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SOUHRN

Perfluorované latky (PFASs) jsou syntetické slouceniny, které byly a stale jsou pouzivany v
fad¢ primyslovych aplikaci. Diky unikiim do zivotniho prostfedi a nasledné distribuci jsou
dnes detekovatelné ve vSech typech matric zivotniho prostiedi, kde vykazuji vysokou miru
perzistence a bioakumulace.

Cilem této diplomové prace bylo zpracovani literarni reSerSe o téchto latkach, zahrnujici
posouzeni jejich chemickych, fyzikéalnich a environmentélnich vlastnosti a zhodnoceni metod
jejich sledovani v ruznych typech matric. Byla zpracovana metoda pro jejich identifikaci
a kvantifikaci ve vodé a ovéreni metody na realnych vzorcich zivotniho prostiedi.

Klicovd slova:

Perfluoroalkylované slouceniny (PI'ASs), vysokorozlisovact plynovd chromatografie (HRGC),
hmotnostni spektrometrie (MS), povrchovd voda, odpadni voda.

SUMMARY

Perfluoralkylated substances (PFASs) are being used in various industrial applications. They
are detectable in all types of enviromental matrices thanks to leak and distrubution into
enviroment where they show out high level of persistance and bioaccumulation.

Aim of this diploma thesis was to elaborate literature search about these substances.
Appreciation of chemical, enviromental, physical characteristics of these substances and
evaluation of observation methods in various types of matrices is included. Also methods for
identification and quantification in water and method verification on real enviromental
samples is included.

Key words:

Perfluoroalkylated substancies (PFASs), high-resolution gas chromathography (HRGC),
surface water, waste water
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1. UVOD

Prudky rozvoj chemie v 19. a 20. stoleti ptinesl vedle nepfeberného mnozstvi novych
chemickych latek, chemickych pfipravki a védeckych objevi, které pfispely ke zvySovani
zivotni urovng lidi, také n¢které negativni zmény, mezi kterymi vystupuje do popredi zeyména
prunik chemickych latek do zivotniho prostiedi.

Perfluoroalkylované latky jsou vedle chlorovanych a bromovanych organickych latek
dalsi ze skupiny halogenovanych organickych latek, které zafazujeme mezi perzistentni
organické polutanty. Diky pevné vazb&€ mezi uhlikem a fluorem se vyznacuji vysokou
stabilitou a nasly §iroké pouziti v riznych primyslovych odvétvich. Primyslové se zacaly
vyrabét v 50. letech dvacatého stoleti a jejich vyrabény objem se zvySoval az do konce
dvacatého stoleti. Pii vyrobeé a pouziti téchto latek dochazelo k jejich tniku do Zzivotniho
prostiedi, ve kterém diky své stabilité pretrvavaji velice dlouho bez znamek degradace
perfluorovaného fetézce. Soucasné dochazi rovnéz k jejich distribuci do ruznych slozek
zivotniho prostiedi a k jejich akumulaci v Zivych organizmech. Radi se mezi skupinu
prioritnich organickych polutantd (POP's) a svymi environmentalnimi vlastnostmi jsou
podobné chlorovanym organickym latkam, jako jsou polychlorované bifenyly (PCB), nebo
chlorované pesticidy. V soucasnosti jsou zastupci téchto latek detekovany ve vSech typech
matric ze zivotniho prostfedi, a to nejen v primyslové rozvinutych a husté osidlenych
oblastech, ale také v oblastech zna¢n€ odlehlych, jako je Antarktida, kam se tyto analyty
dostavaji diky dalkovému transportu.



2. CIL PRACE

Predlozena diplomova prace je zamétena na problematiku vyskytu novych prioritnich
organickych polutantd, perfluorovanych sloucenin, tvoficich zavazné kontaminanty pfitomné
ve slozkéach zivotniho prostfedi. Protoze se jedna o chemické slouCeniny, které nejsou jesté
dlouhodob¢ sledovany, bylo zapotiebi se kromé experimentalni Casti zaméfit také na ziskani
dostateCného mnozstvi literarnich Gdaji o chovani a vyskytu téchto sloucenin. Stejne jako
u ostatnich halogenovanych organickych sloucenin, mohou perfluorované slouceniny,
vzhledem ke svym fyzikaln€é-chemickym a environmentalni vlastnostem, pronikat do vSech
abiotickych slozek zivotniho prostredi a distribuovat se do biotickych matric.

Hlavni cile predlozené diplomové prace byly nasledujici:

+ Zpracovani literarni reSerSe

+ Zhodnoceni praniku perfluorovanych latek do riznych typu abiotickych a biotickych
matric

+ Posouzeni analytické problematiky souvisejici s identifikaci a stanovenim téchto latek,
na jehoz podklad€ by mél byt navrzen vhodny analyticky postup pro jejich identifikaci
a kvantifikaci

+ Zpracovani metody pro izolaci perfluorovanych sloucenin z environmentalnich matric

+ Zpracovani metody pro jejich identifikaci a kvantifikaci; jeji ovéfeni na modelovych
systémech

4 Ové&feni vypracovaného metodického postupu na realnych vzorcich ze Zivotniho
prostiedi

+ Zhodnoceni a interpretace vysledka.



3. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Strucna charakteristika perfluoralkylovanych slouc¢enin

Perfluorované slouceniny (PFCs) je spoleCny néazev pro skupinu syntetickych
fluorovanych latek, zahrnujicich 1 jejich oligomery a polymery. Tato skupina prioritnich
polutantli zahrnuje né€kolik set slouCenin, které se déli celkem do 23 skupin. Dulezitymi
podskupinami jsou perfluorované organické surfaktanty a fluorované organické polymery.[3]
V dal§icasti bude pozornost zaméfena vyhradné na perfluoralkylované slouceniny (PFAS),
které patii mezi volatelni a semivolatilni organické polutanty. Tato skupina latek obsahuje ve
své molekule hydrofobni alkylovy fetézec a hydrofilni funkéni skupinu. Délka alkylového
fetézce je rizna av prumyslovych aplikacich se nejCast&ji pohybuje od 4 do 20 uhlika.
Retézec mize byt linearni nebo rozvétveny. V alkylovém fetdzci jsou bud’ viechny atomy
vodiku substituovany atomy fluoru, u perfluorovanych sloucenin CF;-(CF;),-R, nebo ¢ast
fetézce obsahuje skupiny -CHj-. To jsou tzv. polyfluorované slouceniny. Obvykle nejsou
atomy fluoru substituované prvni dva uhliky v alkylovém fetézci. Tuto skupinu latek mizeme
vyjadiit sumarnim vzorcem CF3-(CF,),-CH;-CH;-R. Hydrofilni funk¢ni skupinou byva
ptevazné sulfonova, karboxylova, alkoholova, fosfatova, sulfonamidova, nebo substituovana
sulfonamidova skupina. Podle hydrofilni funk¢ni skupiny mizeme tyto latky rozdélit na
anionogenni (napiiklad skupiny -SO3’, -OPO3’, -COQO"), neutralni (napiiklad skupiny -OH,
SO3;NH;) a kationogenni (quarterni amoniova sul). [1]

3.2 Vyroba a vyuziti perfluoralkylovanych sloucenin

3.2.1 Vyroba perfluoralkylovanych sloucenin

Do pramyslové vyroby se dostavaji po druhé svétové valce a diky svym fyzikalné-
chemickym vlastnostem nachdzeji vyrobky obsahujici prfluorované latky uplatnéni jak
v prumyslu, tak v domactnostech. Jejich vyroba je po celou dobu soustiedéna v Evropé, USA
a Japonsku. I kdyz je znamo vice moznosti, jak perfluoroalkylované latky pfipravit,
v prumyslové vyrob€ se uplatnily dva postupy vyroby. Kazdym z postupt je mozné vyrobit
odlisné perfluorované slouceniny. Produkty kazdé z vyrob se rovne€z lisi svoji Cistotou
a cenou. Podle OECD je produkovany objem PFOS a ptibuznych latek 4500 tun rocné.[18]

3.2.1.1 Vyroba perfluoralkylovanych sloucenin telomeraci

Telomeraci se vyrab&ji produkty, které nejsou pln€ fluorované, ale maji linearni
perfluorovany alkylovy fetézec s ethylenovou skupinou a s funkéni skupinou. Prvni krok
reakce ma charakter radikdlové polymera¢ni reakce. Jodotetrafluoroethan reaguje
s n molekulami tetrafluoroethylenu, ¢imz vznikne perfluoroalkyl jodid. Ten v dalsim kroku
reakce reaguje s ethylenem, ¢imz se ziska 1H,1H,2H,2H-perfluoroalkyl jodid. Naslednou
reakci se do molekuly vpravi potiebna funkeni skupina. Timto zpisobem se vyrabi linearni
perfluorované fetézce. Vysledny produkt obsahuje malo necistot, ale vyroba telomeraci je
o mnoho drazsi, nez vyroba elektrochemicka. [2]



Tabulka I: Prehled vybranych perfluoralkylovanych sloucenin

sloufenina zkratka vzorec priklad struktury
perfluoralkyl sulfonaty PFOS
C.: perfluorobuthyl sulfonat | PFBS C.FoSOy |F |F |F |F |F |F |F |F Q-
Cs: perfluorohexyl sulfonat PFHxS CsF13805 F T T T T 1] ﬁ_o
Cs: perfluorooctyl sulfonat PFOS CsF1;S05 FFFFFFFFO
Cyo: perfluorodecyl sulfonat PFDS CioF2 505
perfluoralkyl karboxylaty PFOA )
Cs:perfluoroktanoat PFOA CsFi50, _ '|: '|: '|: '|: '|: '|: '|: '|: O
Cyo:perfluordekanoat PFDA CioF150, ST T T T T T T 1N
Cyo:perfluordodekanoat PFDoA CoF0y FFFFFFFF O
Cy4perfluortetradekanoat PFTeDA C14F 0,
polyfluorované alkoholy 6:2FTOH
4:2  fluorotelomer alcohol 4.2 FTOH | C4FoHs50 '|: '|: '|: '|: '|: '|: '|'| '|'|
6:2 fluorotelomer alcohol 6:2 FTOH | C4F3H;0 F RN OH
8:2 fluorotelomer alcohol 8:2 FTOH | CyF;H;50 FFFFFFHH
10:2 fluorotelomer alcohol 10:2 FTOH C,F51Hs0
perfluorsulfonamidy NMeFOSE
: FFFFFFFFO
perfluorooctansulfonamid PFOSA CsF17SO;NH, S I O g_N/—\OH
N-mothy] NMcFOSA | CoFsHLSO-N LEDDTLT LT Ny
perfluoroktansulfonamid
N-ethyl perfluoroktan- | NEt FOSA C10F17HsSO,N
sulfonamid
N-methyl perfluoroktan- | NMeFOSE C11F17sHsSOsN
sulfonamidoethanol
FF F F FFFFFFFF
- e e o o B
F F F F FFFFFFFF
jodopentafluorethan tetrafluorethylen pentafluoroktyljodid
FFFFFFFEF H FFFFFFFFHH
e X —— A
FFFFFFFF H FFFFFFFFHH
pentafluoroktyljodid ethylen 1H,1H,2H,2H perfluordekyljodid

Obrazek 1: Priklad procesu telomerace

3.2.1.2 Vyroba perfluoralkylovanych sloucenin elektrochemicku cestou — ECF

Touto metodou se vyrabé&ji linearni i vétvené slouceniny, které jsou plné fluorované. Pti
elektrochemické fluoraci je vychozi organicka sloucenina ponofena do kapalné a bezvodé
kyseliny fluorovodikové. Na tuto smés je priveden stejnosmérny elektricky proud o napéti 4,5




az 7V. Pti tomto procesu jsou vSechny atomy vodiku v organické sloucenin€ substituovany
atomy fluoru. Jako vychozi organicka slouCenina pro latky zalozené na bazi sulfonové
kyseliny se pouziva ptislusny alkylsulfonylfluorid, jehoz elektrochemickou fluoraci se vyrobi
perfluoroalkylsulfonylfluorid.|2]

HoH O H H O H H HH O FFFFFFFFO
O 45 L]
H s—F + 1/HF ———> F S—F + 17H,
BEEEREER ECF T T T
H HHHHUHMHHDO FFFFFFFTFO
1-oktansulfonyl fluorid perfluoro-1-oktansulfonyl fluorid

Obrazek 2: Elektrochemickd fluorace oktanoylsulfonyl fluoridu

Néslednymi reakcemi znamymi z organické syntézy se vyrobi prislusné amidy, soli
sulfonovych kyselin, nebo sulfonové kyseliny samotné.

Nevyhodou tohoto procesu je, ze pii pruchodu elektrického proudu dochazi k fragmentaci
organické molekuly a v produktu jsou pfitomny i krat$i perfluoralkylované fetézce, v€tvené
a cyklické struktury, nebo neuplné fluorované slouceniny. Necistoty v konecném produktu
elektrotermické fluorace mohou dosahovat az 30% a je nutné tyto smési nasledné délit.[2]

POSF
perfluoroktansulfonyl fluorid

aminy - sulfaty

amfoterni latky kvarterni amoniové soli

FOSA
N-alkylperfluoroktansulfonamid

amidy - _ alkoxylaty

\

karboxylaty
oxazolidinon
silany

FOSE

N-alkylperfluoraktansulfonamidoethanol
uretany estery mastnych kyselin
. kopolymery
adipaty
estery fosfatu v alkoholy
akrylaty

Obrazek 3: Schéma vyroby perfluorovanych latek z POSF



3.2.2 Vyuziti perfluoralkylovanych slou¢enin

Diky specifickym fyzikalné-chemickym vlastnostem se dostalo perfluorovanym
slouCeninam Sirokého uplatnéni, a to jak v domacnostech, tak i v riznych prumyslovych
odvétvich. Tyto sledované latky jsou mimoradné tepelné stabilni, patfi mezi povrchové
aktivni latky a vykazuji odpudivost vody i oleju (hydrofobni i oleofobni charakter). Krome
dale uvedenych aplikaci se tyto latky pouzivaji v tade€ specidlnich aplikaci, naptiklad 1 ve
zdravotnictvi; protoze objem latek vyrabénych pro tyto ucely je maly, nebudou proto tyto
aplikace vubec uvadény. Diky jejich environmentalnim vlastnostem, které jsou noveé
popisovany, omezuje se v posledni dobé jejich pouziti. V roce 2001 byla ukonfena vyroba
perfluorovanych latek v americké spoleCnosti 3M, kterd byla do té doby nejvétSim
producentem téchto latek na sveté.[3] V mnohych aplikacich se vSak perfluorované latky
pouzivaji stale.

Aplikace perfluorovanych litek od kterych se upousti:
- oSetfeni povrchu tkanin, koberct, kiize, papiru
- pfimes v natérovych hmotéach
- vyroba prumyslovych i domacich Cisticich prostiedkt a povrchové aktivnich latek
- vyroba insekticidu.

V soucasnosti se perfluorované latky dale pouzivaji v nasledujicich aplikacich:
- aditiva do hasicich pén
- aditiva do hydraulickych oleji
- ptisada do lazni pti galvanickém pokovovani a leptani
- ve fotografickém primyslu
- pfi vyrobé polovodict
- ve fotolitografii.

3.2.2.1 Osetfeni povrchii tkanin, koberci, kitZe

Osetteni povrchu tkanin, kobercl a kiize perfluorovanymi latkami znacné zlepsuje jejich
vlastnosti pfi uzivani. Povrch materialu odpuzuje vodu 1 olej, je mnohem mén€ nachylny
k uspinéni a necistoty se lépe smyvaji. Velka Cast téchto aplikaci je realizovana na bazi
polymerni. Vychozi latkou pro jejich vyrobu je N-MeFOSEA (methylperfluoroctan
sulfonamidoethanol). Ten na povrchu polymerizuje s mo¢ovinou nebo akryldtem a vznikly
polymer pokryje povrch materidlu. Fluorouhlikaty fetézec na povrchu udé€luje materidlu
vyjimecné vlastnosti, vySe popsané. [2]

3.2.2.2 Ofetient papiru

Papir osetfeny perfluorovanymi latkami se pouziva zejména pii baleni potravin a jinych
produktt. Pfi aplikaci perfluorovanych latek na papir dojde ke snizeni povrchového napéti
vlaken v papife. Takto oSetfena vlakna zabranuji pronikani a ulpivani tukd, mazadel a oleja.
Pouzivaji se dva druhy latek. Prvni druh predstavuje smés tvorenou mono-, di-, a tri- fosfat
esterem N-EtFOSEA v poméru 10%, 85% a 5%; jako druhy druh se pouziva kopolymer
akrylatu a N-MeFOSEA. Perfluorovné latky tvofi asi 1 - 1,5% hmotnosti oSetiené¢ho papiru.

2]
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3.2.2.3 Povrchové aktivni ldatky

Povrchové aktivni latky na béazi perfluorovanych latek jsou obecn€ o mnoho ucinngjsi pii
snizovani povrchového napéti, nez bézn€ pouzivané uhlovodikové nebo silikonové povrchove
aktivni latky. Pfi jejich pouziti 1ze dosédhnout povrchového napéti 15-16 dyn/cm jiz pfi
koncentracich 100 ppm i nizsich. Navic jsou stabilni a u¢inné i v extrémnich podminkéch, kde
jiz bézné surfaktanty nemohou fungovat. Snaseji silné kyselé 1 zasadité prostredi a odolavaji
silnym oxida¢nim ¢inidlim. Tyto latky jsou vétSinou zalozeny na bazi PFOS (perfluoroktan
sulfonat). [2]

3.2.2.4 Aditiva do hasicich pén

Hasici pény se pouzivaji v piipadech, kdy vznikly pozar neni mozné uhasit pouze vodou.
Jedna se zejména o pozary hotlavych kapalin, autonehody, plosné€ rozsahlé pozary apod. Péna
se pripravuje smichanim pe&nového koncentratu s vodou a ma velmi malou hustotu. Po
aplikaci vytvofi péna film, ktery pfikryje pozar vrstvou neprostupnou pro vzduch a tim
dochazi k jeho uhaseni. Hasici koncentrat obsahuje ptiblizn€ 0,5 - 1,5 % hm. perfluorovanych
latek. Jedna se zejména o perfluoralkylsulfonaty. Tyto latky snizuji povrchové napéti
a vyrazn€ zlepSuji pénivost. [2]

3.2.2.5 Piimés v ndtérovych hmotdich

Nekteré firmy vyrabéji barvy a aditiva do barev na bazi fluoropolymerti. Aditiva zlepsuji
vlastnosti barev. Povrchy osetfené témito barvami odpuzuji vodu a Spinu. AvSak pouzivané
fluoropolymery obsahuji zbytky fluorovanych uhlovodiki. Tyto nizkomolekularni latky tvori
obvykle ptfimes polymeru do 4% a do barvy nejsou piidavany amysin€. Tyto pfimési nemaji
definované slozeni. [3]

3.2.2.6 Prisada do lazni pri galvanickém pokovovani a leptani

PFOS je pridavan do lazni pro galvanické pokovovani a leptani, zejména pokud se zde
pracuje s toxickymi latkami a tézkymi kovy (chrom). Perfluorované latky snizuji povrchové
napeti a omezuji vznik oxidacni mlhy, kterou se nebezpecné latky uvoliuji do pracovniho
prostiedi. [2]

3.2.2.7 Poufiti ve fotografickém primyslu

PFOS a jemu podobné latky nasly diky svym vyjime¢nym povrchove aktivnim
vlastnostem uplatnéni také ve fotografickém pramyslu. V malém mnozstvi se aplikuji na
fotograficky film, fotograficky papir i1 tiskarské desky. Zde snizuji tfeni, omezuji vznik
elektrostatického naboje a odpuzuji necCistoty. Pti pouziti jinych latek se musi k dosazeni
stejného efektu aplikovat vétsi mnozstvi a kvalita fotografie se zhorsuje. [3]

3.2.2.8 Poufiti pri vyrobé insekticidi

Perfluoralkylované latky se rovnéz pfidavaji do razny insekticidnich pfipravki. Jedna se
zejména o piipravky na hubeni riznych druht mravench. Zde se pouziva predevsim
N-EtFOSA (N-ethyl perfluorooktan sulfonamid) s obchodnim nazvem Sulfluramid®. Tento
piipravek se pouziva v komer¢nich a primyslovych prostorach. [2, 4]
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3.3 Fyzikalni a chemické vlastnosti

Dostupnych dat o fyzikdlnich a chemicky vlastnostech perfluorovanych latek je
v literatufe méné, nez je tomu u jinych halogenovanych latek. Fluor s uhlikem tvofi
nejpevnéjsi vazbu v organické chemii (~484kJ/mol). Sila vazby je ovlivnéna dalsi strukturou
molekuly a jeji sila se zvySuje s vysSim stupném fluorace. Sila vazby udéluje perfluorovanym
latkam mimotadnou stabilitu a odolnost vic¢i vné&jsim vlivim. Fluor je prvek s nejveétsi
elektronegativitou (4) a vazba s uhlikem je siln€ polarni. Perfluorované fetézce jsou oleofobni
a hydrofobni zaroven. Pokud sloucenina obsahuje ionogenni skupinu, ktera ve vod¢ disociuje,
rozpustnost ve vode se zvysSuje. Parcialni tlak se znac¢né 1isi u ionogennich a neionogennich
latek, a to az o nékolik fadu. Pti smichani s organickou a vodnou fazi dochazi ¢asto ke vzniku
faze treti, coz dokazuje jejich oleofobitu 1 hydrofobitu. Perfluoralkylované latky maji
mimofadné povrchové aktivni vlastnosti, vykazuji velmi nizké povrchové napéti a index
lomu. Vzhledem ke své relativni molekulové hmotnosti maji nizky bod varu.[S] PFCA jsou
silnymi kyselinami; jejich sila se blizi silnym mineralnim kyselinam. Rozpustnost klesa se
vzrustajici délkou perfluorovaného fetézce; od C;- C¢ jsou misitelné s vodou ve vSech
pomeérech, s delSim uhlikatym fetézcem jsou omezené rozpustné.[47]

Tabulka II: Vybrané viastnosti perfluorovanych Ildtek

latka CAS Mr bod tani bod varu| rozpustnost | tlak pary| Hustota
[°C] [°C] ve vodé [Pa] [g/cm’]
PFBA 375-22-4 | 214,04 | -17,5 120 misitelna 1333 1,64
PFHxA 307-24-4 | 314,06 | 12-14 157 misitelna - 1,76
PFOA 335-67-1 | 414,07 | 52-54 189 3,4¢g/1 1333 1,79
PFBS (K") |375-73-5 | 339,21 |270,4 - 52,6-56,6g/1 | 8,91x10® | 1,81
PFOS (K") | 1763-23-1 | 538 >400 - 519 mg/1 3,31x10™* | 0,6
6:2 FTOH | 647-42-7 | 364,11 88-95 - 876 1,65
8:2 FTOH | 678-39-7 | 464,12 | 42-44 95-105 0,14 mg/I1 227 -
N-EtFOSA | 4151-50-2 | 527 88-90 110 <0,05mg/l |7 1,16
N-MeFOSE | 24448-09-7| 557 75-95 - 0,82 mg/I 0,7 -

3.4 Unik do Zivotniho prostiedi

Vsechny perfluorované latky pfitomné v zivotnim prostiedi jsou antropogenniho ptuvodu.
Z latek ptirodniho pivodu jsou znamy pouze nékteré monofluorované organické slouceniny
(monofluoroctova kyselina), které jsou produkovany nékterymi rostlinami a houbami. [5]

Perfluorované slouceniny vstupuji do zivotniho prostiedi beéhem celého procesu jejich
vyuzivani. Do prostfedi jsou uvolfiovany pii vyrobé, preprave, pridavani do kone¢ného
produktu, vyuzivani produktu a zpracovani odpadu.[5] Uvoliiovany jsou rovnéz pti aplikacich
popsanych v kapitole 3.2.2. Celkové mnozstvi téchto latek, které unikly do zivotniho prostiedi
je dnes tézké presné urcit, ale je odhadovano na 3200-7300 tun v letech 1951-2004.[18]
V dal§im budou pfiblizeny nejvétsi zdroje uniku téchto latek.
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Vyroba perfluorovanych latek zahrnuje piiblizn€ 600 reakci. Pii kazdém kroku vyroby
vznika odpad a i pfesto, Ze jsou tyto vystupy recyklovany a Cistény, je vyroba téchto latek
nejveétsim zdrojem Uniku do zivotniho prostfedi.[S] The United States Environmental
Protection Agency (U.S. EPA) uvadi, ze pii vyrob€ nejvétSim producentem téchto latek na
svéte, americkou spoleCnosti 3M, bylo uvolnéno do roku 2000 piiblizn€ 3000 tun latek
s perfluorovanym fetézcem Cs. V roce 2002 ukoncila spole¢nost 3M vyrobu perfluorovanych
latek s fet€zcem s osmi uhliky, které se zdaji z environmentalniho hlediska nejrizikove;si,
a pfesla na latky s uhlikatym fetézcem se Ctyimi uhliky. Tyto latky vykazuji mens$i miru
biokoncentrace. V jinych podnicich pokracuje vyroba perfluorovanych sloucenin s fetézci
Cs.[45]

Pti vyrobé dochazi k anikim vypousténim kontaminovaného vzduchu, vody a ukladanim
odpadu na skladkach. V jakém poméru jsou tyto vystupy muzeme usoudit z revize provedené
v podniku u mésta Decatur (USA), jejichz vysledky jsou zhrnuty v tabulce II1. [S]

Tabulka IIL: Produkce perfluorovanych odpadii ve mésté Decatur (USA) v roce 1998

Typ odpadu Odhadovany ekvivalent PFOS v kg
emise do vzduchu 8600
odpady ke spaleni 298 000
odpady ukladané na skladku 172 000
vypusteéné odpadnimi vodami 4 500
celkovy odpad 483 000

K citelnym anikiim perfluorovanych latek dochazi rovnéz pfi jejich dal§im zpracovani na
finalni produkty. Prikladem muze byt textilni primysl, kde se pouzivaji latky na bazi PFOS
k povrchové upravé tkanin a kobercti. Vysledny polymer na povrchu latky obsahuje pfiblizné
1% latek na bazi PFOS. Pfi vypirani produktu se tyto latky uvolfiuji do odpadni vody.
Odhaduje se, ze pti zpracovani perfluorovanych latek na finalni produkty unikne do zivotniho
prostiedi 1,4% z celkového zpracovaného objemu. [6].

Pii nasledném pouzivani produktu oSetfeného perfluorovanymi latkami dochazi k jejich
uvolniovani. Bylo zjisténo, ze z produktu se za dobu uzivani muze uvolnit az 95% pfitomnych
nizkomolekularnich latek. Zejména se jedna o vyrobky typu kobercd, obleCeni, upravené
ktze, nabytku, latek apod. Pfiblizné 50% se uvolni pfi pouzivani pfedmétu (chozeni po
oSetfeném koberci, noSeni obleCeni, apod.) a 45% pfi Cisténi téchto materialt. Predpoklada se,
ze 57,5% latek prejde do vody a 37,5% latek piejde do pidy. K uvolnéni zbylého mnozstvi
obsazeného ve vyrobku dojde pfi jeho konecném zpracovani jako odpadu, pii uloZeni tohoto
odpadu na skladce, nebo pii jeho spaleni. Celkové mnozstvi, které takto prejde do slozek
zivotniho prostiedi, se v Evrope odhaduje na 1,13 tun/rok, které prejde do vody a 665 kg/rok,
které se kumuluje v pade. [6]

Pii oSetfeni papiru tvoii tyto latky pfiblizn€ 1-1,5% z jeho hmotnosti. V Evrop€ je
pouzivano pfiblizn€ 10 700-16 000 tun tohoto papiru ro¢n€, coz piedstavuje piiblizné
160 tun/rok perfluorovanych latek pouzivanych pfi oSetfeni papiru. Jednd se predevsSim
o fosfat esteru N-EtFOSEA a N-MeFOSEA. Latky jsou vyrabé€ny a aplikovany s tim
umyslem, aby stale zistaly vazany v papiru. Pfestupovy koeficient do vzduchu je roven nule
a do vody méa hodnotu 0,05. Proto se vét§ina téchto latek uvolni z papiru po uloZeni na

13



skladkach odpadu nebo pfi spalovani odpada. Ro¢né se v Evropé timto zpusobem dostane do
zivotniho prosttedi asi 8 tun perfluorovanych latek. [6]

Kontaminovat zivotni prostiedi perfluoralkylovanymi latkami mizeme také v dusledku
aplikace natérovych hmot tyto latky obsahujici. Jedna se o zejména o natérové hmoty na bazi
vodnych emulzi obsahujicich 0,1-1,0% perfluorovanych latek ptibuznych PFOS. Emisni
koeficient pochéazejici z téchto natérovych hmot byl stanoven na hodnotu 0,005 pro
perfluorované latky prestupujici do vody a na hodnotu O pro perfluorované latky prestupujici
do vzduchu. V Evropé se rocné vyrobi pfiblizné 16 350 tun natérovych hmot, ve kterych je
obsazeno 90 tun perfluorovanych latek. Celkové emise z téchto aplikaci jsou v Evropé
odhadovany na 450 Kg/rok do odpadnich vod. [6]

Dal§im zdrojem kontaminace zivotniho prostiedi perfluorovanymi latkami je galvanické
pokovovani (pfedev§im chromovani) predmétti. Do galvanickych lazni jsou pfidavany soli
PFOS v koncentraci pfiblizn€ 10 ppm. Do prostiedi se uvoliiuji vyparem do atmosféry
a oplachovanim hotovych vyrobkl se nasledné dostavaji do odpadni vody. Oba dva
prezentované zpusoby predstavuji velmi malou zat€z. Takto uvolnéné mnozstvi se da vyjadrit
v desitkach grami za rok u stfedné velkého podniku. Hlavnim zpisobem uniku
perfluorovanych latek je pfi tomto technologickém procesu patrné Cisténi lazni a jejich
vymeéna. Celkem se z galvanickych lazni uvolni v Evropé 10 tun perfluorovanych latek za
jeden rok.

Poslednim zpusobem kontaminace, kterym se budeme podrobnéji zabyvat, je pouZziti
hasicich pén. Nékteré pouzivané hasici pény obsahuji ptfiblizné 1% soli PFOS. Ty se do
prostiedi dostavaji pfi pouziti pény, at’ uz pfi haseni pozaru nebo pfi cviCeni hasic¢i. Pouzita
péna kontaminuje padu, povrchovou vodu, pfipadné vodu odpadni. Pény obsahujici PSOF se
pouzivaji pfiblizné pii haseni 0,5% pozart. Takto uvolnéné mnozstvi tvoifi v Evropé asi
514 kg ro¢né.

Tabulka IV: Odhady uniku ldtek pribuznych PFOS v Evropé [6]

zpusob kontaminace slozka prostredi mnozstvi v kg/rok

pribuzné PFOS

galvanické pokovovani odpadni voda 10 000

hasici pény povrchové vody 286
ptda 286

perfluorovany papir odpadni voda 8 000

natérové hmoty odpadni voda 450

zpracovatelské tovarny odpadni voda 33,4

vyrobky voda 1132
ptda 665

PFOS-polymerni

zpracovatelské tovarny odpadni voda 3360

vyrobky voda 113 000
ptda 66 500
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3.5 Osud perfluoroalkylovanych liatek v Zivotnim prostredi

Perfluoralkylované latky maji fadu specifickych vlastnosti, jako je perzistence v prostredi,
bioakumulace, diky které jsou tyto chemické slouceniny zafazeny mezi perzistentni organické
polutanty (POPs), vedle celé tady dalSich halogenovanych kontaminantd. Pfestoze mizeme
perfluorované latky detekovat 1 ve vzorcich z odlehlych oblasti, jako je naptiklad Arktida,
environmentalni vlastnosti a transportni mechanismy jednotlivych perfluoralkylovanych latek
nejsou doposud dostatecné prostudovany a popsany.[7] Nejvetsi pozornost byla doposud
veénovana PFOS, a proto se v literature vyskytuje nejvice informaci o PFOS a o latkéach z n¢ho
odvozenych.[6] Osud kontaminujicich latek v prostfedi je obecné zavisly na chemickych
a fyzikalné-chemickych vlastnostech dané latky a na environmentalnich vlastnostech
zivotniho prostiedi. Latky jsou postupné distribuovany do ruznych slozek zivotniho prostiedi.
Pro distribuci latek jsou dulezité parametry jako rozpustnost ve vodé, tékavost, sorpéni
vlastnosti, rozdélovaci koeficient oktanol-voda Koy. [9]

Tabulka V: Vybrané viastnosti perfluoralkylovanych latek [9]

latka rozpustnost ve vodé | rovnovazny tlak | Henryho konstanta
(g/) pary (Pa) (atm.m’/mol)
PFOS (K") 0,519 3,31-10™ 3,4-107
PFBS 0,510 neni dostupny -
PFOA (H") 9,5 70 4,6:10°
PFOA (NH,") >500 1,3-107 1,1-10™M
N-EtFOSE 1,51-10" 0,504 1,910
N-EtFOSEA 8,9-10™ neni dostupny -
6:2 FTOH 1,2-1,7-10™ neni dostupny 1-107
8:2 FTOH 1,4-10™ 2,93 9.6:107

U ionogennich latek se rozpustnost a rovnovazny tlak pary znacné 1isi u Cisté latky a u jeji
soli, coz ovliviiyje distribuct téchto latek v ekosystémech. Perfluorované latky vykazuji dobré
adsorpc¢ni vlastnosti. Adsorbuji se jak na sediment, tak na volné pevné Castice pfitomné ve
vodnim prostiedi, dale na prachové cCastice obsazené ve vzduchu a na slozky puady.
Pravdépodobnym mechanismem pusobeni je chemicka adsorpce a hydrofobni interakce. Mezi
prostfedim a adsorbovanou slozkou se ustavuje rovnovaha.[9] Po vstupu kontaminantu do
prostiedi dochazi k distribuci mezi slozky prostfedi. Model distribuce PFOS je v tabulce VI

Tabulka VI: Model distribuce PFOS v prostiedi |6]

slozka uvolnéni do
vzduch voda zemédélska puda

voda 0,38 % 83,18 % 0,26 %
motska voda 0,04 % 9,06 % 0,03 %
vzduch 0,01 % 0,01 % 0,01 %
puda (celkova) 99,55 % 3,42 % 99.7 %
vodni sediment 0,02 % 42 % 0,01 %
mofisky sediment 0,01 % 0,14 % 0,01 %
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Na zakladé rozdé€lovaciho koeficientu oktanol-voda obvykle usuzujeme na bioakumulaci
dané latky a na jeji sorpci na organickou hmotu. To v pfipadé perfluoralkylovanych latek
nemuzeme pouzit jednak proto, ze tyto latky jsou jak hydrofobni, tak oleofobni; také je
znamo, ze perfluoralkylované latky nejsou v zivé tkani vazany pouze na tuky. Za druhé se jich
Cast vyskytuje v disociované formé a v dusledku toho se také uplatfiuji elektrostatické
interakce.[9] Kromé toho jsou hodnoty rozdélovaciho koeficientu oktanol-voda u ionogennich
perfluorovanych latek nedostupné.[6] Vazba C-F mezi uhlikem a fluorem je velice silna a jeji
sila rovnéz zavisi na celkové strukture molekuly. Perfluorované fetézce jsou proto v prostiedi
dosti tézko odbouratelné. Jsou odolné viuci hydrolyze, fotolyze i biodegradaci. Ve slozkach
zivotniho prostiedi podléhaji perfluoralkylované latky pouze transformaénim reakcim, avSak
produkty transformaénich reakci jsou dale neodbouratelné.[9] Mechanismy téchto reakci
nejsou zatim zcela objasnény. Pfedpokladd se vsak, ze koneCnym produktem reakci fady

perfluoralkylovanych latek v prostedi je PFOS a PFOA.

Tabulka VII: Degradace vybranych latek v prostiedi |9]

[6]

latka biodegradace a | fotolyza hydrolyza
biotransformace

PFOS (K" 0% 0% Tin > 42 let
PFOA (NH,") 0% 0% Tin > 92 let
N-MeFOSE - - T1/2 = 6,3 let
N-EtFOSE PFOS a PFOA 0% Ti1,=17,3 let
N-MeFOSEA - - T, =99 dni
N-EtFOSEA - - Ti1» =35 dni
8:2 FTOH PFOA neni predpokladana -
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Obrazek 4: Biotransformacni rekce N-EtFOSE |9]
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Mechanismy biotranformacnich reakci nejsou zatim zcela objasnény. Ptikladem mohou
byt transformacni reakce N-EtFOSE. Jeho pravdépodobné biotransformacni reakce jsou
znazornény na obrazku 4.

3.5.1 Hydrosféra

Do vodniho systému se perfluoralkylované latky dostavaji s odpadnimi vodami
z pramyslovych podnikt, kde se tyto latky vyrabi, nebo kde se s nimi pracuje. Dal§imi zdroji
mohou byt také odpadni vody z vétSich mést. Na odtocich z méstskych Cistiren odpadnich vod
se koncentrace pohybuje nejcastéji v rozmezi 10-200 ng/l.[7] Podle studie provedené v
Dansku byla maximalni koncentrace zjisténa ve spole¢né odpadni vodé z rtuznych druha
prumyslu; tato hodnota byla 799 ng/l. V odpadni vodé€ z textilniho zavodu byla naméfena
koncentrace perfluoralkylovanych latek 205 ng/l.[8] U&innost odstranéni v ¢&istirnach
odpadnich vod je velmi rozdilna u jednotlivymi typa perfluoralkylovanych latek a pohybuje
se v rozmezi 0-90%. Dal§i moznou kontaminaci jsou splachy ze zemédélskych pud, do
kterych je aplikovan kal z Cistiren odpadnich vod. Aplikaci kalu mohou byt kontaminovany
povrchové 1 podzemni vody. Zjisténé koncentrace v kalu z velkych ¢istiren se pohybuji do
150 ng/g suSiny.[7] Dal§i moznost kontaminace predstavuje sekundarni kontaminace
pochazejici z atmosferické depozice.

Po vstupu perfluorovanych latek do vodniho prostfedi se ustavuje rovnovaha mezi latkami
adsorbovanymi na sediment a latkami volnymi ve vod€ Tuto skuteCnost vyjadiujeme
distribu¢nim koeficientem sediment-voda Kp U perfluorovanych latek jsou hodnoty Kp tézko
zjistitelné, protoze neni zndm presny mechanismus sorpce téchto latek na sediment; dale jiz
bylo popséno, Ze sorpce jsou vyrazné zavislé na druhu sedimentu - sorpce se linearn€ zvysuje
s obsahem organického uliku. Obecné lze fici, ze adsorpce zavisi na funkEni skuping a sila
adsorpce se zvySuje s délkou perfluoralkylovaného fetézce.[7,10] Adsorpce na sediment se
rovnéz zvysuje s klesajici hodnotou pH a zvySujici se koncentraci iont Ca®". Pi sorbci se
uplatiiuje hydrofébni interakce s organickym uhlikem a elektrostaticka interakce.[10] Bylo
prokazano, ze nedochézi k rozkladu téchto latek v sedimentu.[7]

Kontaminace podzemnich vod byva zpisobena pouzitim hasicich pén. Koncentrace
nameétené v téchto lokalitach jsou vysoké, rozpéti hodnot od 125 pg/l do 7 mg/l bylo zjisténo
jesté po sedmi letech. [4] Dalsi udaj se tyka koncentrace perfluorovanych karboxylati; bylo
zjisténo, ze v podzemnich vodach v blizkosti dvou leteckych zakladen v USA, kde byly
pouzity hasici pé€ny, byly 7,09 mg/l a 0,54 mg/1.[11]

Koncentrace v povrchovych vodach byly zkouméany v nékolika dalSich studiich. V fece
Pad a v jeho pfitocich v severni Italii byly naméfeny extrémni koncentrace sumy péti hlavni
perfluorovanych kontaminanti; tyto koncentrace dosahovaly hodnoty az 1298 ng/l. Nejvétsi
podil piedstavoval PFOA, dale nasledoval PFOS.[12] V fece Pearl v Cing byly naméfeny
koncentrace PFOS 0,9-99 ng/l, PFOA 0,85-13 ng/l a PFOSA 0,073-0,34 ng/l. V fece Yangtze,
rovnéz v Cing, byly naméfeny koncentrace PFOS 0,01-14 ng/l a PFOA 2-260 ng/1.[13] V usti
Labe do mofe byla nameéfena koncentrace PFCAs 25,87 ng/l[7] Pokud hodnotime
kontaminaci oceant, v jejich vodach byla zjisténa pritomnost PFOS a PFOA. V severni Casti
Atlanského oceanu byla zjisténa koncentrace PFOS 8,6-36 pg/l a PFOA 52-338 pg/l; v jizni
Casti Atlantického oceanu, v Tichém oceanu a v Indickém oceénu byla namérena suma PFOS
a PFOA ve vysi 5-11 pg/l.[14]

Motskou vodou jsou tyto latky také pravdépodobné transportovany na velké vzdalenosti
do oblasti, kde nebyly nikdy pouzity.[4]
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3.5.2 Atmosféra

Perfluoralkylované latky se v atmosféfe vyskytuji, v zavislosti na svych fyzikalng-
chemickych vlastnostech, a to bud’ volné ve vzduchu, anebo prisedlé na Casticich; na Castice
mohou byt bud’ adsorbované, nebo se zde vyskytuji ve zkondenzovaném stavu. Henryho
konstanty pro ionogenni a neutralni latky se 1isi o nékolik fada. Ionogenni latky maji mnohem
niz§i tenzi par a vyskytuji se proto v atmosféie ptisedlé na Casticich.[7] Neutralni latky jako
FTOH, FOSAs, FOSEs jsou vice pritomné také ve volném ovzdusi.

Atmosférou rovnéz dochazi k transportu téchto latek na velké vzdalenosti. Piestoze se
v atmosfére vyskytuji vice neutralni perfluorované latky, jsou v odlehlych oblastech nalézany
v mnohem vét§i mife také latky ionogenni. Je to zptusobeno tim, Ze fluorotelomerni alkoholy,
perfluorované sulfonamidy a sulfonamidoethanoly podiéhaji v atmosfére fotooxidacnim
reakcim. FTOH reaguji s radikdlem OH- za vzniku karboxylové kyseliny o dva
hydrogenované uhliky krat§i. Znamena to, ze z 8:2 FTOH vznikne PFOA. Délka zivota
fluorotelomernich alkoholi v atmosféie je asi 20 dnt.[15] FOSAs a FOSEs podléhaji
v atmosfére pomerne slozitym radikdlovym reakcim, jejichz vysledkem jsou perfluované
karboxylové kyseliny; soucasné dochazi i k ¢asteCné fragmentaci perfluorovaného fetézce.
Délka zivota je asi 20-50 dnt.[4]

Koncentrace ve velkych méstech jsou pfiblizné pro XFTOH volné ve vzduchu
10'-10% pg/m®; na &asticich ve vzduchu se vyskytuji bud’ v mnoZstvi nachazejicim se pod
detekénim limitem, nebo dosahuji hodnoty 10° pg/m’; SFOSA/Es volné ve vzduchu i vazané
na &asticich se vyskytuji v fadu 10" pg/m’, Zsulfonatd pro sorpci na &astice byla 10" pg/m’
a TPFCA pro sorpci na &astice byla 10% pg/m’.[7]

3.5.3 Pedosféra

Zdroje kontaminace pudy perfluorovanymi latkami jsou predev§im mokra a sucha
atmosferickd depozice, ktera ma plosny charakter, a dale lokalni kontaminace vznikla
pouzitim kontaminovanych Cistirenskych kald pfidavanych do zeméde€lské pidy a pouzitim
hasicich pén. Data o urovni kontaminace a distribuci v pudé€ nejsou v souCasnosti z literatury
dostupna.

3.5.4 Biosféra a ¢lovék

K dulezitym environmentalnim vlastnostem PFASs patii jejich bioakumulace
a biokoncentrace. Koncentrace téchto latek ve tkanich zivocicht jsou vyssi, nez koncentrace
v prostiedi, ve kterém ziji; rovnéz bylo zjisténo, ze koncentrace téchto latek se zvySuje na
jednotlivych trofickych uUrovnich az o né€kolik fadd. Schopnost bioakumulace
a biokoncentrace je zavisla na délce perfluorovaného fetézce a lze konstatovat, ze s jeho
vzrustajici délkou roste schopnost biokoncentrace a bioakumulace.[7] Biokoncentrace je
pozorovana u vSech PFASs, kromé& PFASs s fetézcem krat§im nez C; a PFOA s fetézcem
kratS$im nez Cs.[35]

Tabulka VIII: Bioakumulacni faktory urcené ze vzorkii z Western Scheldt|7)

organismus PFOA PFDA PFUnA PFOS

Okoun mofsky 44 2300 5000 5200
Pulec ostnity 49 2900 6400 3000
bezobratli 410 210 17 170
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Narozdil od jinych halogenovanych kontaminantt, které maji lipofilni charakter
a prevazné se ukladaji v tukovych tkanich, se perfluorované latky ukladaji predevsim
v jatrech, ledvinach, dale jsou vazany na proteiny krevni plazmy a také se vyskytuji ve
svaloving.

Uroveti kontaminace jednotlivych druhti je zavisla na geografickych podminkach.
Nejveétsi koncentrace jsou nachazeny v pramyslovych a primyslem zasazenych oblastech jako
jsou Baltské mote, Stiedozemni mote, velka jezera v severni Americe a podél asijského
pobiezi. Diky globalni distribuci téchto latek jsou dnes PFASs detekovatelné 1 u zivo¢isnych
druha zijicich ve zna¢né odlehlych oblastech, jako jsou Aljaska nebo Antarktida. V Evropé
jsou nachazeny prakticky v kazdém analyzovaném vzorku. Koncentrace v jatrech ryb, ptaka a
savcu v Evropé se pohybuji od jednotek ng/g po nékolik set ng/g.[33] Podle studie provedené
v Gronsku byla koncentrace majoritniho kontaminantu PFOS v jatrech savcu (v ng/g mokré
hmotnosti) nésledujici: ledni medveéd 1325, tuleii 10-67, alkoun obecny (ptak) 13. Ostatni
latky byly ve vyrazné€ nizSich koncentracich, pfipadné nebyly vibec detekovany.[25]
Nameéfené koncentrace v jatrech a krvi zpévnych ptaka v okoli fluorochemické tovarny
v Antverpach se pohybovaly v jatrech v rozmezi 629-11358 ng/g (mokré hmotnosti) a v krvi
v rozmezi 66-1625 ng/ml.[|34] Stejné jako u jinych zivocis$nych druhd, tak takeé u ¢lovéka jsou
nachazeny meéfitelné koncentrace Prase, tj. hodnoty nad detek¢nim limitem. Zpusob piijmu
neni dosud zcela objasnén, ale predpoklada se, ze pravdépodobnou cestou kontaminace je
orélni pfijem (kontaminovana potrava, voda) a inhalace. Koncentrace v lidskych vzorcich se
zna¢n¢ lisi podle oblasti, ve které cClovek zije. Nejvétsi koncentrace byly nalezeny
u pracovnika v tovarnach vyrabé&jici nebo zpracovavajici perfluorované latky a to az v fadech
mg/l krve.[33]

Tabulka IX: Koncentrace PFOS a PFOA v lidské krvi [33]

oblast PFOS (ung/h) PFOA (pg/)

USA 4,3-1656 1,9-52.3
Japonsko 3,5-28,1 2,5-12.4
Némecko 5,5-104 1,4-57,7
Ttalie 1-10,3 -
Svédsko 2-37 0,5-12,4
Polsko 16-116 9,7-140
Indie 1-3,1 33,5

3.6 Toxikologické vlastnosti

Studie zabyvajici se toxikologickymi a ekotoxikologickymi vlastnostmi perfluorovanych
slouCenin se zamétuji na dve latky - PFOS a PFOA, které jsou v zivotnim prostedi nejvice
zastoupeny a piedstavuji nejvetsi riziko. Koncentrace téchto latek nalezené v lidské krvi jsou
uvedeny v tabulce IX. PoloCas odbourani z krevniho séra je odhadnut na pramérné 5,4 (3,9-
6,9) roku pro PFOS; 3,8 (3,1-4,4) roku pro PFOA a 8,5 (6,4-10,6) pro PFHxS. U jinych savcu
byla pozorovana rychlejsi eliminace z t€la. Napiiklad pro opice je to (132+13) dni pro PFOS
u samcu a (110£26) dni u samic, pro latku PFHS je to pro samce (141+52) dni a pro samice
(87£47) dni. Odstraniovani PFOA z krevniho séra je ovlivnéno hormony, zejména estradiolem
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a testosteronem, a prubéh je rychlejsi u samic nez u samct krys.[41] VyluCovani probiha
predev§im moci a exkrementy. U krys bylo po uplynuti 89 dnd od podani PFOS nitrozilné
zjisténo, ze 30% bylo vylouc¢eno moci a 12% vykaly.[36]

Akutni toxicita PFOS a PFOA neni vysoka a nepiedstavuje u téchto latek vyznamné
riziko; u krys se LDsy pohybuje v stovkach mg/kg.[33] Toxikologicky vyznamné jsou
kumulativni vlastnosti PFAS a s tim spojena subchronicka a chronicka toxicita. Niz§i davky
maji hepatotoxicky, neurotoxicky a imunotoxicky efekt. V zivoc¢i§ném téle jsou PFCs vazany
na proteiny krevni plazmy a ukladaji se v jatrech a ledvinach. Pfi sub-chronickém testu na
opicich byl pfi podavani davky 20 mg/kg/den PFOA po dobu Sesti mésicti pozorovan tbytek
na hmotnosti a nechutenstvi. Doslo rovnéz k malému ubytku triglyceridi. Byl zaznamenan
pokles aktivity nékterych hormont, hlavné estrodiolu. Poklesla také aktivita nékterych
enzymi a doSlo k nardstu jaterni hmotnosti. Zmény na jinych organech nebyly
pozorovany.[37] Obdobny test sub-chronické toxicity PFOS byl opét proveden na opicich.
Byla jim podavana davka 0,75 mg/kg/den. Test byl ukonfen po 179 dnech (kumulativni
davka 134 mg/kg), kdy byly opice jiz ve znatné zbidaceném stavu. U opic doslo k ubytku
hmotnosti, v krvi doslo k narGstu mnozstvi zluCovych kyselin, drasliku, dusikatych latek
a nékterych enzyma a doslo také k ubytku hemoglobinu. Pravdépodobnou pii¢inou skomirani
opic byla hyperkalemie. Doslo ke zvétSeni hmotnosti jater, ale u ostatnich organa nebyly
hmotnostni zmény pozorovany. V jatrech doslo k ukladani tuku, bylo také prokdzano zvysené
mnozstvi glykogenu. K rozdéleni PFOS mezi jatry a krevnim sérem doslo v poméru od 0,9:1
do 2,7:1. Kleslo i celkové mnozstvi cholesterolu a to vyznamnéji u samci nez u samic.
Rovnéz doslo k naruseni hormonalni rovnovahy, hladina nékterych hormont se snizila
a u jinych doslo naopak k nartstu.[40]

PFOS ani PFOA nepodléhaji zadnym degradacnim reakcim. FTOH jsou v jatrech
metabolizovany na PFOA [43] PFOA je nésledn& v jatrech rozpoznéna jako zlu€ova kyselina,
dochazi k rozdé€leni mezi krev, jatra a zlu€. Ze stfeva je zpétné resorbovana do jater, coz
omezuje vyluCovani. V jatrech ovliviiuje metabolismus glycerolipidu.[38]

Perfluorované latky prestupuji mozkovou i placentarni bariéru a dostavaji se z téla matky
do plodu. Zjisténé mnozstvi je v jatrech plodu proporcionalné ptiblizné poloviéni nez
u matky.[39] PFOS a PFOA ovliviiuji metabolismus cholesterolu; u krys byl pozorovan jeho
ubytek v krvi o 25% pii davee 100 mg/kg, podané injekéné. U N-EtFOSE nebyl tento efekt
pozorovan. U krys doslo k snizeni hmotnosti po podani PFOA a PFOS, hmotnost jater vSak
zustala stejna. Pfi podani N-EtFOSE nebyly hmotnostni zmény krys ani jater pozorovany.
PFOS a PFOA zpusobuji rovnéz peroxisomalni proliferaci v jatrech. Aktivita enzymu lauroyl
CoA oxidaza se zvySila téméf na dvojnasobek. PFOA snizuje aktivitu cytochromoxidazy
v mitochondriich, PFOS ani N-EtFOSE takovy u€inek nemaji. U krys doSlo rovnéz po podéni
PFOA ke zvySené produkci mtDNA.[42]

3.7 Ekotoxikologické vlastnosti

Nejvice ekotoxikologickych dat je opét dostupnych o PFOS a PFOA, dale pro 8:2 FTOH
a n¢které perfluoralkylované sulfonamidy. Akutni toxicita t€chto latek pro vodni organizmy je
velmi nizkd. PFOS je pro fasy a vodni rostliny prakticky netoxicky, pro bezobratlé je akutne
slabé toxicky. Davka LCsq pro ryby je 7,8 mg/l. Obdobné je na tom z ekotoxikologického
hlediska i PFOA; PFOA je akutné stfedné toxicka pro fasy a toxicita pro ryby je nizka. Pokud
se tyka chronické toxicity, jsou ryby vice senzitivni nez bezobratli a fasy; tento poznatek byl
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odvozen alesponi z dostupnych dat podle PFOS. Dostupna ekotoxikologicka data jsou shrnuta
v tabulce X[9]

Tabulka X: Efektivni koncentrace a NOEC pro vodni organizmy

latka typ toxicity | trofickd virovenn | organismus vysledek (mg/l)
PFOS akutni fasy Selenastrum 72h EC50 = 120
capricornutum
bezobratli Daphnia magna 48h EC50 =58
ryby Oncorhynchus 96h EC50=17.8
myKkiss
chronicka bezobratli Daphnia magna 28d NOEC =7
ryby Pimephales promelas | 42d NOEC = 0.30
PFOA akutni bakterie Photobacterium 30 min EC50 =722
phosphoreum
fasy Selenastrum 96h EC50 > 1000
capricornutum
ryby Pimephales promelas | 96h LC50 =300
chronicka fasy Selenastrum 14d EC50 =43
capricornutum
ryby Pimephales promelas | 30d NOEC > 100
8:2FTOH | akutni fasy Scenedesmus 72h NOEC =0.20
subspicatus
bezobratli daphnia 48h NOEC =0.16
ryby Danio rerio 96h NOEC =0.18
N-EtFOSA | akutni bezobratli daphnia 48h EL50 =14.5
ryby Pimephales promelas | 96h LL50 = 206

3.8 Analyticka chemie perfluorovanych slouc¢enin v riznych typech matric

Zajem o sledovani fluorovanych sloucenin zacal v Sedesatych letech minulého stoleti, kdy
se objevily prvni zpravy o ptitomnosti organofluorovych sloucenin v krevnim séru ¢loveka.
Nejprve se tyto slouCeniny stanovovaly nespecificky jako celkovy obsah fluoru. Pouzivala se
prevazné destrukéni metoda, pti které se vzorek spalil, prevedl na fluoridy a ty se stanovily.
Objevilo se také stanoveni pomoci °F NMR, kterym se nespecificky stanovila p¥itomnost
skupin CF, a CF3 s detek¢nim limitem 10 pg/l. Chromatografické postupy se zacCinaly
pouzivat az v 80. letech a pouzivaji se i dnes. Poté, co se geometrickou fadou zacCala zvySovat
produkce perfluorovanych latek a byly prokazany jejich negativni environmentalni vlastnosti,
jakymi jsou zejména vysoka perzistence v prostfedi a vysoka mira bioakumulace, bylo
zapotiebi vyvinout metody sledovani téchto polutantd v riznych typech matric. K velkému
rozvoji analytickych postupt doslo za posledni desetileti. Dnes uz jsou tyto postupy vesmes
vypracovany a byly jiz publikovany téméf pro vSechny typy abiotickych a biotickych matric
pochazejicich ze zivotniho prostredi.[1]
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Tak, jako jsou u této skupiny chemickych sloucenin do jisté miry unikatni jejich
fyzikalné-chemické vlastnosti, je také analytickd chemie, pouzivana pro jejich identifikaci
a kvantifikaci, v mnohych ohledech specifickd. Pouzivaji se moderni analytické postupy pro

jejich izolaci z matrice, zalozené prevazné na extrakci, dale nasleduje precisténi

extraktu

pomoci kolonové chromatografie a finalni analyza pro kterou jsou vyuzivany plynova nebo
kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci. Pfi celém analytickém postupu je tfeba davat
zna¢ny pozor na moznou kontaminaci vzorku z polyfluorovanych materiala (teflon), které
jsou soucasti mnoha instrumentalniho zafizeni. Pfi analyze PFASs nemohou byt tyto
materialy pouzity. Dal§im moznym zdrojem kontaminace je PP a PE, ktery miize obsahovat
zbytkové koncentrace PFASs. Tyto materidly je mozné pouzit po fadném pred¢isteni
(semi)polarnimi rozpoustédly.[18] Pii kvantifikaci polutantd se pracuje metodou kalibracni
kiivky s vyuzitim vné&jSiho standardu, nebo metodou standardniho ptidavku. Pii potiebé
vnitiniho standardu se pouZivaji izotopicky znatené slougeniny s atomy °C a *H.[1]
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Obrazek 5: Analytické postupy stanoveni PFASs v riiznych typech matric[18]

3.8.1 Analyza vody

3.8.1.1 Vzorkovani, skladovani a aprava vzorku
Vzorkovani vody provadéné pro naslednou analyzu perfluorovanych latek ma nékolik

uskali a zdaleka to neni tak jednoducha problematika, jak by se mohlo na prvni pohled zdat.
Pti vzorkovani je nutné pocitat s povrchové aktivnim charakterem perfluoralkylovanych latek,
a to jak ionogennich, tak také neionogennich. Koncentrace téchto latek pfitomnych v nékolika
centimetrové vrstvé vody na fazovém rozhrani, tj. na rozhrani voda-vzduch je zna¢né vyssi,
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nez v niz§ich vrstvach vody. Tento fakt nam dopfedu navozuje otazku, jakym zpusobem je
nezbytné vzorky odebirat. Diky této prezentované vlastnosti se koncentrace zjisténé ve vode
a odebrané z jedné lokality mohou od sebe zna¢né lisit. Odbér se provadi do vzorkovacich
lahvi. Vzorkovaci lahve nesmi obsahovat fluoropolymerni slozku, ktera by mohla
kontaminovat vzorek. Pii vyb&ru lahve musime také zvazit a Caste€n€ i pocitat s moznou
adsorpci a absorpci analytu na stény nadoby.[1] Slouceniny s delsim uhlikatym fetézcem
(>C10) se sorbuji vice. Sorbuji se rovnéz PFOSA a N-EtFOSA a PFOA a PFOS v kyselém
prostiedi. NejCasteji se pouzivaji ldhve z PP, PE a skla, f4dn€ vymyté (semi)polarnimi
rozpoustédly jakymi jsou methanol, aceton, MTBE, pfipadné deionizovana voda. Bylo vsak
také prokazano, ze PP 1ahve mohou byt kontaminovany PFOA a predCisténi je velmi dulezité
pii sledovani koncentraci nizSich nez 10 ng/1.[18] Sklenéné 1ahve se vypaluji v peci pii teplote
450°C.[12] Lahve je dualezité pred odebiranim vzorku nékolikrat proplachnout odebiranou
vodou.[17] U neionogennich latek, které jsou vice t€kavé, je mozny uUnik analytd také
tekanim, a proto se lahve plni po okraj a je nutné je dobfe utésnit. Vzorky mohou byt
konzervovany, ale je dobré vyhnout se formaldehydu, ktery néasledn€ snizuje analyticky
signal. [1] K zamezeni biodegradace se vzorky upravuji na pH 2-3 pfidanim HCl nebo
kyseliny mravenc¢i.[16] SniZzeni pH muze mit za nasledek zvySeni tékavosti a sorpénich
vlastnosti u anionogennich latek v disledku jejich asociace s protonem. Presto se vSak uprava
pH pred vlastni izolaci analytu doporucuje.[18] Vzorky se obvykle skladuji pfi teploté do
4°C, v lepSim ptipade jsou do doby analyzy zamrazeny.[16] Pokud je nutné vodu filtrovat,
pouzivaji se polypropylenové filtry, protoze sorpce na né je men$i nez na jiné materialy.[1]
Mozné je pouzit také sklenéné filtry nebo centrifugami, a to jako rovnocenny krok pro
odde¢leni kapalné a tuhé faze. [18]

3.8.1.2 Extrakce analyti z vody

V realnych vzorcich vody se koncentrace perfluorovanych latek pohybuji v fadech ng/l-
pg/l a pro dalsi analyzu je nutné jejich zakoncentrovani. Proto se pro extrakci téchto latek
nejvice pouziva extrakce kapalina-kapalina (LLE), nebo extrakce na tuhou fazi (SPE). Pro
extrakci ionogennich latek (PFCAs, PFSAs) se pouzivaji stfedné polarni media (Oasis Wax
SPE, methanol, acetonitril), zejména pro kratké fetdzce (C4-Cs). Cim je uhlikaty fetézec delsi,
tim méné se polarni media pouzivaji. Pro dlouhé uhlikaté fetézce a neionogenni latky se
pouzivaji nepolarni media (SPE-Cig, Oasis HBL, MTBE, hexan). Existuje také moznost
pouzit rizné smeési.[18]

Pro metodu SPE byla publikovana tfada riznych modifikaci preanalytickych postupt,
zahrnujicich rizné druhy kolon, predev§im ¢isté hydrofobni kolony (Cig), smésné
hydrofobni/polarni kolony a slabé aniontoméni¢ové kolony (WAX). Dulezity je vybér kolony
podle druhu latek, které chceme extrahovat. Vytéznost se pro vétSinu analytd pohybuje v
rozmezi 70-100%.[18]

Tanyasu a kol. [19] pouZiva kolony Oasis® HBL a Oasis® WAX, a to pro extrakci
fluorotelomernich alkohold, karboxylovych kyselin a perfluorovanych kyselin. Kolona HBL
ma vytéznost veétsi jak 80% pro vSechny sledované analyty, kromé& karboxylovych kyselin
s kratkym ftetézcem - PFHxA, PFPeA, PFBA, u kterych byla vytéznost niz§i nez 30%.
Separace neutralnich perfluorovanych slozek a alkoholii od karboxylovych kyselin neni na
koloné¢ HBL dosazena. Pro zlepSeni téchto nedostatki je mozné pouzit kolony se slabym
aniontomeéniCem WAX. Na téchto kolonach se dosahuje vyté€znosti 85-107% pro vSechny
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analyty, vCetné téch s kratkym fetézcem, kromé 10:1 FTOH a 7:1 FTOH, u nichz se vytéznost
pohybuje kolem 55%. Na kolonach WAX rovnéz muzeme oddélit neionogenni latky jako
FTOH, PFOSA, N-EtPFOSA od latek ionogennich. Neionogenni analyty se eluuji
methanolem jako prvni, ionogenni analyty jsou eluovany v dalsi frakci roztokem 0,1%
NH4OH/methanol.[19]

Pro extrakci PFOS a ptfibuznych latek je mozné pouzit rovnéz hydrofobni kolony Cis-
SPE. Jelikoz interakce probiha mezi perfluorovanym a uhlikatym fetézcem, jsou vhodnéjsi
pro latky s delSim perfluorovanym fetézcem, u kterych je dosahovano vytéznosti kolem 80%.
Jako elu¢ni Cinidlo se pouzivd vtomto pfipadé Cisty methanol. Pro latky s kratkym
perfluorovanym fetézcem byla publikovéana vytéznost pouze 30%.[18]

Extrakei kapalina-kapalina (LLE) lze rovné€z dosahnout dobrych vysledkd. Pro extrakci
perfluorovanych sloucenin s fetézcem Cs-Ci2 byla ovérovana rozpoustédla n-hexan, MTBE
a trichlormethan. Pouzitim n-hexanu a trichlormethanu se nedosahuje dobré vytéznosti pro
analyty PFOS, PFOSA. Bylo zjisténo, Ze nejlepSim extrakénim Cinidlem z uvedenych tfi je
MTBE. Pro zlepSeni vytéznosti extrakce je vhodné pouzit piidavek NaCl v koncentraci S0g/1
a okyseleni roztoku na pH = 4 pomoci kyseliny sirové. Vytéznost pro latky s fetézcem C4-C;
se pohybuje v rozmezi 40-70%, pro latky s fetézcem Cs-Ci2 bylo dosazeno vyssSich hodnot,
ato 70-100%.[18]

Extrakce anionogennich latek muZze byt rovnéz provedena jako ion-parova extrakce.
Anionogenni perfluorované latky tvofi dobfe extrahovatelné pary s tetrabutyl- nebo
tetrapropylamoniem. Extrakci lze podpofit zvySenim pH, na rozdil od extrakce samotnych
latek, kdy je pH zapotiebi snizit k zamezeni disociace.[1]

Kromé uvedenych metod je mozné pouzit i nekteré méné bézné techniky, kterymi jsou
naptiklad derivatizace nebo extrakce z velkého objemu. Patif mezi mén€ vyuzivané techniky
a proto jim zde nebude vénovana vét§i pozornost.[20]

3.8.1.3 Precisténi extraktu 7 vodnych vzorki

Precisténi extraktu u vodnych vzorka obvykle neni zapotiebi, tento krok je vlastné zahrnut
jiz v metod¢ SPE, a obvykle je potom mozné ptejit ihned k findlni analyze. Pokud je tento
krok nutny, mize byt k precisténi pouzita kolonova chromatografie na sloupci florisilu, na
kterém lze perfluorované latky selektivné izolovat. Po naneseni extraktu se necistoty eluuji
roztokem 20% methanolu v MTBE. Nasledn¢€ jsou potom perfluorované latky eluovany
tetrahydrofuranem a methanolem. Vytéznost celého extrakéniho procesu je 98%.[18]

3.8.2 Analyza pevnych abiotickych matric

3.8.2.1 Vzorkovani, skladovani a aprava vzorku

Pti celém procesu je, stejné jako pii analyze vody, nutné vyhnout se materialim, které by
mohly vzorek kontaminovat. Jsou to zejména fluoropolymery, neptedCistény PP a PE.
V sedimentech se projevuje vertikdlni nehomogenni distribuce, dand povrchoveé aktivnim
charakterem latek. Ve vrchni vrstveé tlusté nékolik centimetr se nachazeji vyssi koncentrace
téchto latek. Tyto vrstvy vSak mohou byt prekryty novymi vrstvami a vertikalni distribuce
v sedimentu maze odrazet Casovou expozici dané lokality. Pfi odbéru vzorkt sedimentu se
vzhledem k heterogenni distribuci perfluorovanych latek odebiraji vzorky z vice vzdalenych
mist a pro analyzu se pouziva alikvotni podil ze smé&ného vzorku.[1] Vzorkovani jinych
matric, jako je puda nebo kal, probiha podle obvyklych postupt pro tyto matrice. V matricich,
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predevsim v kalu z &istiren odpadnich vod (COV), maze dochazet k biodegradaci. Odbér se
provadi do PP nadob a vzorky se uchovévaji v chladnu. K zabranéni biodegradace a dalSich
zmeén se vzorky zamrazi na teplotu -20°C.[18] V ptipad€ nutnosti se vzorky prosivaji pfes sita
pro odstranéni vétSich casti. Sedimenty a kaly mohou byt pfed analyzou rozemlety
a zhomogenizovany. Vzorky se analyzuji bud’ "mokré", nebo se susi pii laboratorni teplote,
ptipadné v suSarné pti teploté 105°C.[21] Mozné¢ je také sublimacni suSeni zmrzlého vzorku
pouzivané pro omezeni ztrat t€kavych latek [23]

3.8.2.2 Extrakce 7 pevnych abiotickych matric

Koncentrace perfluorovanych latek v sedimentech se pohybuji pfiblizné od 10 pg/g do
stovek ng/g. Koncentrace v kalech z COV jsou vé&tsi, pohybuji se piiblizné v rozmezi 10 ng/g
az 10 pg/g. Hodnoty kontaminace pudy nejsou k dispozici. K extrakci analytd z téchto
specifikovanych matric se nej¢astéji pouzivaji dnes jiz standardni techniky, jako je zrychlena
extrakce rozpoustédlem (ASE, PLE), extrakce teplou parou, sonikace, Soxhletova extrakce,
extrakce kapalinou (LSE). Pro vybér polarity mobilnich fazi plati stejnd pravidla, jako pro
extrakci z vody uvedena v kaitole 3.8.1.2.

Extrakce kapalinou LSE je dosti ¢astou metodou. Jeji velkou nevyhodou je to, Ze je
pomérne pracna a nedd se dobife automatizovat. Powley a kol. [22] popsali vyuziti LSE
extrakci pro C¢-Ci4 PFCAS, a to pro pevné matrice bez matrix efektu. Postupuje se tak, ze k
5g vzorku se pfidaji 2 ml roztoku 200mM NaOH ve vodég; po 30-ti minutach tfepani se prida
20 ml MeOH a dale se tfepe 30 minut. Poté je extrakt zneutralizovan pridavkem HCI
a oddélen centrifugaci. Metoda je selektivni (1 ng/g) a vytéznost je velmi dobra, pro vSechny
délky fetézce se pohybuje v rozmezi 75 - 120%. Riznymi ovéfovacimi testy bylo prokazano,
ze nevykazuje matrix-efekt.[22] Nasledn¢ byla tato metoda s velmi dobrymi vysledky pouzita
1 pro jiné perfluorované kontaminanty.[18]

Sonikace je jedna z dal§ich nenaroCnych a pfitom ucinnych metod extrakce. Na vzorek
s rozpoustédlem se pusobi ultrazvukem. Pro extrakci ionogennich i neionogennich latek ze
sedimenti a kali je mozné pouzit nasledujici postup sonifikace. K 1g suchého
a zhomogenizovaného vzorku se pfida 10 ml 1% kyseliny octové. Nasleduje sonikace pfi
zvysené teploté — 60°C, provadeénd po dobu 15 minut. Po centrifugaci a dekantaci kyselého
roztoku se ptida 2,5 ml extrakéni smesi MeOH a 1% roztok kyseliny octové ve vodé Milli-Q
v poméru 9:1(v/v). Znovu se opakuje sonikace provadéna pii 60°C po dobu 15 minut. Cely
postup se opakuje 2-3x. Po tifech opakovanich se ziska vice jak 95% vSech extrahovatelnych
perfluorovanych latek. Vytéznost pro suchy sediment byla v rozmezi 73-98%, 56-93% bylo
stanoveno pro mokry sediment a 37-98% pro primarni kal. Naslednym pfecisténim extraktu
pomoci SPE a pouzitim LC-MS/MS analyzy 1ze dosdhnou vysoké citlivosti a selektivity 0,01-
0,25 ng/g susiny.[21] Tato metoda byla s malou zménou zkouSena také pro extrakci 8:2
FTOH. Postup byl stejny, pouze extrakéni smés obsahovala 10-24% acetonu. Za téchto
podminek byla extrak¢ni G¢innost vyssi nez 95%.[18]

Zrychlena extrakce rozpoustédlem (PLE) se pouziva pro extrakci celé fady kontaminantu.
Jeji prednosti spoCivaji predevsim v kratkém extrakénim Case, moznosti automatizace
a ziskani Cistého extraktu. Pouziti této metody pro extrakci perfluorovanych latek mé vsak
jedno uskali. Pristroje pro PLE obsahuji Casto fadu teflonovych soucasti, které mohou
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kontaminovat vzorek. Pro extrakci perfluorovanych latek je tfeba tyto soucasti nahradit
soucCastkami nerezovymi. Metoda PLE byla optimalizovana pro extrakci PFCAs z motskych
sedimentd. Nejlep§im extrakénim Cinidlem byla smés rozpoustédel aceton-methanol,
smichanych v poméru 1:3 pii teploté 100°C. Uginnost extrakce vzrista s délkou fetézce Co-
Ci0; vytéznost extrakce se pohybovala v rozmezi od 70% do 100%. Tato smés rozpoustedel
neni vhodna pro extrakci PFCAs s kratkym fetézcem.[18]

Shroder vySetfoval ucinnost PLE, Soxhletovy extrakce a extrakce horkou parou pro
extrakci anionogennich a neionogennich perfluorovanych latek izolovanych z kalu. ZkouSena
byla rozpoustédla dimethylformamid, ethylacetat, methanol, 1,4-dioxan, pyridin, ferc-buthyl
methyl ether a tetrahydrofuran. Teplota byla pro vSechny extrakce stejnd, a to 150°C.
Nejvhodngjsi pro extrakci byla smés EtOAc-DMF-MeOH-H3;PO,4, pii které bylo pro
neionogenni latky dosazeno vytéznosti extrakce 105%, pro anionogenni 119%.[23]

Soxheltova extrakce je dnes spiSe referencni metodou pouzivanou pro srovnani s jinymi
extrakénimi postupy. Dosahuje sice velmi dobré uinnosti, ale doba extrakce je v mnohych
ptipadech neunosn€ dlouha. Pro extrakci PFASs pouzil tuto metodu Shroder. Zkousel PFASs
extrahovat ze sedimentu rozpoustédly EtOAc, MeOH a MeOH-HCI (99:1). Prokazal vsak
velmi malou u€innost extrakce a ani po 12-ti hodinach extrakce nebyly vytéznosti vyssi nez
50%. Shroder pouzil i1 extrakci horkou parou, a to se stejnymi rozpoustedly. Vytéznost
extrakci byla rovnéz nizkd, nejlepsiho vysledku bylo dosazeno s pouzitim extrakéniho €inidla
tvoreného sme&si MeOH-HCI (99:1), s u€innosti 45% pro neionogenni latky a 52% pro latky
ionogenni. Tyto metody extrakce vSak nelze doporucit pro PFASs.[23]

3.8.2.3 Precisténi extraktu z pevnych abiotickych matric

Metody pro extrakci nejsou selektivni a specifické, kromé extrakce ndmi pozadovanych
analytd dochazi ke koextrakci fady dalSich latek. Pfecisténi extraktu z pevnych matric je
instrumentalni analyze mohou rusit, dale zpusobovat koeluce, kontaminovat inlet nebo
kolonu. Perfluorované latky jsou natolik stabilni, Ze pro precisténi extraktu muzeme pouzit
smesi se silnymi oxida¢nimi u¢inky. Pridavkem silného oxida¢niho ¢Cinidla se odstrani
pfitomné organické latky, které nejsou odolné vici oxidacnim ucinkim. Extrakt se ve
vakuové odparce odpati do sucha a odparek se rozpusti v 5 ml MeOH. K roztoku se prida
4 ml smési H,O, a H,SO4 v poméru 1:1(v/v), nebo 4 ml HCI a HNO; v poméru 3:1(v/v).
Oxidace probiha po dobu 30 minut pfi teploté S0°C. Po oxidaci se upravi pH na hodnotu 6
pridanim NaOH. Analyty se zakoncentruji na SPE-C;g kolon€. Po promyti kolony vodou se
eluuji methanolem. Vytéznost véetné PLE Cinila 79% pro neionogenni latky a 82% pro latky
ionogenni pti oxidaci pomoci H,O, a HySOy, respektive 70% a 71% piti oxidaci pomoci HCI
a HNO;.[23]

Dalsim z pouzivanych postupt je zakoncentrovani na SPE-C;s koloné. Po zachyceni
analyti na koloné se promyje Milli-Q vodou a analyty jsou eluovany 4 ml methanolu.[18]

K precisténi mizeme rovnéz pouzit aktivni uhli, jelikoz PFASs se na né&j nesorbuji. Na
jeden mililitr extraktu se pfida 25 mg aktivniho uhli a 5 pl ledové kyseliny octové. Smés se
michd a aktivni uhli s nasorbovanymi necistotami se oddéli centrifugaci. Timto postupem
odstranime latky, které se adsorbuji na aktivni uhli.[22]
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3.8.3 Analyza biotickych matric

3.8.3.1 Vzorkovani, skladovani a aprava vzorku

Koncentrace PFASs v biotickych matricich se zna¢né 1isi podle druhu vzorku a lokality.
Koncentracni rozpéti byva v rozsahu nekolik fada. Pro zachazeni s biotickymi vzorky plati
stejné stejné zasady, jako pro vzorky vody a pevnych abiotickych matric. Pro uchovavani
vzorkl se nejCast€ji pouziva PP nebo sklo. Nezbytné je vyhnout se materialim
kontaminujicim vzorek. K adsorpci na stény dochazi v mensi mife nez u vody, protoze
kontaminanty jsou v biotické matrici vice vazany. Vzorky se musi po odbéru co nejdiive
zmrazit v mrazicim boxu (teplota -20°C) a v ném uchovévat az do doby analyzy. U krevnich
vzorkd nebyl pozorovan zadny ubytek kontaminanti ani po Ctyfech mésicich, coz se
ovefovalo tak, ze vzorek byl kazdy mésic rozmrazen a znovu zamrazen. Pfed samotnou
analyzou se vzorek homogenizuje vétSinou mechanickymi homogenizatory, nebo s pouzitim
ultrazvuku. Pfi analyze krve, pokud chceme oddé¢lit krevni buriky od krevni plasmy, je nutné
je vysrazet pomoci trichloroctové kyseliny nebo kyseliny mravenci; ptipadné lze pouzit také
acetonitril. Ob¢ faze odd¢lime centrifugaci.[18]

3.8.3.2 Extrakce 7 biotickych matric

Pro extrakci kapalnych vzorkt jako krev, krevni plazma a mléko, se pouzivaji metody
extrakce kapalina-kapalina (LLE) a extrakce na tuhou fazi (SPE), obdobn¢ jako pii extrakci
stejnych analytt z vody. Tyto metody lze rovnéz pouzit i pro extrakci zhomogenizovanych
tkéni po pridavku vody k extraktu. Pro extrakci pevnych matric se pouzivaji techniky extrakce
kapalinou (LSE), Soxhletova extrakce a vyluhovani s KOH + SPE. Extrakce se provadi bud’
piimo v kyselém prostiedi, nebo jako ion-parova extrakce s tetrabuthylamoniem, pripadné
tetrapropylamoniem.[18]

Extrakce kapalina-kapalina (LLE)

Pro extrakci se zvoli vhodné rozpoustédlo podle typu latek, které chceme extrahovat. Pro
latky neionogenni jsou to nepolarni rozpoustédla, jako napiiklad MTBE nebo hexan, pro
ionogenni latky jsou vhodn&j§i polarngjsi rozpoustédla, piipadng jejich smési. Cim je delsi
perfluorovany fetézec v molekule, tim je pro extrakci vhodnéjsi rozpoustédlo s nizsi polaritou.
Extrakce anionogennich latek se provadeji v kyselém prostredi. Pfi vhodné zvoleném
rozpoustédle a optimalnich extrakénich podminkach lze dosdhnout vytéznosti nad 80%.[1]

Dosti Casto pouzivanou metodou pii extrakei perfluorovanych sloucenin z biotickych
matric je ion-parova extrakce. Pii extrakci ionového paru se ke vzorku pridava hydrogensiran
tetrabuthylamonia jako ion-parové €inidlo. Extrakce probihé v alkalickych podminkéch pufru
uhli¢itan sodny/hydrogenuhliitan sodny. Jako extrakéni Cinidlo se pouziva MTBE. Po
extrakci se vrstvy rozdé€li centrifugaci.[24] Pro dosdhnuti maximalni vytéznosti je nutné
extrakci 3x opakovat.[18] MTBE vrstva se oddéli a vysusi do sucha v proudu dusiku nebo ve
vakuové odparce a odparek se rozpusti v Cistém rozpoustédle, vhodném pro dalsi provadéné
kroky komplexni analyzy. [24] Nedostatkem této metody je koextrakce lipidi a dalSich
koeluujicich latek z matrice, které mohou rusit pfi nasledujici chromatografické analyze. Na
zakladé téchto poznatk( lze usuzovat na to, Ze ziskany extrakt je zapotiebi dale preCistit.
Vytéznost se po vyCisténi pohybuje v rozmezi 50-200%.[18] Vysoka hodnota muze byt
zpusobena pravdépodobné vznikem dal§ich, dosud neidentifikovanych latek pfitomnych
v extraktu.
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Extrakce na tuhou fazi (SPE)

Pti extrakci na tuhou fazi je dulezity vybér SPE kolonky. Existuje moznost pouzivat
hydrofobni kolony SPE-C;s, smésné hdrofobni/polarni kolony, stftedn€ polarni (fenyl) kolony
a slabé aniontoménice (WAX). Kazdy z typl kolon je vhodny pro extrakci jinych latek. Pro
neionogenni latky a latky s dlouhym uhlikatym fetézcem jsou to nepolarni kolony, pro latky
ionogenni a s kratkym fetézcem se doporuCuje pouzit kolonky, jejichz polarita se zvysuje.
Extrakce probiha v kyselém prostiedi (kyselina mravenci). Nepolarni kolony se promyvaji
vodou a kolony s aniontoméni¢em 40% vodnym roztokem methanolu. Jako elu¢ni ¢inidlo se
pfevazné pouziva methanol, v pfipadé hydrofobnich kolon a pro kolony se slabym
aniontoméni¢em je vhodnym elu¢nim ¢inidlem 2% NH4OH v methanolu.[25,18]

Zajimavym zpusobem extrakce je vyluhovani v KOH, které je spojené se SPE. Ke vzorku
se prida KOH o koncentraci 0,05 mol/l v methanolu a tfepe se po dobu 16 hodin. Poté se
extrahuje pfes SPE kolonku se slabym aniontoméni¢em WAX. Tato metoda je vhodna pro
nekteré analyty, zvla§t€ pro FTOH, pii kterych se dosahuje vyssi vyt€znosti nez u jinych
metod extrakce.[19]

3.8.3.3 Precisténi extraktu 7 biotickych matric

Pti extrakci perfluorovanych sloucenin z biotickych matric dochazi ke koextrakci fady
latek, které mohou rusit pfi dal§i analyze, piipadné mohou poskozovat, nebo zkracovat
Zivotnost instrumentalniho zafizeni. K odstranéni t&chto latek lze pouZit fadu metod. Castym
krokem je filtrace na nylonovych nebo polypropylenovych filtrech. Saponifikace lipida se
provadi ptidavkem 10% roztoku KOH v methanolu a zahfatim vzorku na teplotu 80°C po
dobu 1 hodiny. Nasledn¢ je provedena reextrakce vzorku.[26]

Mozné je také pouziti alternativnich postupt, jako jsou pridavek aktivniho uhli nebo
destruktivni metody uvedené v kapitole 3.8.2.3. V tad€ piipadd neni vSak preCisténi extraktu
zapotiebi, extrakt se pouze odpaii do sucha a odparek se rozpusti ve vhodném rozpoustédle
pro dal3i analyzu.

3.8.4 Analyza vzduchu

3.8.4.1 Vzorkovaini viduchu

PFAS jsou ve vzduchu pfitomné vétSinou navazané na suspendovanych casticich,
ptipadne volné ve vzduchu. Koncentrace jsou vSeobecné velmi nizké, pohybuji se v fadech
pg/m’ vzduchu. Nejvice jsou zastoupeny FTOH a PFOSA. Z t&chto predpokladi vychazeji
i pozadavky na spravné vzorkovani. Pouzivaji se postupy a vzorkovace, které jsou bézné pro
jiné halogenované organické latky. Vzorkovace jsou koncipovany tak, aby ptes né proudilo
velké mnozstvi vzduchu, cca 20-1800 m’. Rychlost proudéni je pfiblizng 1-1,5 m*/h. Pii
velkych objemech vzduchu to maze byt az 18 m*/h. Vzduch proudi ptes sklenéné nebo
kiemenné filtry, kde jsou zachyceny pevné cCastice. Dale vzduch prochazi pres sendvicové
kolony typu PUF/XAD/PUF, nebo pouze ptes PUF. Tyto sorbenty vSak zcela nezachycuji
nejvice te€kavé latky, jako 4.2 FTOH. Pro tyto latky je lepsi pouzit sorbent 6:2 perfluoroctyl
akrylat; zachycené mnozstvi dosahovalo v tomto ptipade az 100% pro 6:2 - 10:2 FTOH. Pro
4.2 FTOH a PFOSA byly vytéznosti podstatné niz§i, zna¢n¢ nadhodnocené byly pro N-
substituované FOSEs (300%). Tento artefakt lze odstranit, pokud pouzijeme kolony pro SPE
kolonky typu XAD-2, XAD-4.[18,28]
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3.8.4.2 Extrakce a precisténi extraktu vzdusnych vzorki

Extrakce analytd z pevnych Casti probiha stejnymi extrakénimi metodami, které jiz byly
popsany pro extrakci z pevnych abiotickych matric. Extrakce ze sorbentt se provadi do
organickych rozpoustédel. Pouzivaji se stfedné polarni az nepolarni rozpoustédla, nebo jejich
smési. Casto pouZivané jsou také methanol, petrolether, ethylacetat a hexan.[18]

Pti optimalizaci extrakce pomoci SPE kolon bylo zjisténo, ze 97% analytd piejde do
prvnich 10 ml extrak¢niho ¢inidla (ethylacetat). Nejvice jich je extrahovano v prvnich 3 ml.
Pii nasledném pouziti vakuové odparky pro redukci objemu se ptfidava nekolik kapek
isooktanu pro omezeni ztrat tékanim.[27] Precisténi extraktu obvykle neni zapotifebi a po
upravé objemu je mozné extrakt ptimo pouzit k findlni analyze. Ne&kteti autofi pouzivaji
k precisténi extraktu sloupcovou chromatografii na aluminé nebo na florisilu.[18,27]

3.8.5 Analyticka koncovka stanoveni PFASs

Jako analyticka koncovka celého procesu stanoveni perfluorovanych latek se nejCastéji
uplatfiuje kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii v jednoduchém
uspotradani LC-MS nebo s tandemovou hmotnostni spektrometrii LC-MS/MS. Mozné je
rovnéz pouziti plynové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (GC-MS) nebo
s detektorem elektronového zachytu (GC-ECD). K separaci a identifikaci téchto latek je lze
pouzit také kapilarni zonovou elektroforézu s neptimou fotometrickou detekci (CZE).

3.8.5.1 Kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

Pro separaci PFASs se pouziva vysokoucinnd kapalinova chromatografie na reverzni fazi
(RP-HPLC). Pti separaci je nejcastéji pouzivand nepolarni stacionarni faze se skupinami Cis,
a to pro vSechny typy analyti. Mozné je rovné€z pouziti faze se skupinami Cg
a perfluorovanymi Cg skupinami. Mobilni faze a elu¢ni podminky se li8i podle typu latek,
které chceme separovat. Prevlada zejména gradientova eluce smési MeOH/voda.[22,23]

Pro separaci PFCAs je mozné aplikovat kolonu s naplni Cig 0 rozmérech (150mm x 3mm
x 3pum). Eluce probihé isokraticky, mobilni fazi o slozeni acetonitril/26uM ledova kyselina
octova v poméru 60:40(v/v) prutokem 0,3 ml/min, pii teploté 30°C. Nastiik pro takovouto
separaci je 20 ul.[28]

Pro separaci FTOH a PFCAs s kratkym a dlouhym fetézcem muizeme pouzit kolonu se
stacionarni naplni Cig o rozmérech (S0mm x 2,1 mm x Sum). Néstfik vzorku je 10 pl.
Elu¢nim ¢inidlem je smés methanol/2mM vodny roztok octanu amonného pifi prutoku
300 ul/min. Gradientova eluce za¢ind smési s 10% MeOH, po 0,1 min se obsah MeOH zvysi
na 30%, v 7 minuté na 75% a v 10 minuté na 100% MeOH. Po 12minuté se vrati k pivodnim
podminkam a eluuje se do 20 minut.[19] Obdobny zpusob byl pouzit i pro separaci PFOS
a pribuznych latek.[16]

Pro separaci PFASs je mozné také pouziti kolon se stacionarni fazi se skupinami Cig
o rozméru (250mm x 4,6mm x Sum), nebo s perfluorovanou Cg fazi o rozméru (150mm x
4,6mm x Spm). Jako elu¢ni Cinidlo se pouziva smés MeOH/MilliQ voda. Pro eluci
neionogennich latek se eluce zahdji se smési MeOH/voda v poméru 60:40(v/v); dale linearné
vzrasta podil MeOH na 90:10(v/v) béhem 12 minut. Pfi téchto podminkach eluce probiha cca
30 minut. Pratok pfi eluci je 0,8 ml/min. Pro separaci ionogennich latek je prvnim elu¢nim
Cinidlem gradientové eluce 20% MeOH a jeho podil se linearné zvysSuje az na 90%, a to
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béhem 12 minut. Poté eluce probiha ze stejnych podminek 30 minut. Pritok mobilni faze je
opét 0,8 ml/min.[23]

Kapalinovéa chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (LC-MS, LC-MS/MS)
stava dnes jiz standardni metodou pro detekci ionogennich perfluorovanych latek. Pro
ionizaci PFASs v hmotnostnim spektrometru se pouziva elekrospray ionizace v negativnim
modu [(ESI(-)]. Jako susici plyn byl pouzit dusik a jako kolizni plyn argon.[28] Dalsi
z moznosti ionizace je chemicka ionizace probihajici za atmostérického tlaku (APCI).[23]

3.8.5.2 Plynova chromatografie, GC-FID, GC-ECD, GC-MS

Plynova chromatografie je vhodnou analytickou koncovkou pro neionogenni tékavé
PFASs, jako jsou sulfonamidy a fluorotelomerni alkoholy, protoze maji vyssi tlak pary.
Obvykle dosahuje n€kolika stovek Pa. Ionogenni latky, které maji nizky tlak pary, je nutné
pted stanovenim pomoci GC metod nejprve derivatizovat na tékavejsi slouCeniny. Bohuzel
vSak Casto dochazi k tomu, ze derivatizatni reakce nemusi byt reprodukovatelna.[1] PFCA se
derivatizuji na methyl-, ethyl- pfipadn€ buthyl estery, které jsou tékavé. Nasleduje jejich
detekce ECD nebo MS. PFCAs s kratkym fetézcem, jejichz methyl derivaty jsou extrémné
tékavé a analyza je obtizn€j$i, je mozné derivatizovat v kyselych podminkach 2.4-
difluoranilinem na PFCA 2,4-difluoranilid; nasledné se pouzije detekce pomoci MS.[20]
PFOS ma velmi maly tlak pary a jeho derivaty jsou nestabilni, a proto pro jejich stanoveni
neni vhodné pouzivat GC.[1]

Separaci analytl je mozné provést na ruznych kolonach, napt. DB-5MS, DB-WAX a
DB-1701.]29,30,31] Obvyklé podminky separace vypadaji nasledovné: separace probiha na
koloné¢ DB-WAX (30m x 0,25mm, tloustka filmu 1um), jako nosny plyn se pouziva helium.
Vzorek je davkovan prostfednictvim bezde€liCového néstiiku vzorku (1 pl) pfi teploté 200°C
atlaku 40Psi. Pocatecni teplota kolony — 60°C trvala 1 minutu, pak se teplota zvedala
0 3°C/min na teplotu 75°C a nasledné po 20°C/min do teploty 240°C, kde také setrvava jednu
minutu.[29]

Jako detekéni metodu l1ze pouzit plamenovy ioniza¢ni detektor (FID), ktery v§ak pro svoji
neselektivnost a pomé&rné nizsi citlivost neni pro tyto latky pfili§ ¢asto pouzivan. Protoze
molekuly obsahuji atomy fluoru, je mozné pouzit detektor elektronového zachytu (ECD),
ktery je selektivni pro halogenované latky. [26] Pii analyze slozitych matric v§ak nemusi byt
jeho selektivita dostacujici.[1] Nejpouzivanéjsi analytickou koncovkou s vyuzitim plynové
chromatografie je spojeni s hmotnostnim spektrometrem (GC-MS), které zaji§tuje dobrou
identifikaci i kvantifikaci analytt. lonizaci 1ze provést narazem elektront (EI)[30], negativni
chemickou ionizaci (NCI), nebo pozitivni chemickou ionizaci (PCI) s methanem jako
reak¢énim plynem, a to pro oba zpusoby ionizace.[29]

3.8.5.3 Kapilarni zonovd elektroforéza

Tato metoda byla ovéfovana pro stanoveni PFCAs s poctem uhliki v fetézci Co-Ciz
ptitomnych ve vod€, s nepfimou fotometrickou pomoci. Optimalni podminky byly
nasledujici: pH = 9, slozeni elektrolytu 50% MeOH, 50mM tris(hydroxymethyl)
aminomethan, 7mM 2,4-dinitrobenzoova kyselina jako chromofor, napéti 25kV, kapilara
60/50 cm x 75 pum; s jejich pouzitim bylo dosazeno detekCnich limitt 0,6-2,4 ppm. Tuto
metodu lze rovnéz pouzit pii analyze PFCAs, ale nedosahuje tak dobrych vysledkl jako
HPLC, ptipadne GC.[32]
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Tabulka X1 Prehled analytickych metod PFASs [1]

PFAS n Matrice | extrakce/precisténi derivati- | analyticka LOD

zace koncovka

PFC,A | 8-13 voda SPE (Cis) LC-MS? 25 ng/l
8-9 SPE (HLB) LC-MS* 1,8-5,2 pg/l
6,8-10 SPE (HR-P) LC-MS* 0,01-0,15 ng/l
5-8,12 SPE (Cig) LC-MS* 1-8 pg/l
6-12 SPE (Cis) LC-ESI- 10-300 pg/l

TOF-MS
5-8,12 SPE (Cis) NMR -
6-12 SPE (SDB) LC-MS* 0,3 ng/l
6-12 PLE (MeOH) LC-ESI- 10-300 pg/l
TOF-MS
6-8,12 SAX disk extrakce methyl - | GC-EI-MS 18 ug/l
ester
7-10 SPME (PDMS vlakno) | butyl - | GC-NCI-MS | 0,1-0,75 pg/l
ester
1-6 neni IC-CD 0,1 mg/l
6-12 pevné sonikace LC-MS® -
89,12 matrice LLE (MTBE) LC-MS 0.4 ng/g
7-10 PLE (aceton:MeOH | butyl - | GC-NCI-MS | 0,5-0,8 ng/g
+MeOH-H;PO,) ester
8 PLE (EtOAc-DMF) LC-MS 6 ug/g
6-14 SPE (envi-Carb) LC-MS? 1 ng/g
8-14 sonikace LC-MS* 0,01-0,25 ng/g
(9:1MecOH, 1%Ac),
centrifugace+SPE(Cig)
8 biota LLE(MTBE),TBA LC-MS* 5 ng/g
6-12,14 LLE(CAN),Carbon LC-MS* 5 ng/g
7-14 LLE(MTBE),TBA difluoro- | GC-MS* 10 pg/g
anilid
6-12,14 sonikace(MeOH/H,0, LC-TOF-MS | 1-8 pg/g
NH4AC)

PFC,S 4-8 voda SPE (Cis) LC-MS? 0.4-60000 pg/l
4 -8 SPE (HBL) LC-MS* 0,4-0,8 pg/l
6-12 SPE (Cis) LC-ESI- 10-300 pg/l

TOF-MS
8 TFC (on line extrakce) LC- 5,35 ng/l
LC/APPI-MS
6.8 SPE (HR-P) LC-MS* 0,01-0,15 ng/l
4-8 (pHimy vsttik) LC-MS* 0,15-0,36 pg/l
4-8 SPE (Cis) LC-MS® 3-5 pg/l
4-8 SPE (Clg) NMR 10 p.g/l
1,48 - ATR-FTIR 7.5-30 pg/l
8 pevné PLE (EtOAc-DMF) LC-MS 6 ug/g
6.8,10 matrice | sonikace LC-MS? 0,04-0,11 ng/g
(9:1MecOH, 1%Ac),
centrifugace+SPE(Cig)
6.8 biota LLE(MTBE),TBA LC-MS* 2-8 ng/g
4,6.8.10 sonikace(MeOH/H-0, LC-TOF-MS | 0,2-0,5 pg/g
NH4AC)
8 vzduch XAD,aceton/hexan, LC-MS -
florosil, EtAc
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Tabulka X1 Prehled analytickych metod PFASs - pokracovani

PFAS n Matrice | extrakce/precisténi derivati- | analyticka LOD
zace koncovka
PFC,SA |8 voda SPE(HBL) LC-MS® 1 pg/l
8 SPE(C;5) LC-ESI- 10-300 pg/l
TOF-MS
8 SPE(HR-P) LC-MS* 0,01-0,15 ng/l
FOSAA, pevné sonikace LC-MS? 0,11-0,12 ng/g
N-MeFOSAA, | matrice (9:1MecOH, 1%Ac),
N-EtFOSAA centrifugace+SPE(Cig)
8 biota LLE(MTBE), TBA LC-MS* 3,5 ng/g
8 sonikace(MeOH/H,0, LC-TOF-MS | 0,5 pg/g
NH4AC)
N-EtFOSA vzduch | XAD, MeOH,EtAc GC- 1.6 pg/m’
PCI/NCI-MS
N-EtFOSA XAD, Aceton/hexan, LC-MS -
florosil, EtAc
FTS 6:2 voda SPE(HBL) LC-MS* 0,02 ng/l
4:2-8:2 piimy vstiik LC-MS® 0,33 pg/l
6:2-10:2 pevné SPE(envi-carb) LC-MS* <ng/g
matrice
6:2 biota sonikace(MeOH/H,0, LC-TOF-MS | 5 pg/g
NH4AC)
FTOH 8:2 biota LLE(okyseleni, GC-MS 4-12 ng/g
hexan/heptan),SiO,
colona, isopropanol
4:2,6:2.8:2, vzduch XAD ,MeOH,EtAc GC- 0,15-4.,5 pg/m3
10:2 PCI/NCI-MS
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4. EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pouzivané pristroje, zarizeni a software

Zavizeni pro pripravu a extrakci vzorki:

e Analytické vahy HR-120, A&D Instruments, Japonsko

e Rotacni vakuovd odparka RVO Biichi Rotavapor R-205 svodni lazni B-490
a elektronickym fizenim vakua V-800, Svycarsko

Ultrazvukova vodni 1azefi, typ Teson 4, Tesla, Ceska republika

zatizeni pro SPE extrakci Baker SPE-12G

zatizeni pro odpafovani pod dusikem s topenim Labicom Evaterm, Ceska republika
zatizeni pro piipravu MilliQ vody Millipore QGGARD®,

bézné vybaveni analytické laboratote

LECO Pegasus 111 GCxGC-TOF-MS:

¢ Plynovy chromatograf Hewlett-Packard 6890N GCxGC, (Agilent, USA)

e Automaticky injektor pro plynovy chromatograf HP 7683 s mikrostiikackou 10 pl,
Hamilton (USA)

e Primarni kolona DB 5 (60m x 0,025mm x 0,251m)

e Sekundarni kolona DB 17 (1,1m x 0,1mm x 0,1um)

Software pro zpracovani dat:

Chromatof ™ Version 2.22 (USA)

Pegasus” Driver Version 2.10 (USA)

Microsoft Excel 2000, verze 9.0 (Microsoft Corporation, USA)
Microsoft Word 2000, verze 9.0 (Microsoft Corporation, USA)

ACD ChemSketch, verze 5.12 (Advanced Chemistry Development, Inc.)

|
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Obrazek 6 LECO PEGASUS II
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Obrazek 7 Detail hmotnostniho spektrometru
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4.2 Chemikalie, spotirebni material a standardy

Rozpoustédla
e Methanol Chromasolv®, obsah 99,9%, pro HPLC, Sigma-Aldrich, Némecko
e Isooktan Uvasol®, obsah 99,8%, pro spektroskopii, Merck, Némecko
o Ethylacetat Labscan, obsah 99,8%, pro HPLC, Lach-ner, Ceska republika
e tert-butyl methyl éter (MTBE) Chromasolv®, obsah 99,8%, pro HPLC, Sigma-

Aldrich, Némecko

Chemikalie a jiné materialy
e filtradni papir ze sklendnych vlaken, typ Z4 QSC-6250, Papirna Prost&jov s.r.0, Ceska
republika
kyselina sirova 97%, PENTA, Ceska republika
amoniak, vodny roztok 25-27%, PENTA, Ceska republika
hydroxid sodny 97%, ONEX, Ceska republika
bézné dostupné chemikalie ve stopové analytické laboratofi

Pouzité SPE extrakcni kolony:

e SUPELCLEAN™ ENVI'™-18 SPE Tube, 6 ml, 500 mg sorbentu, SUPELCO, USA
e LiChrolut®, 6 ml, 500 mg sorbentu 40-120 um, MERCK, Némecko
e SUPELCLEAN™ LC-SAX SPE Tube, Sigma-Aldrich, Némecko

Technické plyny
e Dusik 4,6; Linde technoplyn a.s.
e Helium 6,0; Messer Austria GmbH

Pouzité standardy

o standard Perfluorooctansulfonamid (PFOSA), roztok v isooktanu, 50 upg/ml,
Wellington Laboratories, Kanada

o standard N-Methylperfluorooctansulfonamid (N-MeFOSA), roztok v isooktanu,
50 pg/ml, Wellington Laboratories, Kanada

o standard N-Ehtylperfluorooctansulfonamid (N-EtFOSA), roztok v isooktanu,
50 pg/ml, Wellington Laboratories, Kanada

4.3 Studovana matrice

byla studovana pouze jedna matrice a to voda - povrchova a odpadni
vzorky byly odebirany do 2,5 litrovych tmavych sklenénych lahvi
pted analyzou byly uloZeny ve tme pii 4°C

podrobnosti o vzorcich viz. kapitola 5.6

lokalizace uvedena v pfiloze
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4.4 Pracovni postupy

4.4.1. Piehled stanovovanych analyta
Tabulka 1 Prehled stanovovanych analytii

niazev zkratka CAS strukturni vzorec
perfluorooctansulfonamid | PFOSA 754-91-6 FEEF T T T T 0
i T

FFFFFFFFO
N-methyl N-MeFOSA |31506-32-8 | 7 | [ 1 1§ 1 74
perfluorooctansulfonamid F T W

FFFFFFFFO
N-ethyl N-EtFOSA | 4151-50-2 b |F |F |F |F |F |F |F 9 o
perfluorooctansulfonamid T T T r ™

FFFFFFFFQO

4.1.2 Princip metody

Analyty byly z vody extrahovany piimou extrakci rozpoustédlem (LLE), pfipadné byly
extrahovany na tuhou fazi (SPE). Pro ziskani optimalniho postupu byly pouzity rizné druhy
kolon a ruzné analytické postupy, jejichz ovéfeni bylo rovnéz soucasti experimentalniho
feSeni diplomové prace. V ptipadé LLE byl extrakt vysusen do sucha na vakuové rotaéni
odparce a odparek byl nasledné rozpustén v isooktanu; pti aplikaci SPE byl eluat vysusen do
sucha pod proudem dusiku a odparek byl rovnéz rozpustén v isooktanu. Identifikace
a kvantifikace jednotlivych analyti se provadéla pomoci vysokorozliSovaci plynové
chromatogratie (HRGC) s hmotnostnim spektrometrem (MS), k identifikaci bylo pouzito
srovnani hmotnostnich spekter a kvantifikace metodou kalibra¢ni kiivky tj. technikou externi
kalibrace.

4.1.3 Postupy pri extrakci na pevnou fazi (SPE)

Postup ¢.1:

¢ SPE kolona byla promyvana 10 ml methanolu rychlosti 2 kapky/s

¢ nasledné byla promyta 10 ml 1% kyseliny octové rychlosti 2 kapky/s

e poté byl nanesen vzorek, jehoz pH bylo upraveno na hodnotu 7; rychlost pratoku
kolonou byla upravena na 1 kapku/s

¢ kolona byla susena po dobu 1 hodiny na vzduchu

e nasledna eluce probihala pomoci 4 ml methanolu rychlosti 1 kapka/s

e cluat byl pod proudem dusiku odpafen do sucha (teplota 40°C); odparek byl
rozpustén v 1 ml isooktanu

Postup ¢.2:

e SPE kolona byla promyvana 3 ml smé&si MeOH:ethylacetat v poméru 1:1 rychlosti
2 kapky/s

e nasledné byla kolona promyta 3 ml Cistého methanolu; rychlost pratoku elu¢niho
¢inidla kolonou byl 2 kapky/s

e dale byla kolona promyvana 3 ml vody, rychlost 2 kapky/s

e byl nanesen extrakt vzorku, jehoz pH bylo upraveno na hodnotu pH 7, rychlost
prutoku kolonou 1 kapka/s
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nasledovalo promyti kolony smé&si H,O:MeOH smichané v pomé&ru 95:5; rychlost
prutoku mobilni faze byla 2 kapky/s

poté byla kolona suSena hodinu na vzduchu

eluce probihala smési MeOH:ethylacetat v pomeéru 1:1 rychlosti 1 kapka/s

eluat byl odpafen do sucha pod proudem dusiku pfi teplote 40°C; odparek byl
rozpustén v 1 ml isooktanu

Postup ¢. 3:

kolona byla promyta 5-ti ml MeOH; eluce probihala rychlosti 2 kapky/s

dale byla kolona promyta 5-ti ml H,O rychlosti 2 kapky/s

potom byl nanesen vzorek o pH 7; rychlost eluce byla 1 kapka/s

nasledovalo suseni kolony 1 hodinu na vzduchu

eluce probihala 4 ml MeOH rychlosti 1 kapka/s

eluat byl odpatfen do sucha pod proudem dusiku pii 40°C a odparek byl rozpustén
v 1 ml isooktanu

Postup ¢. 4:

kolona byla promyta 4 ml 0,1% roztoku NH4OH v MeOH rychlosti 2 kapky/s
nésledovalo promyti kolony 4 ml MeOH rychlosti 2 kapky/s

poté byla kolona promyta 4 ml H,O rychlosti 2 kapky/s

byl aplikovan vzorek, jehoz pH bylo upraveno na pH 7; rychlost eluce 1 kapka/s
kolona byla 1 hodinu suSena na vzduchu

4 ml MeOH byly pouzity pro prvni eluci, kterd probihala rychlosti 1 kapka/s - frakce
F;

druha eluce probihala pomoci 0,1% roztoku NH4OH v MeOH rychlosti 1 kapka/s -
frakce F,

eluat byl odpafen do sucha pod proudem dusiku pfi teploté 40°C a odparek byl
rozpustén v 1 ml isooktanu

4.1.4 Postup pri extrakci kapalina-kapalina (LLE)

byla provedena extrakce se 200 ml vzorku vody

pti pouziti 1 litru vzorku byl rozde€len na 2x 500 ml vzorek vody,

na objem vzorku 200 ml a 1 I byl pouzit nasledujici postup

vzorek byl v delici nalevce tfepan s 60 ml MTBE po dobu deseti minut; po rozdéleni
vrstev byla vodna vrstva oddélena

vodna vrstva byla néasledné tfepana 2x po dobu deseti minut s 30 ml MTBE

extrakty byly spojeny a ve vakuové odparce zahustény na objem cca 5 ml

zahustény extrakt byl vysuSen siranem sodnym bezvodym a odstfedén na centrifuze
po dobu dvou minut pti 3000 otackach za minutu

vysuseny extrakt byl odpafen do sucha na vakuové rota¢ni odparce

odparek byl rozpustén v 1 ml isooktanu

4.1.5 Identifikace a kvantifikace analytu:

Analyza standardd a vzorkl byla provedena pomoci vysokorozliSovaci plynové
chromatogratie (HRGC). Pouzita kolona byla kfemenna kapilara o délce 60 m, se stacionarni
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fazi DBS o tloustce 0,25 um. Jako detektor byl pouzit hmotnostni spektrometr (MS)
s analyzatorem typu time-of-flight (TOF), analyzator doby letu. Standardy i vzorky byly
analyzovany jednorozmérnou plynovou chromatografii. Identifikace analyti byla provedena
porovnanim hmotnostnich spekter analyti s hmotnostnimi spektry ulozenymi v knihovné
spekter. Kvantifikace analytu je zaloZzena na technice absolutni kalibrace metodou vicebodové
kalibra¢ni kfivky pro kazdy analyt (porovnani bylo provedeno podle plochy pika).
Kvantifikace byla provedena na zakladé sledovani vybranych charakteristickych fragmentu.
Pro kvantifikaci N-MeFOSA byl zvolen fragment m/z 94, pro N-EtFOSA byl sledovany
pomér m/z 108 a pro PFOSA byl sledovany pomér m/z 80. Na obrazcich 7 a 8 je vidét rozdil
mezi sledovanim celého spektra ¢i jednotlivych iontu.

4.1.6 GC-MS podminky

Pti optimalizaci podminek separace pii plynové chromatografii a identifikace v hmotnostni
spektrometrii bylo vychazeno z podminek dodanych ke standardim z Wellington
Laboratories. K ziskani co nejlep$iho rozliSeni a tvaru pikd byla fada parametri metody
upravena a kone¢né GC-MS podminky jsou nasledujici:

Chromatografické podminky:

Typ a rozmé&r kolony DB-5 (60m x 0,250mm x 0,25um)

nosny plyn helium

typ nasttiku splitless

prutok konstantni 1,2 ml/min

teplota inletu 200°C

teplotni program pocateCni teplota 50°C po dobu 2min, zvySeni teploty

rychlosti 7°C/min na 230°C, zvySeni teploty rychlosti
15°C/min na 280°C, teplota udrzovana 10min.

nastiikované mnozstvi 1 ul
nosny plyn Helium 6.0
doba analyzy 39 min

Podminky na hmotnostnim spektrometru:

Solvent delay 16 min
Start mass 50 (u)
End mass 550 (u)
Pocet spekter/s 1
Napéti na detektoru 1900V
Filament Bias voltage =70V
Teplota iontového zdroje 250°C

38



@@ @ @
= =l =
2.25e+006 S = .
c ol C
2 =l =]
= = =
2e+006 § § §
3 3 8
[ |3 o
@ < ?
1.75e+006 + - - -
O] (=) [e]
g =] 5
g 2 2
1.5e+006 i T i
ful O [=8
£l £
1.25e+006 e @
= =
=
le+006
730000 o
500000
250000 L
T T ! T L T T T T T
Time (s) 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700
Spectrum # 40 140 240 340 440 540 540 740
[— 94 0 — 108 |
. .
Obrazek 8 Fragmentogram standardu o koncentraci 166,67 ng/ml.
LT
£ E £
4.5e+007 g 5 £
= = =
g 8 g
o o o
4e+007 A 8 ] ]
@ < ?
g i =
o Bl B
3.5e+007 3| 2 2
T T i
o g a
> >
+ =
3e+007 o g ¢
S =
=
2.5e+007
2e+007 A
1.5e+007 M L’\J
e e e T T
T T T T T T T T
Time (s) 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700
Spectrum # 40 140 240 340 440 540 540 740
===

Obrazek 9 Chromatogram standardu o koncentraci 166,67 ng/ml.



5. VYSLEDKY A DISKUZE

V této kapitole jsou shrnuty vysledky experimentd na modelovych nebo realnych vzorcich
raznych typt vod.

5.1 Kalibrac¢ni krivka, mez detekce, mez stanovitelnosti

Pro kvantifikaci analyti ve vzorcich byly naméfeny kalibra¢ni kiivky pro jednotlivé
analyty. Ze standardd byly nafedény kalibra¢ni fady od koncentrace 1,67 ng/ml do
833,3 ng/ml a kalibra¢ni kiivky byly zhotoveny jako zévislosti plochy piku na koncentraci
analytu. Kalibra¢ni kifivky jsou prezentovany na obrazku 9, rovnice kalibra¢nich kiivek jsou
shrnuty v tabulce 2.

Kalibraéni krivky
9,0E+06
* N-MeFOSA
8.0E+06 | N-EtFOSA y =10192x - 53508
A PFOSA R%=0,9993

7 0E+06 -

6,0E+06 |
5 y = 5788,1x - 33994
= 5,0E+06 | R’ =0,9992
(5]
=
S 4,0E+06 -
=

3,0E+06 -

y = 2150,9x + 19589

2,0E+06 R’ = 0,0888

1,0E+06 |

0,0E+00

0 100 200 300 400 500 600 700 800
koncentrace (ng/ml)

Obrazek 10 Kalibracni krivky

Tabulka 2 Rovnice kalibracnich kiivek a hodnoty spolehlivosti

analyt rovnice Kalibra¢ni krivky hodnota spolehlivost R?

N-MeFOSA y = 10192 0x - 53508 0,9993
N-EtFOSA y= 5788, 1x -33994 0,9992
PFOSA y= 2150,9x + 19589 0,9888

Mez detekce a mez stanovitelnosti byly ur¢eny z Sumu zékladni linie. Mez detekce byla
stanovena jako koncentrace, jejiz odezva na detektoru bude mit pomeér signalu k Sumu vétsi
nez 3. Mez stanovitelnosti byla stanovena jako koncentrace, jejiz odezva na detektoru bude
mit pomer signalu k Sumu vétsi nez 10.
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Priklad vypocétu meze detekce pro N-MeFOSA:
Koncentrace ¢ = 1,67 ng/ml ma pomér signal k sumu S/N = 18,415.

D:Mj:MD ng/ml

167
18,415

-3=0,27 ng/ml

Priklad vypocétu meze stanovitelnosti pro N-MeFOSA:
Koncentrace 1,67 ng/ml ma pomér signal k Sumu S/N = 18,415.

s = SUELMD o v ng/mi
S/N

167

18,415
Vypocitané meze detekce a meze stanovitelnosti pro jednotlivé latky identifikované na
plynovém chromatografu ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem jsou shrnuty v tabulce 3.

-10 =0,91 ng/ml

Tabulka 3 Meze detekce a meze stanovitelnosti pro jednotlivé latky

latka mez detekce (ng/ml) mez stanovitelnosti (ng/ml)

N-MeFOSA 0,3 1
N-EtFOSA 0,6 2
PFOSA 0,6 2

5.2 Spikovani vody

Spikovani vody bylo provedeno tak, ze 100 ul standardu v isooktanu o koncentraci
1.67 pg/ml bylo rozpusténo v 1 ml MeOH a potom ve vod€. V dal§im textu je tento postup
oznaCen jako postup ¢.1. Tento zpusob se vSak pfili§ neosvédCil, protoZze i po pusobeni
ultrazvuku zustala pravdépodobné cast standardu nerozpusténa a vysledky ziskané timto
zpusobem byly zkreslené. Proto byl postup spikovani vody zménén na postup ¢.2. Spikovani
bylo provedeno tak, ze v 1 ml MeOH bylo rozpusténo 10 pl standardu v isooktanu
o koncentraci 16,67 ug/ml a methanolovy roztok byl rozpustén ve vodé. Druhym moznym
a pouzitym postupem, oznaCenym jako postup ¢.3, bylo rozpusténi 10 pl standardu
v isooktanu o koncentraci 16,67 pg/ml; tento methanolovy roztok byl odpaten pod proudem
dusiku do sucha pfi teploté 40°C a odparek byl v ultrazvukové 1azni rozpustén piimo ve vode.
Spikovani vody bylo provadéno do 1 litru, tzn. ze vyslednd koncentrace ve vode byla
166,67 ng/l, nebo ve 200 ml vody. V tomto piipadé¢ byla vysledna koncentrace ve vodé
833,34 ng/l.

5.3 SPE Extrakce

Pro extrakci analyti z vody byly pouzity razné komercni SPE kolony s riaznym typem
sorbentd, viz kapitola 4.2. Kromé toho byly pouzity také rizné postupy na kolonach, které
jsou uvedené v kapitole 4.1.3. Pii urCovani vytéznosti extrakci bylo pouzito 200 ml
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Tabulka 4 Vytéznost SPE extrakci.

latka spike | kolona postup | ¢ v 1Iml (ng/ml) | vytéznost
%

N-MeFOSA 1 ENVI™.18 SPE | ¢&.1 5.4 3,5
N-EtFOSA Tube 4,7 2,8
PFOSA 108,2 64,9
N-MeFOSA 1 ENVI™.18 SPE | ¢.2 14,6 8,8
N-EtFOSA Tube 13,4 8,0
PFOSA 103,3 62,0
N-MeFOSA |2 ENVI™.18 SPE | &3 13,0 7,8
N-EtFOSA Tube 11,5 6,9
PFOSA 99.8 59,9
N-MeFOSA |2 ENVI™.18 SPE | ¢.4 11,8 71
N-EtFOSA Tube 10,1 6,0
PFOSA 62,6 37,6
N-MeFOSA |2 LiChrolut® &4 9,9 5,9
N-EtFOSA 9,0 5,4
PFOSA n.d. n.d.
N-MeFOSA |2 LC-SAX SPE Tube | &.4 258 15,5
N-EtFOSA 453 27,2
PFOSA 56 3.4
N-MeFOSA 3 ENVI™.18 SPE | &3 24.7 14,8
N-EtFOSA Tube 26,4 15,9
PFOSA 124.,0 74,4
N-MeFOSA |2 ENVI™.18 SPE | &3 16,8 10,1
N-EtFOSA Tube 13,4 8,1
PFOSA 96,2 57,7
N-MeFOSA |3 LiChrolut® 3 10,5 6,3
N-EtFOSA 9,7 5,8
PFOSA 65,0 39,0
N-MeFOSA |2 LiChrolut® 3 8,1 4,9
N-EtFOSA 7.1 4,2
PFOSA 64,9 38,9
N-MeFOSA 3 ENVI™.18 SPE | &3 40,6 24,4
N-EtFOSA Tube pH4 33,2 19,9
PFOSA 4590 275,4
N-MeFOSA |3 LC-SAX SPE Tube | &.4 46,4 27,8
N-EtFOSA pHO 426 25,6
PFOSA 2972 178,3
N-MeFOSA |3 LC-SAX SPE Tube | &.4 225 13,5
N-EtFOSA pH7 29,2 17,5
PFOSA 35,1 21,1
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spikované vody. Kvantifikace analytu byla provedena na zakladé kalibracni kiivky, ze které
byly spocitany vytéznosti jednotlivych postupil na riznych kolonach. Vytéznosti téchto
postupt jsou uvedeny v tabulce 4.

Obecné lze fici, ze vytéznosti na SPE kolonach nebyly pfilis velké a vyrazné se lisily pro
jednotlivé kolony a pro jednotlivé latky. Pro analyt PFOSA byly vypocteny vyS§si vytéznosti,
nez pro analyty N-MeFOSA a N-EtFOSA. Zatimco nejlepsi vytéznosti analytu PFOSA bylo
dosazeno na nepolarni kolond ENVI'™-18 SPE Tube, piipadné na kolong LiChrolut®,
nejvyssich hodnot vytéznosti pro latky N-MeFOSA a N-EtFOSA bylo dosazeno na kolon¢ se
silnym aniontomé&niCem LC-SAX SPE Tube.

Pro zlepSeni vytéznosti na vSech kolonach byla oveéfovana Gprava hodnoty pH vzorku. Na
nepolarnich kolonéach bylo pH vzorku snizeno na hodnotu 4 ptidavkem kyseliny sirové. Niz§i
pH vzorku melo zabranit pfipadné disociaci analytu a zlepSit jeho zachyceni na nepolarnim
sorbentu. U perfluorovanych slou¢enin N-MeFOSA a N-EtFOSA doS§lo k mirnému zvyseni
vytéznosti, nicméng tato vytéznost stale nedosahovala hodnot, které byly ziskany na kolon¢ se
silnym aniontoméni¢em. Pro analyt PFOSA byla vytéznost extrémné vysoka; otdzkou je,
zdali 1ze tuto hodnotu povazovat za ndhodnou chybu méteni. Podobné hodnoty vytéznosti na
urovni 200% byly publikovany také v literature, ve které rovnéz nebylo uvedeno uspokojivé
vysvétleni pro zisk této extrémni hodnoty. [18] Pii pouziti kolon se silnym aniontoméni¢em
byla za uCelem zlepSeni vyté€znosti pouzita také Uprava pH, pti které byla hodnota zvySena na
hodnotu 9 pfidavkem hydroxydu sodného. ZvySeni pH mélo podpofit pripadnou disociaci
latek a pfi vzniku aniontl zlepsit jejich zachyt na kolon€. V pripadé analyti N-MeFOSA a N-
EtFOSA doslo k mirnému zvySeni vytéznosti, avSak chovani analytu PFOSA se od zbylych
dvou zase odliSovalo. Tuto odchylku nelze na zaklad€ dosud ziskanych zkuSenosti prozatim
vysvétlit, pravdépodobnou piic¢inou mize byt i dosud neobjasnéna laboratorni chyba.

Jak jiz bylo feCeno, vytéznosti extrakce na SPE kolonach nedosahovaly pfi pouzitych
postupech dobrych vysledkt; z divodu nutnosti Setfeni se standardem z Kanady, kterého bylo
pro analyzy k dispozici omezené mnozstvi, nebyla provadéna opakovatelnost jednotlivych
postupt. V tabulce 5 jsou proto shrnuty pouzité postupy a kolony, na kterych bylo dosazeno
nejlepSich vysledkt pro jednotlivé latky. Pro analyty N-MeFOSA a N-EtFOSA byly pouzity
pracovni postup i1 extrakéni kolona shodna, stejné jako uprava pH vzorku na hodnotu 9.
Vytéznosti se pro obé latky pohybovaly mirné nad 25%. Pro analyt PFOSA byla z hlediska
vyt&Znosti extrakce nejlepsi nepolarni kolona ENVI™-18 SPE Tube spoletng s postupem ¢&.3,
pti kterém bylo dosazeno vyté€znosti 74%.

Tabulka 5 Kolony a postupy s nejlepsi vytéznosti

latka kolona postup vytéznost %

N-MeFOSA | LC-SAX &.4 pti pH 9 28
SPE Tube

N-EtFOSA | LC-SAX &.4 pti pH 9 26
SPE Tube

PFOSA ENVI™.18 &3 ptipH 7 74
SPE Tube

PFOSA LiChrolut® &.3 ptipH 7 39

Pro¢ jsou vytéznosti SPE extrakci pomérné nizké, nelze z dosud provedenych méfeni
presné urCit. V prab&hu prace byly pouzivany sklenéné a polypropylenové nadoby nebo
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laboratorni pomucky. V dosud zvefejnénych studiich se udaje od sebe lisi; v nékterych
publikacich je upozorfiovano na sorpci na sklo, v jinych zase nejsou doporucovany nadoby a
zejména vialky z polymernich materiald, zejména polypropylenu.[18] SniZeni vytéznosti u
jednotlivych analytd lze pravdépodobné pfipsat na ukor mozné adsorbce analytl, at jiz na
sklo, nebo na polypropylen. Mozné je rovnéz nedokonalé zachyceni analytd na sorbentech
v kolonach; tento podil na nejistot€é méfeni mize byt zpisoben ne zcela optimalnim postupem
pro individualni analyty. Dals§i vysvétleni miize predstavovat také nevratna adsorbce na
sorbent v kolong, v dusledku ¢eho neni analyt eluovan elu¢nim ¢inidlem. Kolony vsak byly
v rimci provadéné optimalizace metody promyvany opakované elu¢nim Cinidlem a v dalSich
frakcich nebyly jiz sledované analyty detekovatelné; proto lze posledni moznost povazovat za
malo pravdépodobnou. Uvedenou ovérenou metodu je mozné pouzit pro analyt PFOSA, u
kterého bylo dosazeno dostateCné vysoké vytéznosti. Naopak u analyti N-MeFOSA a N-
EtFOSA byly vypoctené hodnoty vytéznosti ptili§ nizké na to, aby bylo mozné tento postup
pro jejich stanoveni pouZit.

5.4 Extrakce kapalina kapalina (LLE)

Pro extrakci analyti metodou kapalina-kapalina byla zvolena jako extrakéni Cinidlo
latka terc-butyl methyl ether (MTBE). Pro extrakci byl pouzit postup uvedeny v kapitole
4.1.4. Pfi urCovani vytéznosti extrakci bylo pouzito nejprve 200 ml vody a potom 11
spikované vody. Kvantifikace analytd byla provedena pomoci kalibra¢nich kiivek; z udaju
zde prezentovanych byla vypocitana vytéznost v %. SouCasné byla také posouzena
opakovatelnost analytického postupu, pii poCtu méfeni n = 5. Vytéznosti pro extrakci
kapalina-kapalina pro 200 ml spikované vody jsou uvedeny v tabulce 6, pro spikovanou vodu
o objemu 11 v tabulce 7. Grafické zpracovani je znazornéno na obrazku 11, respektive 12.
Soucasné s extrakcemi byly provadeény i slepé pokusy "blank", ve kterych nebyly nalezeny
zadné koncentrace sledovanych latek.

Tabulka 6 Vytéznosti MTBE extrakce z 200 ml spikované vodly.

latka vzorek 1 |vzorek 2 |vzorek 3 |vzorek 4 |vzorek S | pramér
vytéznost | vytéznost | vytéznost | vytéznost | vytéznost | vytéznosti
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
N-MeFOSA 130,7 120,1 90,6 81,1 85 94+18
N-EtFOSA 137,7 1323 105,5 85,9 90 103+20
PFOSA 2899 2221 269,5 2229 2289 235+24
Tabulka 7 Vytéznosti MTBE extrakce z 1litru spikované vody.
latka vzorek 1 |vzorek 2 |vzorek 3 |vzorek 4 |vzorek S | pramér
vytéznost | vytéznost | vytéznost | vytéznost | vytéznost | vytéznosti
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
N-MeFOSA 71,6 57,2 48,7 32 30,1 42+16
N-EtFOSA 70,8 53,7 46,1 30,1 29,6 40+16
PFOSA 137,5 1248 104,9 64,4 56,3 88+32
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Odhad smérodatné odchylky:
Smérodatna odchylka s byla odhadnuta ze vztahu dle Dean-Dixona (pro n<7):

Ss=k,xR

k, je tabelovany koeficient pro jednotliva n (pro n = 5 je k, = 0,3946)
R je rozpéti vysledkt (rozdil extrémnich hodnot): R = Xyax - Xmin

Priklad vypoctu odhadu smérodatné odchylky pro extrakci N-MeFOSE:

R = Xmax = Xmin
R=130,7-85
R=457

Ss=k,xR
s = 03946 x 45,7
s=1803

vytéznost v %

Vytéznost LLE pro 200 ml spikované vody

300
— = N-MeFOSA
— B N-EtFOSA
250 | O PFOSA
200
150 -
100 -
50 -
0
1 2 3 4 5 primér

Obrazek 11 Grafické znazornéni vytéznosti LLE z 200 ml spikované vody.
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Vytéznost LLE extrakci pro 1 litr spikované vody

160

O N-MeFOSA
140 - B N-EtFOSA
O PFOSA

120 -

100 ~

80 -

vytéznostv %

60 -

40 -

20 -

1 2 3 4 5 primér

Obrazek 12 Grafické znazornéni vytéznosti LLE z 1 litru spikované vody.

Interpretace vysledkt ziskanych z méfeni vytéznosti extrakce kapalina-kapalina je
ponékud obtiznéjsi. Obdobné jako u SPE extrakce, dochazi zde k rozdilim mezi analytem
PFOSA a dalsimi dvéma hodnocenymi analyty MeFOSA a N-EtFOSA. Analyt PFOSA m¢l
pii LLE podstatné vyssi vytéznost, nez zbylé dva analyty. Pti extrakcich provadénych ze
200 ml vzorku vody byla jeho vyté€znost extrémne vysokd, dosahovala hodnot vysSich nez
230%,; vytéznost zbylych dvou analyti se pohybovala okolo 100%. Pokud byla extrakce
provedena z 1000 ml vzorku vody, byla primérna vytéznost N-MeFOSA 42%, N-EtFOSA
40% a vytéznost PFOSA 88%. V ramci pokusu byla prokazana zajimava skute¢nost; postupné
s prodluzujicim se Casem provedeni experimentu dochazelo k ubytku analytu. Pravdépodobné
vysvétleni spociva v moznosti adsorbce analytu na sklo vialky, a to jesté pfed zmefenim
systémem GC-MS, coz by se mohlo projevit ve zkresleni vysledkd. Z vysledkd v praci
uvedenych dale vyplyva, ze ucinngjSimi byly extrakce provedené z vétsiho objemu vzorku,
vtomto pfipadé byly také stanoveny vyssi koncentrace. ZlepSeni vytéznosti extrakce
provadéné s vétSim objemem vody by patrné pomohlo zvétSeni objemu extrakéniho ¢inidla
nebo zvyseni poctu extrakCnich krokd. Tyto experimenty vSak provedeny nebyly. Predlozena
diplomové prace ma predstavovat ivodni studii, na kterou budou navazovat dalsi diplomové
a doktorské disertacni prace zpracovavané v této oblasti na FCH VUT v Brné. Perfluorované
slouCeniny patii mezi obtizné hodnotitelné analyty, protoze predstavuji riznorodou skupinu
latek, pro které pravdépodobné nebude mozné pouzivat multirezidudlni metody; pii jejich
stanoveni budeme muset pii hledani optimalni metody pfihlizet k fyzikaln€-chemickym
vlastnostem analytu a environmentalnim vlastnostem hodnocené slozky zivotniho prosttedi.
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5.5 Porovnani SPE a LLE

Kazda z extrak¢nich technik nese s sebou jisté vyhody a nevyhody. Hlavni vyhodou SPE
extrakce je jeji jednoduchost a moznost Castecné automatizace. Extrakce kapalina-kapalina je
v porovnani s ni pracnd metoda s pomérné¢ velkou spotfebou rozpoustédel. Z hlediska
hodnocenych latek, které byly predmétem této diplomové prace, je pro vlastni analyzu
vhodnéjsi rozdélit je na dvé skupiny. Pro latky N-MeFOSA a N-EtFOSA je vyhodnéjsi
extrakce kapalina-kapalina, protoze vysledky dosazené touto technikou jsou hodnotnéjsi, nez
je tomu v pripadé SPE. Z dosud provedenych analyz vyplyva, ze optimalni je pouzit postup
uvedeny v kapitole 4.1.4 se 200 ml vzorku vody, protoze lze dosahnout vytéznosti extrakce
kolem 100%. Pro vétsi objem vzorku, ktery v této praci predstavoval pouziti 2x500 ml vody,
nebyl postup uz tak vhodny, jelikoz vytéznost extrakce se pohybovala pouze kolem 40%.
Nicmén¢ musime si uvédomit, ze v realnych vzorcich je predpokladané mnozstvi
perfluorovanych slou€enin velice malé a proto bude nutné pouzit vétsi mnozstvi vzorku, a to
iza cenu niz§i vytéznosti extrakce. Naopak SPE extrakce je pro tyto latky méne€ vhodna
z divodu nizkych vytéznosti extrakci; k analyze realnych vzorkl je takika nemozné SPE
extrakci pouzit.

Naopak pro perfluorovanou slouceninu PFOSA je leps§i pouzit SPE, u které byla
vypoctend vyte€znost prijatelnd, Cinila 74%. Extrakce PFOSA pomoci LLE je problematicka
predevsim proto, ze vysledky ziskané z 200 ml vzorku vody byly z dosud nejasnych pficin
zna¢n€ nadhodnocené a dosud zji§t€né poznatky ndm neumoziiuji je rozumné interpretovat.

Porovnani extrakénich technik
250
@ N-MeFOSA
m N-EtFOSA
200 | O PFOSA
X
= 150 -
@
(o)
c
N
2 100 |
>
50 -
0
LLE-200ml LLE-1000ml SPE

Obrazek 13 Porovnani extrakénich technik.
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5.6 Mozna adsorbce PFAS na sklo

V prubéhu provadéni experimentd se vyskytlo podezieni na sorpci analytd na sklo,
predevsim pfi ponechani extraktu ve sklenénych vialkach. Proto byla vytvorena kalibra¢ni
tfada, kterd byla pfipravena v polypropylenovych vialkach. Nasledn€ byla vyzkousena LLE do
MTBE, pii které bylo pracovano s nadobami z polypropylenu. V pracovnim postupu byla
vSak pouzita délici nalevka ze skla, jelikoz tu se nepodafilo nahradit polypropylenovym
materialem. Z divodi malého mnozstvi standardu byla extrakce provedena pouze 2x, a to
postupem uvedenym v kapitole 4.1.4; pro tyto experimenty bylo pouzito 200 ml spikované
vody.

Nameéfené hodnoty 1 v tomto piipadé potvrdily, ze vytéznost pro latky N-MeFOSA a N-
EtFOSA se pohybovala u obou vzorkt kolem 100%. Analyt PFOSA opét vykazoval extrémné
vysokou odezvu, pouze vSak u vzorku 2; kromé toho zjisténé hodnoty vykazovaly vétsi
variabilitu. PFOSA patfi mezi velmi tékavé slouceniny, coz zpusobovalo urcité obtize 1 pfi
sestrojovani kalibra¢ni pfimky. I tato Cast metodiky musi byt ovefena na velkém souboru
experimentl, protoze je snahou pracovisté validovat veskeré pouzivané metody. Soucasné
bylo zjisténo, ze i kdyz byly extrakty ponechdny ptes noc v polypropylenovych vialkéch,
nedoslo k ubytku analytd ve vzorku, tak jak tomu bylo v pfipadé sklenénych vialek. Na
zakladé zhodnoceni tohoto experimentu muzeme predpokladat, Ze pro praci s témito latkami
je vhodnéjsi pracovat v polypropylenovych nadobach. K potvrzeni této skutecnosti by vsak
bylo nezbytné provést vétsi poCet méfeni, protoze z takto omezeného po¢tu méfeni nemizeme
jesté ucinit jednoznalny zaveér o adsorbei analyti na sklo a ziskané poznatky mohou spise
slouzit jako voditko pro dalsi vyzkumnou ¢innost v této oblasti.

Tabulka 8 Vytéznosti MTBE extrakce provedené v PP nddobdach z 200 ml spikované vody.

latka vzorek 1 | vzorek 2 | prumér
vytéznost | vytéznost | vytéznosti
(%) (%) (%)
N-MeFOSA 95,3 107,7 101
N-EtFOSA 98,3 118,2 108
PFOSA 101,8 297,2 199
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Vytéznost LLE v polypropylenovych ndadobdch
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5.6 Vyskyt sledovanych analyti v realnych vzorcich

Vybér a charakteristika odbérovych mist:

Tabulka 9 Prehled odbérovych mist

kéd vzorku | lokalita GPS pozice popis vzorku
P1 Brnénska prehrada 49°13°442'N, | Cista povrchova voda z pravého
16°30'50,426"'E | biehu Brnénské prehrady.

COV-PR Gistirna  odpadnich | 49°7°55,994"'N, | voda z ptitoku do COV Modiice
vod Modfrice 16°37°48,19"'E

COV-0OD Cistirna  odpadnich | 49°7°29,025"'N, | voda z odtoku z COV Modrice
vod Modfrice 16°37°41,78"'E

VT-PR Gistirna  odpadnich | 49°13°5,083"'N, | voda z ptitoku do COV VFU Brno
vod, VFU Brno 16°35°51,791"E

VT-OD Cistirna  odpadnich | 49°1375,083"'N, | voda z odtoku z COV VFU Brno
vod, VFU Brno 16°35°51,791"E

BOJ Sklad  pneumatik, | 49°2°12,834"'N, | povrchova voda z blizkosti pozaru
Bojkovice 17°47°56,238 'E | pneumatik, po pouziti hasicich pén

Jelikoz v oblasti Brna doposud nebyla zpracovana zadna podobna studie zabyvajici se
vyskytem perfluoralkylovanych latek v Zivotnim prostredi, byly vybrany nahodné vzorky
povrchovych a odpadnich vod ve mésté Brné a jeho okoli. Byla také analyzovana povrchova
voda odebrand v blizkosti pozaru skladu pneumatik v Bojkovicich, kde se mohlo projevit
pouziti hasicich pén na zvyseni hladin téchto latek v povrchovych vodach.

Analyza vzorku:

Analyza realnych vzorkt byla provedena podle vySe uvedenych postupt. K jejich izolaci
z matrice byla pouzita jak extrakce kapalina-kapalina (LLE), tak extrakce na tuhou fazi (SPE).
Pro extrakci SPE byl pouzit optimalizovany postup &.3 na nepolarni koloné ENVI™-18 SPE
Tube. Extrakce kapalina-kapalina do MTBE byla provedena postupem pouzivajicim
k analyze jeden litr vzorku vody, a to i pifes nizSi vytéznost extrakci. Vzorky byly pred
analyzou filtrovany pfes filtrani papir ze sklenénych vlaken.

V zadném realném vzorku nebyly detekovany latky, které byly predmétem této diplomové
prace. Ve vSech odebranych a analyzovanych vzorcich byly jejich koncentrace niz$i, nez je
mez detekce této metody. Na obrézcich 14 - 29 jsou uvedeny naméfené chromatogramy
a fragmentoforeogramy realnych vzorkd. Na zakladé hmotnostnich spekter byly
identifikovany vybrané latky v jednotlivych vzorcich.

50



12153 |A300 |Adsp 'pRE DIAXOgUeDpaLSZUSg-Z T

[oURIpEspEloo-£1 -7 7-|ApBl-g

[oBuI |A320e-0-LUL-¢T'8' £

“ALRRLIZ JSIGOUSRSIP- £'E "BIoPUI-HT

-odpAye =] Axo |Axayolo|yo-g) ]z ‘uelAd-He

-CUpAYEXaY "|OUSPUI-HT -OUBLRSIA- /R

[o-z-LedoidAxouayd-T

_

ABAEBLIP-T T)b " oLEXALOPAD

(es'ezer)-dr] "-(ALpRIALRSL-T ) -Z-ALpBLU-G ‘|ouexaLiopAD

T
1000
40

_ !
aprosadoipAn angasey 2
T T T T T T T T
o] o o
s ] & s ot ot & S
= ¥ =] ¥ =] ¥ [=] [=]
+ @ + ') + @ + +
1} N O N & N L ]
- o o o] — n

1900
940

1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800
440 &40 740 840

240

1100

Time (s)
Spectrum #

40

340

140

v

Obrazek 15 Chromatogram vzorku z pritoku do COV Veterindrni a farmaceutické Univerzity, SPE.

51



|
1500
M

J=0s= [ AdoadiALp=aLu—-zZ s "plioE DljAxoqUEDIpaUSZnU=g- L

ST TS

\
1800
80

pPIoE SlouesspEO= |

[SUSIPESSPERSO-ET £-2 Z- L Rold-T

\
{700
il

=SaE|ELALd |ALp=SI]

|
1600
60

SneueAsos) AusgdiAcpsuag-=' 2

SUoLO e -Axoup A -+

=ne|eLpud |Arpsuang

—oupALESL] T ouSpUl-HT -OUBLASA -~ =

\
1300
Eal

—-Arolsgd-—g  [oOeEdo IO

v

-Arousuyd-T "sucuedold-Z

s ez ET1-AT ] -LIACASALASLU-T )2 |ALASLU-S 7 |JOLE=SLO DA

|
10
A

—lALpa=SLLU—-Z Tsueosspelds4

10
140

—IALASWUIP-9 ' T|O-2-uUSaD- L

-|ALp=-Z T |ouE==L-T

RRIENNT i N

|
1000
4

4008
54008
44008 -
Je+008
24008

let008 -

Time (5)

Spectum #
Obrézek 16 Chromatogram vaorku 2 pritoku do COV Veteringrmi a farmaceutické Univerzity, LLE.

)



B4 - o b
1 g
o T
< L
G £
07 - - ]
i 1 %
5 i 0
i N
% il 5
fe4007 A & i
A
o
Se407 4
4007 -
3007 1
207 1
14007 4
| | | M\ i | = == i T
Trme (s) 1000 2100 120 130 140 1500 1500 17 1300 1900
Specum# 4 140 pa) H a0 50 f40 70 840 %0
—4 —0 —18]

Obrizek 17 Fragmentogram vzorku z ok do COV Veterindmi afarmaceutcks Univerziy, LLE.



G007 4

propar-2-ol

Te4007 4

be+007 -

1-Pherno

07 4

44007 A

34007 1

207 1

le007 -

L |

| | \ \ | | \ \ |

Time () 1000 100 120 1300 140 150 160 1700 1800 190

Spectum# 4 0 A 2l ) 0 6 il 80 M
=% - —18]

Obrizek 18 Fragmentogram vzorku z pritoku do COV Veterindrmi afarmaceutcks Univerziy, SPE.



|
1500
“

=qe|e_pod Ao,

T

|
1800
80

su=eEnbg

|
{0
)

=SaE|ELALd |ALp=SI]

=S APz Ao-F ' T-oionge nan-F"Z" T TA-T'T ‘o=z =g

pPIoE SlouESSpor]

|
1600
60

SIoZEIO-t 2 -oUIueId-5 &

-lALpSLuEDSpE.Qeq Tous=o|Iseddayo DA

\
1500
0

|
1400
R,
(=]

- |ALASLUEDSDOD TSUERO |[ISERSLO DA

ENEEETa

- Axo_asAix=oang-Z1-2 |louerng

|
10
A

1=assS |ALpalAusgyd-z Tpioe cwodoadpAqusdo oA TS

—lALpsLuuEeDaSp TosuexoIsequsado oA

- A=oLpsSuAx=oLnsS) TsuExsUo|DA T

|
(L)
140

Sp=<oladolpA |Aang-aasa

|
1000
4

4 564007
44007
3564007 1
3007
254007

&H007 1

Time (5)
Spectum #

1564007 V\JL JU\VJWW WWL\I A
)
0

Obrazek 19 Chromatogram vaorkuz Bménské piehrady, LLE

%



] A0 i) U]
c ¥ T T C
s il E g
: el § £ 2
IR R i ; 7
5 5 0 )
C .E - [i]
0 il C
¢ i3 i
i n 1l c
20000 ! i 4 §
0 5
> v
: )
AN 4O h
Z i
y
i
100 - 5
5000
00 -
) w
| | | |
Tme(s) 1000 1) 1) a0 0 5 0 0 0 1)
Qetmé 4 ) ) 0 4 50 & 0 % %

Obrazek 20 Fragmentogram veork 2 Brénské prehrady, LLE.

\



324007 -

4007 A

284007 -

2562007 1

2464007

226407 -

207 1

1824007 -

1624007 -

1424007 -

tert-Butyl Hydroperoxide

clohexenecarboxywlic acid, tgans-G-rmethyl-, 1, 1-dimethvlethyl ester

=-C

Z2-Butanol

o

2, 9 hexadeca-=2, 15-diene, trans-2,9-ant-9,10-cis-1,10

Tric

Hexadecanamide

S9-Octadecenamides, (Z)-

Cholest-S-ene, Z-bromo-, (3a)-

Monadecans

T
Trme (s) 1000

Spectum #

Obrdzek 21 Chromatogram vaorku 2 Bénské prehrach, SPE.

4

I
10
140

|
10
A

\
1300
Eal

\
140
“

T

|
1500
0

|
1600
60

\
{700
il

\
1800
80

|
1500
M

]



L 3 5 0 i Al
| i i c
f J % L‘f] U] (U‘
00 1 50 A g 51
t a 0 ! 2
i A 9 5 &
2 : i .
500 - ; 0 5 oI
E ) G .
; : i § 1
00 - a . p 0
4 C o
2 i
B b
7500 4 ; y
E 0
0 T
5 b
50000 - : .
b )
- o
T i
5000 - ! T
U A
2 £
1000 - 3 9
; y
i d
R - g d i
£ g ﬁm-’ut-'{v >
0 g J/“\ 4 DRSS
[ N
Y - e
N N oo Vil -
I I I I I I I I I I
Tme(s) 1000 0 10 B0 140 550 10 170 180 19
Qutumd 4 14) M) gl 4“0 5% ) ) % o)

Obrizek 22 Fragmentogramvzorkuz Bménské prehradh, SPE.

\



J=asae [ AU |ALQS-ZoUoLU Tpioe DlAxoqaedipauszuaa-2 ' T

J=ass (AecsylALpe-z Tpioe oioueosd]

J=ps |ADSpopololu (oA B Sus | ALpEId ]

ST TS

—E-SUELD C|o-T -USospEx= M

pPIoE DioUuEDSpExS -

=ae|eLpgd |[Aospopid

SLESODOPROLUIOIT-T

J=ass jALpauwu C-Aqusd-FZ-oxo- Tpioe onsoesuequsdo|oAD

=S0=|ELALd |1ALp=S]

PIoE SiouEsspUr

saedsoud usBoapA |A=a | ALpa-Z 1S g

ploe ooueossc]-u d

T T PN T P =R

SoapALE=SL] OSSP T —OUELOS -~ & m
—Arou=syd-z TjousLpg
Lles'ez’eTl-dar] -(1Acpsicpsuu-T l-2-|1ALASLU -5 T joUExas0o oA \w

IoHOD Iy ALpa A LS

N R R oy e o =R W [ =T ot = { -

SLIO-T —USxSLO |2AD-Z - |Adoidos-T -A<olp AL-T ) -S-|ALA=00 —Z - OL_U%

—lALa=-Z " ouE=SL-T W

fe-+008
54008
4e+008
3408 1
il
1e+008

Time (s) 1000

Specum £ 40

|
00
1440

140 1600 180 20 200
64 80 14

“

120
Ll

1040

v

Obrézek 23 Chromatogram vaorku z pittoku do COV Modice, LLE,

)



SlALASLU - TepllusUucNsSSUsSzZUusSg

-z LuedoadlAxousyg-T

—Arousyd-z TjousLn3

Lles'ez’eTl-dar] -(IArpsicpsaa-T )-2-|1ALASLU -5 F jlouEexago AT

SlALpRLUIPp-LfE T o-s-usIipeElo-a’T

SLIO-T —USxSLO |2AD-Z - |Adoidos-T -A<olp AL-T ) -S-|ALA=SLL —Z - oA S 12

J=as=2 AdoadAiA=oapAL-z T-lALpsLU -z Tpioe olousdoad-Z

mi

Be+007
Te4007
be+007
%407
44007
3007
007

le007 -

\
00
1440

| |
140 1600 180 20 200
64 80 040 14

“

120
Ll

Time (s) 1000

Specum £ 40

v

Obrézek 24 Fragmentogram vaorku z pittoku do COV Modfice, LLE.

il



sSaeEeLpuyd |Aangug w

J=ass [ AdoadplAlpsuu—-—zlsigq pioe olfAxoqueDIipausEZusSg-o T L

J=asas [ AU |ALRS-ZloUoLU Tpioe DlAxoqaedipauszuaa-2 ' T N

1=ass (Apsuedolad-o ' T - ALpSLU-—Z - |[ALASALASWIPE-T "TJO-T "-|1ALpasSuwu-Z2 _._U_U.WWF

suenoo[ oz Joddsexo-T - |[ALpsuup-» - |Ausdoados1 -+

pPIoE oo Nsaogduae

|[SOuUuEgLIELLIEDYY -T

SNSOLAD - |ALUOOUE D ARO |AZUSg -]

|
W

25608
2554008
2e+008
1756006
1524008 -
1. 54008
le+08
7 3e+007
5407
256007

00
1440

200
140

2000
1040

180
80

1600
64

v

Obrdzek 25 Chromatogram vaorku z odtoku z COV Modfice, LLE.

140
)

120
Ll

Time (s) 1000

Specum £ 40



sSaeEeLpuyd |Aangug

J=ass [ AdoadplAlpsuu—-—gzlsigq pioe olAxoquesipauszusg-o ' ¢

[ouelLgsSLU] A - -USpUoap AL el Do ALQSLU P -S e- AUSdoados -2 s )

-COILAJALASLU)-F "S|oZeILaoZuSg

sueqool o Z JoddseE=o-T - AL pSuUIp- - |AusdoadosT -+

|[SOuUuEgLIELLIEDYY -T

LMMJWMW

-(ZZ) -liALps-s Tle-T-usipEelusd-+ 2

—-lALp=LU -z T jousgd

SNSOLAD - |ALUOOUE D ARO |AZUSg -]

1824006
1624006
142400
1224006 -
le+006
800000
600000
400000

200000 4

00
1440

140 1600 180 20 200
80 14

“

120
Ll

Time (s) 1000

Specum £ 40

1040

b4l

v

Obrézek 26 Fragmentogram veorku z octoku 2 COV Modtice, LLE.

62



Y

J=asae [ AU |ALRS-Z1oUoLU Tpioe DljAxoqaedIpausEZuSa-—o - ©

|CUuElsS|[oUD

Teo ey Feode o suEassond ‘U

SUZEILn-S 2 T —ouljouydiolu -g- |ALASLUOLIE UlVlOW%lN

1=0ss Axaogip Tpioe DllAxodaedipauszusg-Z T | M

asas= Aqusdl Acps A -g-ue|oxo -2 ' T I_\fchQINUIN;lW\/UIH PIoE Diosoasdd

suocueLas{ |Au=-g -doado pAS[ |AdoadpArp=unnp-T " T - A -2 - LIesE Sa=Dw -2 -] H

Slfangos-T-cupAgensa-sT e’ Terepul Q-+ e]lep A d-HT

SucusydoafAgngoao|ug

“lALpSLULO T2 T2 oapAYgIp-2 T Tauounnc

—[ AL dAxo = — BT AN E=TE = R N DU — ToLIpI Oz -
I = -1 r-Z-1 = SoIALR 1+ =] L b S

—-ALASLU-Z TSoEEILpozusg

1=0ss JALpaLU Tl ALaSLU - AQanEe-g TpIDE DIouUElUS

UZoDpop Ao | ACUS-Z -doad) -5

-CIALASALASLUIP-T "TISI9-,r T TE=am) W
T

5.5e+07
51007
43e+007
44007
35e+007 -
31007
254007
4007
L3 +007

140 1600 180 20 200 Rl
64 80 14

“

120
Ll

Time (s) 1000

Specum £ 40

1440

1040

Obrazek 27 Chromatogram veorku 2 Bojkovic, LLE

03



5 3 g 3
£ ; i3 b
2 0e+006 g § % ﬂ :‘%
& 0 2 .
g b a0 1
EU = i
406 - ‘é : % ]
i a 0 U
i <l .E C
4] v %
n | et
4| % £
1 564006 3 £ v
Y 0
£ C
9 d
T 0
o T
g 2
14006 T £
; :
I‘ 0
000 -
. A, A b Lﬁaa}\“c‘@/\%t::.:g::
I I I I I I I I
Time 5) 1000 20 140 100 1800 200 200 )
Spectumd 40 ) 4) ) 840 1040 1240 144)

Obrézek 28 Fragmentogram veorku 2 Bojkovic, LLE.

o4



J=as= [ AxsEUALAQS-Z ) ouoLU TpiDE DilAxoquESipaus=zusg-o %

|
00
1440

|
200
14

—|lALASLLEDSpE<SL] ‘SuExo|Isends

J=0s2 |AQD00S! CpIDE DIoUED2pPOoC]

- |ALAELLUEDSpExSL fauUEmo | ISeqds N

|
2000
1040

sSaeEeLpuyd |Aangu

J=ases [ Adoad)A T T IAoquaedipesuszUusSg-Z ' T

|
1800
80

J=ass (Aospopip T-sigoilp-,2fs "pioe ociousdoag

—ALASLUEDSpESL TSUEsO | ISEq D00 |2A D [/V

J=as= |Apasusdoad-= ' T - ALpaua—z - |ALpEALasuUap-T T I-T - lALpsLU -z _HMOF

SUE=O|ISE.O0Sq( Ao |IS|ALQSLWILO)SIO-S S e- | ALASWE<SL-» "< T T T -Ax=<Canm

|
1600

|
1400
)

|
10
A

—ALASLLEDSpDOD TSLExO|ISENSLO DA W
T T T T T T T

4e+008
35e+008
34008
2 5e+08 -
24008
1524008
le+08
51007

Time (s) 1000

Specum £ 40

64l

v

Obrézek 29 Chromatogram vaorku z odtoku z COV Veterindrni a farmaceutické Univeraity, LLE.

63



0 L ! !
theX) i 5
e : E
3 4 ) T
> )
24006 ; ; % g
ae £ i
g . :
1Tels | § "
i gy
C T
§ ;
15e4+006 A J ﬁ
N
0
1 25 - B
fes0lf -
n
5000 - \)ﬂ f\
00 - WMM
B0 - !
LTJ | ‘ W\\-If | | | | I
Tre(s) 1000 i) 140) 150 140 10 ) )
Qetum# 4 R ) & ) i) i24) 1440
—¥ —m —iml

Obrizek 30 Fragmentogram vzorku z odboku z COV Veterindmi afarmacentické wniverzity, LLE

66



5.7 Perfluorované latky a GCxGC-TOF-MS

Pro latky N-MeFOSA, N-EtFOSA a PFOSA byly optimalizovany podminky pro
separaci ve dvourozmérné plynové chromatografii s detekci na hmotnostnim
spektrometru s analyzatorem doby letu. Pro optimalizaci byla pouzita smés standardu
o koncentraci kazdého z analyti 500 ng/ml v isooktanu. Optimalizované separacni
podminky jsou nasledujici:

GC parametry:

Typ a rozmér kolony DB-5 (60m x 0,250mm x 0,25um)

nosny plyn helium

typ nasttiku splitless

pratok konstantni 1,2 ml/min

teplota inletu 250°C

teplotni program pocateéni teplota 70°C po dobu 2min, zvySeni teploty
rychlosti 15°C/min na 280°C, teplota udrzovana 1min.

nastiikované mnozstvi 1 ul

nosny plyn Helium 6.0

transfer line teplota 280°C

GCxGC parametry

Modulator Temperature Offset 30°C (relativ to the GC oven temperature
Hot Pulse Time 0,8s

Cold Pulse Time 0,7s

Data Collection Rate 200

Typ sekundarni kolony DB-17 (1,Im x 0,1mm x 0,1p)

teplotni program pocatecni teplota 75°C po dobu 2min, zvySeni teploty

rychlosti 15°C/min na 285°C, teplota udrzovana 1min.

MS parametry

Start mass 50 (v)
End mass 550 (w)
Pocet spekter/s 100
Napéti na detektoru 1900V
Filament Bias voltage =70V
Teplota iontového zdroje 250°C

Dvourozmérna plynova chromatografie je technika, ktera ma veliky potencial v separaci
celé fady analytd. V budoucnu bude jisté Castéji vyuzivana 1 k separaci perfluorovanych
latek. Na obrazcich 31 a 32 jsou uvedeny chromatogramy standardu ve dvourozmérné
plynové chromatografii.
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Obrazek 31 Chromatogram standardu o koncentraci 500 ng/ml ve dvourozmérné plynové chromatografii
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6. ZAVER

Predlozena diplomova prace se zabyvala vysoce aktualni problematikou
perfluorovanych latek v zivotnim prostiedi. Nejprve byla vypracovana obecna reserSe
zahrnujici vyrobu a pouziti téchto latek, jejich unik do zivotniho prostiedi a jejich
naslednou distribuci v jednotlivych slozkach Zivotniho prostiedi, dale fyzikalni,
chemické, environmentalni, toxikologické a ekotoxikologické vlastnosti a analytické
metody pouzitelné pro jejich identifikaci a kvantifikaci. Stopova analyza perfluorovanych
slouCenin v zivotnim prostiedi je pomérné novym a predevsim komplikovanym
problémem. Jedna se o problematiku, ktera je obtizné;i fesitelna, nez stanoveni ostatnich
halogenovanych xenobiotik. Proto jakékoliv poznatky, které rozs$ifi nase znalosti, jsou
velmi cenné a umozni pokra¢ovatelum vystiihat se omylu, kterym se nelze vyhnout pii
zavadéni novych netypickych analytickych postupu.

Experimentalni ¢ast byla zaméfena na stopovou analyzu tii latek ze skupiny
perfluorovanych sloucenin, a to N-MeFOSA, N-EtFOSA a PFOSA. Prace byla zaméfena
na vybér metod extrakce, které by umoznily ziskani kvantitativniho vytézku téchto
analyti z vody pomoci SPE a LLE. Identifikace a kvantifikace byla provedena na
systému GC-TOF-MS. Jednotlivé metody extrakce byly vyzkouseny na realnych
vzorcich ze Zivotniho prostiedi, a to z matrice voda. Z jednotlivych dil¢ich experimentt
vzesly nasledujici zavéry:

e Vhodnou volbou parametri analytického postupu lze tyto latky spolehlivé
separovat a identifikovat pomoci plynové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii. Za optimalni lze povazovat stanoveni téchto latek v rezimu
sledovani vybranych iontu.

e Pro extrakce analyti N-MeFOSA, N-EtFOSA bylo vhodné pouzit extrakci
kapalina-kapalina (LLE), u které lze dosahnout hodnotnych vysledku. Pro
extrakci analytu PFOSA bylo GCinngjsi pouzit extrakci na tuhou fazi (SPE),
protoze v tomto pripadé€ bylo dosazeno velmi dobré vyté€znosti extrakce; extrakce
kapalina-kapalina poskytovala v pifipadé tohoto analytu falesné pozitivni
vysledky, které na podkladé dosud ziskanych poznatki nelze jednoznacné
objasnit; za timto ucelem je nezbytné provést vétsi série vySetieni, a to jak na
spikovanych vzorcich, tak i na realnych vzorcich se standardnim piidavkem.

e V prubéhu provadéni experimentu se vyskytlo podezieni na sorbci téchto analyta
na sklo. Domnénka byla ¢aste¢né potvrzena provedenim jedné série experimentu
s vyuzitim polypropylenového laboratorniho nadobi. Tento problém bude cilem
feSeni dalsich diplomovych a doktorskych disertacnich praci.
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e V realnych vzorcich nebyly nalezeny detekovatelné koncentrace sledovanych
latek. Ve vzorcich vody vsak byla identifikovana tada latek, které nebyly
predmétem této diplomoveé prace.

¢ Byla optimalizovana metoda pro separaci analytu pomoci dvourozmérné plynové
chromatografie. Jedna se o tandemovou techniku, ktera byla pro feseni diplomové

prace pouzita poprve.

e Bylo prokazano, ze tuto metodu lze pouzit pro separaci vSech vybranych
perfluorovanych sloucenin.

71



7. LITERATURA

[1] VOOGT, Pim de, SAEZ, Ménica. Analytical chemistry of perfluoralkylated
substancies. Trends in Analytical Chemistry. 2006, vol. 25, no. 4, s. 326-342.

[2] 3M: Fluorochemical use, distribution and release overview, company sanitized
version, St. Paulo, Minnesota, USA, 1999

[3] HAJKOV A, Katefina, TOMANIOV A, Monika, HAJSLOVA, Jana. Perfluorované
perzistentni kontaminanty v potravnich fetézcich. 2005

[4] JAHNKE, A. Polyfluorinated Alkyl Substancies in the Marine Atmosphere
Investigation on Their Occurence and Disrtribution in Coastal Region, GKSS-
Forschungscentrum Geesthacht GmBH, Geesthachte, 2007

[5] 3M: Sulfonated perfluorochemicals in the Environment: Sources, disperzion, fate and
effects, St Paul, Minnesota, USA, 2000

[6] BROOKE, FOOTIT, NWAOGU. Environmental Risk Evalution Report:
Perfluoroctanesuphonate (PFOS), 2004

[7] VOOGT, Pim de. et. al. Perfluorinated organic compound in europen environment,
2006

[8] BOSSI, R. et. al. Perfluoralkyl compounds in Danish wastewater treatment plants and
aquatic environments, Environmental International, 2007

[91 HEKSTER, F.M, VOOGT, Pim de, RIKZ Perfluoralkylated Substancies - Aquatic
Environmental Assessment, University of Amsterdam, 2002

[10] HIGGINS, P. Christpher, LUTHY, G. Richard. Sorption of Perfluorinated
Surfactants on Sediments. Environmental Science & Technology. 2006, vol. 40,
no. 23, s. 7251-7256.

[11] MOODY, A. Cheryl, FIELD, A. Jennifer. Determination of Perfluorocarboxylates in
Groundwater Impacted by Fire-Fighting Activity. Environmental Science &
Technology. 1999, vol. 33, no. 16, s. 2800-2806.

[12] LOOS, Robert. et. al. Analysis of perfluorooctanoate (PFOA) and other

perfluorinated compounds (PFCs) in the River Po watershed in N-Italy.
Chemosphere. 2007,

72



[13] SO, MK et. al. Perfluorinated compounds in the Pearl River and Yangtze River of
China. Chemosphere. 2007, vol. 68, s. 285-295

[14] YAMASHITA, Nobuyoshi, et. al, Perfluorinated acids as novel chemical tracers of
global circulation of ocean waters, Chemosphere, 2007

[15] ELLIS, A. David. et. al. Degradation of fluorotelomer alcohols: A likely atmospheric
Source of Perfluorinated carboxylic acid. Environmental Science & Technology.
2004, vol. 38, no. 12, s. 3316-3321.

[16] TSENG, Chino-Li. et. al. Analysis of perfluorooctanesulfonate and related
fluorochemicals in water and biological tissue samples by liquid chromatography—ion
trap mass spektrometry. Journal of Chromathography A. 2006, vol. 1105, s. 119-126

[17] ZHAO, Xiaoli et. al. Determination of perfluorinated compounds in wastewater and
river water samples by mixed hemimicelle-based solid-phase extraction before liquid
chromatography—electrospray tandem mass spectrometry detection. Journal of
Chromathography A. 2007, vol. 1154, s. 52-59

[18] van LEEUWEN, S.P.J, de BOER, J. Extraction an clean up strategies for analysis of
poly- and perfluoroalkyl substances in environmental and human matricies. Journal
of Chromathography A. 2007, vol 1153, s. 172-185

[19] TANIYASU, Sachi. et. al. Analysis of fluorotelomer alcohols, fluorotelomer acids,
and short- and long-chain perfluorinated acids in water and biota. Journal of
Chromathography A. 2005, vol. 1093, s. 89-97

[20] SCOTT, F. Brian. et. al. Analysis of Perfluorcarboxylic Acid/Anions in Surface
Waters and Precipitation Using GC-MS and Analysis of PFOA from Large- Volume
Samples. Environmental Science & Technology. 2006, vol. 40, no. 20, s. 6405-6410

[21] HIGGINS, P. Christpher. et. al. Quantitative determination of perfluorochemicals in
sediment and domestic sludge Environmental Science & Technology. 2005, vol. 39,
no. 11, s. 3946-3956

[22] POWLEY, R. Charles. et. al. Matrix-effect free analytical method for determination

of carboxylic acid in Environmental Matrixes. Analytical Chamistry. 2005, vol. 77,
no. 19, s. 6353-6358

73



[23] SCHRODER, Horst Fr, Determination of fluorinated surfactants and their
metabolites in sewage sludge samples by liquid chromatography with mass
spectrometry and tandem mass spectrometry after pressurised liquid extraction

and separation on fluorine-modified reversed-phase sorbents, Journal of
Chromathography A. 2003, s. 131-151

[24] BOSSI, Rossana. et. al. Preliminary screening of perfluorooctane sulfonace (PFOS)
and other fluorochemicals in fish, birds and marine mammals from Greenland
and the Faroe Islands. Environmental pollution. 2005, vol. 136, s. 323-329

[25] ERICSON, Ingrid. et. al. Perfluorinated chemicals in blood of residents in Catalonia
(Spain) in relation to age and gender: A pilot study. Environment International. 2007,
vol. 33, s. 616-623

[26] KUDO, Naomi, BANDAI, Naoki, KAWASHIMA Yoichi. Determination of
perfluorcarboxylic acid by gas-liquid chromathography in rat tissues. 7oxicology
Letters. 1998, vol. 99, s. 183-190

[27] JAHNKE, Anika. et. al. Development and application of a simplified sampling
method for volatile polyfluorinated alkyl substances in indoor and environmental
air. Journal of Chromathography A. 2007, vol. 1164, s. 1-9

[28] WASHINGTON, W. John. Analysis of perfluorinated carboxylic acids in soils:
Detection and quantitation issues at low concentrations. Journal of Chromathography
A. 2007, vol. 1154, s. 111-120

[29] MARTIN, W. Jonathan. et. al. Collection of Airborne Fluorinated Organics and
Analysis by Gas Chromatography/Chemical Ionization Mass Spectrometry.
Analytical Chemistry. 2002, vol. 74, no. 3, s. 584-590

[30] SZOSTEK, Bohdan, PRICKETT, B. Keith. Determination of 8:2 fluorotelomer
alcohol in animal plasma and tissues by gas chromatography—mass spektrometry.
Journal of Chromathography B. 2004, vol. 813, s. 313-321

[31] TITTLEMIER, A. Sheryl. et. al. Development and characterization of a solvent
extraction—gas chromatographic/mass spectrometric method for the analysis of

perfluorooctanesulfonamide compounds in solid matrices . Journal of
Chromathography A. 2005, vol. 1066, s. 189-195

[32] WOJCIK, Lena. et. al. Separation and determination of perfluorinated carboxylic
acids using capillary zone electrophoresis with indirect photometric detection
Journal of Chromathography A. 2006, vol. 1128, s. 290-297

74



[33] LANGE, F.T, SCHMIDT, C, BRAUCH, H.-J, Perfluorocarboxylates and Sulfonates,
Emerging Contaminants for Drinking Water Supplies, Association of
RiverWaterworks, 2006, ISBN 90-6683-116-2

[34] DAUWE, Tom. et. al. PFOS levels in the blood and liver of a small insectivorous
songbird near a fluorochemical plant. Environment International. 2007, vol. 33, s.
357-361

[35] HITES, R.A,, et al. Persistent Organic Pollutants in The Great Lakes. 5th edition.
Berlin Heidelberg : Springer-Verlag, 2005. 449. ISBN 3-540-29168-7.

[36] OLSEN, W. Geary. et. al. Half-Life of Serum Elimination of
Perfluorooctanesulfonate, Perfluorohexanesulfonate, and Perfluorooctanoate in
Retired Fluorochemical Production Workers. Environmental Health ~Perspectives.
2007, vol. 115, no. 9, s. 1298-1305

[37] BUTENHOFF, John. et. al. Toxicity of Ammonium Perfluoroctanoate in Male
Cynolongus Monkeys after Oral Dosing for 6 Months. Toxicological Scientes. 2002,
vol. 69, s. 244-257

[38] KUDO, Naomi. et. al. Alterations by perfluorooctanoic acid of glycerolipid
metabolism in rat liver. Chenico-Biological Interactions. 1999, vol. 118, s. 69-
83

[39] INOUE, Kiochi. et. al. Perfluorooctane Sulfonate (PFOS) and Related Perfluorinated
Compounds in Human Maternal and Cord Blood Samples: Assessment of PFOS
Exposure in a Susceptible Population during Pregnancy. Environmental Health
Perspectives. 2004, vol. 112, no. 11, s. 1204-1207

[40] SEACAT, M. Andrew. et. al. Subchronic Toxicity Studies on
Perfluorooctanesulfonate Potassium Salt in Cynomolgus Monkeys.  Toxicological
Scientes. 2002, vol. 68, s. 249-264

[41] KUDO, Naomi. et. al. Sex hormone-regulated renal transport of perfluorooctanoic
acid. Chenico-Biological Interactions. 2002, vol. 139, s. 301-316

[42] BERTHIAUME, Jessica, WALLACE, B. Kendall Perfluorooctanoate,
perflourooctanesulfonate, and N-ethyl perfluorooctanesulfonamido ethanol;
peroxisome proliferation and mitochondrial biogenesis. 7oxicology Letters.
2002, vol. 129, s. 23-32

75



[43] MARTIN, W. Jonathan. et. al. Metabolic products and pathways of fluorotelomer
alcohols in isolated rat hepatocytes. Chenico-Biological Interactions. 2005, vol. 155,
s. 165-180

[44] The Society of the Plastic Industry, Detecting and quantifying low levels of
fluoropolymer polymerization aid, 2003

[45] KANNAN, Kurunthachalam, et. al, Accumulation of PerfluorooctaneSulfonate in
Marine Mammals, Environ. Sci. Technol., 2001, vol. 35, s. 1593-1598

76



8. SEZNAM ZKRATEK

APCI
ASE
CZE
cov
DMF
ECD
ESI(-)

EtOAc
FID
HRGC

Kow
LC
LLE
LOD
LOQ
LSE

MS
MS
MTBE
NCI

OECD
PCB
PCI
PE
PFASs
PFCs
PFCA
PFOS
PLE
POP
PP
ppm
SAX
SPE

atmospheric pressure chemical ionization (chemicka ionizace za atm. tlaku)
Accelerated Solvent Extraction (zrychlena extrakce rozpoustédlem)
capilary zone electroforesis (kapilarni elektroforéza)

¢istirna odpadnich vod

dimethylformamid

electron capture detector (detektor elektronového zachytu)

elektrospray 1ionization in negative mode (ionizace elektrosprejem v
negativnim modu)

ethylacetat

flame 1onization detector (plamenove ionizacni detektor)

high resolution gas chromathography (vysokorozliSovaci plynova
chromatografie)

rozdélovaci koeficient oktanol-voda

liquide chromatography (kapalinova chromatografie)

stfedni letalni davka, smrtelna davka latky pro 50 % testovanych zivo¢icha
liquide liquide extraction (extrakce kapalina-kapalina)

nejmensi detekovatelna koncentrace

liquid-solid extraction (extrakce kapalinou)

mez detekce

relativni molekulova hmotnost

mass spectrometry (hmotnostni spektrometrie)

mez stanovitelnosti

tert-butyl methyl eter

negative chemical ionization (negativni chemicka ionizace)

nuklearni magneticka rezonance

organization for economic co-operation and development

polychlorované bifenyly

pozitive chemical ionization (pozitivni chemicka ionizace)

polyethylen

perfluoralkylated substancies (perfluoroalkylované slouceniny)
perfluorované slouceniny

perfluorocaboxylic acid (perfluorokarboxylové kyseliny)
perfluorooctansulfonat

presuris liquide extraction

perzistentni organické polutanty

polypropylen

parts per milion (10®), jedna miliontina celku nap¥. mg.kg™

strong anion exchanger (silny aniontoménic)

solid phase extraction (extrakce na tuhou fazi)
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SPME solid phase microextraction (mikroextrakce na tuhou fazi)

U.S. EPA United States Environmental Protect Agency (Agentura pro ochranu zivotniho
prostredi, USA)

VFU Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

WAX weak anion exchanger (slaby aniontoménic)

78



9. PRILOHY

Priloha 1. Lokalizace odbérovych mist:
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Priloha I1. Hmotnostni spektra

Caliper - sample "08_04_14_smes16.67:1", 121814 sto 121814 5 (Spec # 516 to 516)
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Calper - sample '08_04_14_smesi6.67:1", 1218.145 10 118,145 (Spec # 516 o 51)
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Nemrené hmotnosti spektrum analyt N-EHFOSA



Calper - sample '08_04_14_smesi6.67:1", 147,645 to 147 645 (Spec # 575t 375)
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Nemrené hmotnosii spektrum analytn PFOSA



