ukzuz@ukzuz.cz

Texty neprodly jazykovou Upravou.

ISSN 1212- 5466


mailto:ukzuz@ukzuz.cz



