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Uvod

Zivotni prostfedi je v sou¢asnosti zatizeno riiznymi
typy kontaminantd, jejichZz zdrojem jsou nové materily
inové zavadéné technologie. Obalové materidly tvorené
polymery jsou jednim z nejcastéjSich zdroju rezidui vysky-
tujicich se v zivotnim prostiedi. Pfedkladana prace je za-
méfena na stanoveni bisfenoll, skupiny obavanych rezidui
pochézejicich z plastovych materiald, a to konkrétné bisfe-
nolu A (BPA), bisfenolu A diglycidyl etheru (BADGE),
bisfenolu F (BPF) a bisfenolu F diglycidyl etheru
(BFDGE) ve vodach, které jsou nejvice kontaminovanou
slozkou zivotniho prostiedi.

Bisfenoly z hlediska chemické struktury obsahuji
hydroxylovou skupinu pfipojenou na uhlik aromatického
kruhu'. Nejvice diskutovanym zastupcem bisfenoldt je
strukturné nejjednodussi bisfenol A. Do poptfedi zajmu se
dostal diky své prokazané ptitomnosti v kojeneckych lah-
vich. BPA se pouziva jako monomer pfi vyrobé epoxido-
vych pryskyftic a polykarbonatovych plastl, z nichZ jsou
vyrabény jiZ zminované kojenecké lahve. Také ho lze vyu-
zit jako antioxidant, pfipadné retardér hoteni. Bylo zjiste-
no, Zze¢ BPA miZe migrovat z lahve do mléka. Tento pie-
stup mize mit za nasledek ohrozeni zdravi déti
s nedostatecné vyvinutou imunitou (ve veéku do 3 let).
U bisfenolu A a bisfenolu F byla pomoci toxikologickych
studii provadénych na hlodavcich prok4zana karcinogenita
(schopnost  vyvolat proliferaci bun¢k), mutagenita
(schopnost ovlivnit vyvoj mozku, zpomaleni ristu a vyvo-
je plodu) a endokrinni aktivita, zejména estrogenni’.
Bisfenol A byl zakazan pii vyrobé polykarbonatovych
kojeneckych lahvi nejdiive v USA, pozdgji také
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v Evropské unii. Evropsky ufad pro bezpecnost potravin
(European Food Safety Authority, EFSA), stejné jako
Agentura pro ochranu zivotniho prostiedi v USA (The
United States Environmental Protection Agency, US
EPA), stanovily na zakladé ekotoxikologickych testd
v roce 2006 hodnotu tolerovatelného denniho pifijmu BPA
na 50 ng kg™ tdlesné hmotnosti/den (cit.®). I pres opakova-
né prokazované negativni ucinky bisfenolu A na organis-
my neustale roste jeho celosvétova produkce'’.

Americkd spoleCnost pro testovani a materialy
(American Society for Testing and Materials, ASTM) do-
poruCuje pro stanoveni bisfenoli standardni metodu
LC-MS®. V nadi praci byla pouzita dostupngjii plynova
chromatografie s hmotnostni detekci, ktera je Casto pouzi-
vana ve studiich zabyvajicich se stanovenim bisfenolli
v riiznych materialech™ "', Pro izolaci sledovanych analy-
ti z matrice byla zvolena mikroextrakce tuhou fazi (Solid
Phase Microextraction, SPME). SPME je vzhledem ke své
rychlosti a vysoké selektivité ¢asto aplikovanou metodou
pri stanoveni organickych kontaminanti ve slozkach zivot-
niho prostiedi. Principem této metody je sorpce analytu na
stacionarni fazi polymerniho charakteru, kterou je pokryto
kifemenné vladkno ukryté uvnitt kovové jehly. Metoda
SPME miiZe probihat dvéma zpisoby, a to bud’ jako head-
space probihajici v prostoru lahvicky nad vzorkem nebo
jako piimé ponoteni vlakna do vzorku®'°.

Cilem predlozené studie bylo optimalizovat metodu
ptimé mikroextrakce tuhou fazi (SPME) pro izolaci analy-
ta BPA, BADGE, BPF a BFDGE ze vzorka vod pro na-
slednou analyzu metodou GC-MS.
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Experimentalni ¢ast
Ptistroje a pomucky

Plynovy chromatograf 6890N a hmotnostni spektro-
metr 5973N (Agilent Technologies, USA), elektromagne-
tické michadlo RCT basic (IKA-WERKE, Staufen im Bre-
isgau, Némecko), manudlni drzak na vldkno SPME
(Supelco, Bellefonte, PA, USA), SPME vlakna divinyl-
benzen/carboxen/polydimethylsiloxan 50/30 um (DVB/
CAR/PDMS), polydimethylsiloxan/divinylbenzen 65 um
(PDMS/DVB), polydimethylsiloxan 7 um (PDMS 7), po-
lydimethylsiloxan 100 um (PDMS 100), polyakrylat 85 um
(PA) (vSe Supelco, Bellefonte, PA, USA); z béznych labo-
ratornich pomicek byly dale pouzivany magnetickd mi-
chadélka, 10ml lahvicky na vzorky s plochym okrajem,
Sml lahvicky na vzorky se Sroubovacim okrajem, hliniko-
va vicka se silikonovym septem, Sroubovaci vicka s PTFE/
silikonovym septem, krimpovaci kle§t¢ 20 mm oteviraci a
zaviraci (vie Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika).

Reagencie
Acetonitril pro rezidualni analyzu (J.T. Bakker, Nizo-

zemi), kyselina chlorovodikové suprapur, koncentrovana,
chlorid sodny, aceton (v§e Merck, Darmstadt, Némecko),
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bisfenol A (99,9%, Supelco, Bellefonte, USA), bisfenol F
(98%, Supelco, Bellefonte, USA), bisfenol A diglycidyl
ether (88%, Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Némecko), bisfe-
nol F diglycidyl ether (98%, Dr. Ehrenstorfer, Augsburg,
Némecko), N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid
(BSFTA) (99,6%, Supelco, Bellefonte, USA).

Pracovni postupy

Priprava roztoku smési bisfenolii

Standardni roztok o koncentraci 100 pg ml™ kazdého
analytu byl pfipraven smichdnim jednotlivych standard-
nich roztoku, které byly pfipraveny rozpusténim pfislusné
navazky v acetonitrilu. Standardni roztoky téchto latek
ptipravené v acetonitrilu mély nasledujici koncentrace:
BPA 100 ug ml™', BADGE 50 ug ml ', BPF 25 pg ml '
a BFDGE 10 g ml .

Na obr. 1 je pro ilustraci uveden chromatogram této
smési s nasledujicimi retenénimi ¢asy: BPA 6,35 min;
BPF 6,01 min; BADGE 8,78 a 11,09 min, BFDGE 7,87
a 10,08 min. Analyty BADGE a BFDGE poskytuji vice
pikli, coz odrdzi zastoupeni jednotlivych izomerti, které
jsou ve standardu pfitomny.

Priprava redlnych vzorkii

Pro zjisténi koncentraci vybranych analyti v realnych
vzorcich vod byly odebrany vzorky povrchovych vod
z potoka ve Velkych Némcicich, z pfirodniho pramene
v K¥epicich a z feky Svratky v Zidlochovicich. Dal§imi
analyzovanymi vzorky byly vody balené v PET lahvich
o dvou riznych objemech (0,51 a 1,51), a to v perlivé
i neperlivé varianté, zakoupené v bézné obchodni siti od
riznych vyrobcil.

Vzorky byly do doby zahajeni analyzy uchovavany
v chladni¢ce a zpracovany maximéln€ do 24 h od odebrani
(povrchové vody) a ihned po otevieni vod balenych.
K izolaci analyti pomoci SPME byly realné vzorky pfipra-
veny tak, ze do lahvicky na vzorky s definovanym obje-

00000 a5

abundance 20000
S00000
450000
400000
250000
300000
250000
200000
T.87
150000

100000

S0000

b

Laboratorni pfistroje a postupy

mem, s rovhym dnem a plochym okrajem bylo odméfeno
7,5 ml vzorku a 100 pl acetonitrilu.

Priprava vzorkii pro optimalizaci metody SPME

Pro optimalizaci metody SPME byl vzdy pfipraven
stejny vzorek tak, ze do 10ml lahvicky bylo odméfeno
7,5 ml destilované vody, ke které se pridalo 100 pl smés-
ného standardu bisfenolti o koncentraci 100 ug ml . Do
takto pripraveného vzorku se vlozilo magnetické mi-
chadélko a lahvicka byla uzaviena hlinikovym vickem se
septem. Uzaviena lahvicka se smési se umistila na labora-
torni magnetickou michacku a vzorek se 10 min michal.

Optimalizace metody piimé SPME

vvvvvv

kem metody SPME, a proto bylo nejdiive porovnavano pét
ruznych typtu vlaken, aby mohlo byt zvoleno jedno opti-
malni vldkno vhodné pro izolaci analyti z matrice. Ovéfo-
vany byly tyto typy vlaken:
divinylbenzen/carboxen/polydimethylsiloxan 50/30 pm
(DVB/CAR/PDMS),
polydimethylsiloxan/divinylbenzen 65 um (PDMS/
DVB),

polydimethylsiloxan 7 um (PDMS 7),
polydimethylsiloxan 100 um (PDMS 100),
polyakrylat 85 um (PA).

V ramci optimalizace SPME byly dale posuzovany
nasledujici vlivy:

zména pH (ptidavek HCI zifedéné destilovanou vo-
dou),

pridavek 0,75 g soli (NaCl),

temperace na 50 °C,

pfedmichani vzorku (testované doby byly 5, 10, 15
a 20 min),

michani (ano/ne),

doba extrakce (5, 10, 15, 20, 30, 45 a 60 min),
derivatizace analytu, kterd nasledovala po vlastni
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Obr. 1. Chromatograficky zaznam standarda BPF (6,01 min), BPA (6,35 min), BFDGE (7,87 a 8,78 min) a BADGE (10,08 a 11,09

min)
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sorpci ptimou SPME, v head-space prostoru Sml lah-
vicky se Sroubovacim okrajem o obsahu 1 ml acetonu
a 50 pl derivatizacniho ¢inidla BSFTA pfi zahtfivani
na 60 °C a dobé¢ sorpce 20 minut.

Stanoveni analytit pomoci GC-MS

Pro analyty izolované zrealnych vzorkd vod byla
jako rozhod¢i metoda pouZita analyza plynovou chromato-
grafii s hmotnostni detekci za nasledujicich chromatogra-
fickych podminek'': kapilarni kolona DB-5MS (20 m x
0,180 mm x 0,18 pum), teplota nasttikového prostoru 260 °C,
teplota iontového zdroje a transfer line 230 °C. Pro analyzu
byl optimalizovan nasledujici teplotni program: 150 °C po
dobu 2 min, 30 °C/min do 270 °C, zadrz 6 min, 10 °C/min
do 290°C, zadrz 2 min; celkova doba analyzy byla
16 min. Jako nosny plyn bylo pouzito helium o pritoku
1,1 ml min"'. Pouzitd technika nastfiku splitless, vlakno
bylo manualné vlozeno do néstfikového prostoru. Stanove-
ni sledovanych analytii probihalo paralelné.

Vysledky a diskuse
Optimalizace metody SPME

Pro izolaci vybranych analytd ze vzorkl vod, tj. povr-
chové i balené vody, byla optimalizovdna metoda pfimé
SPME s nasledujicimi vybranymi parametry:
vzorek: 7,5 ml destilované vody a 100 pl smésného
standardu,

10 minut pfedmichéni,
10 minut sorpce na vlakno DVB/CAR/PDMS, a to za
stalého michani vzorku.
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Pfi optimalizaci metody byl bran zietel zejména na
komplexni stanoveni vSech vybranych analytii v jednom
kroku. Pfi hodnoceni typu pokryti vlakna bylo prokéazano,
ze kazdy analyt vykazuje odli$né odezvy pro rtizna zkou-
Sena vlakna. Na zakladé posouzeni odezvy bylo ze tii nej-
lepSich vladken vybrano vldkno DVB/CAR/PDMS, které
bylo vhodné pro stanoveni vSech analytd soucasné. Vy-
sledky dokumentujici vybér optimalniho vlakna jsou pre-
zentovany na obr. 2.

Opakovatelnost optimalizované metody byla testova-
na pomoci péti paralelnich analyz smésného vzorku o kon-
centraci 0,13 ugml™" a jeji vyhodnoceni bylo provedeno
porovnanim péti GC-MS chromatogramti a naslednym
vypoctem smérodatné odchylky. Hodnoty meze detekce
(LOD), meze stanovitelnosti (LOQ), relativni smérodatné
odchylky (RSD) a smérnice kalibracni zavislosti () jsou
uvedeny v tab. I. Hodnoty LOD a LOQ byly pro jednotlivé
analyty vypocteny z kalibrac¢nich kiivek za pouZziti vzorci:

LOD =3-Hs/a

LOQ =10-Hs/a
kde Hs je velikost Sumu na zakladni linii chromatogramu
a a je hodnota smérnice kalibra¢ni pfimky.

Tabulka I
Zakladni metrologické parametry metody SPME-GC-MS
Analyt RSD [%] LOD LOQ r
gl [wgl']
BPA 15,030 1,36 4,53 0,9902
BPF 10,493 3,39 11,31 0,9805
BADGE 15,733 0,03 0,10 0,9530
BFDGE 10,404 0,76 2,54 0,9777
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Obr. 2. Vybér SPME vlakna; porovnani odezev jednotlivych analyti p¥i pouziti téi typi SPME vliaken
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Tabulka II
Zjisténé koncentrace analyt v realnych vzorcich vod uve-
dené v ug 1

Vzorek BPA BPF BADGE BFDGE
Pramen <LOQ 14,74 18,78 15,62
Svratka <LOD 14,63 18,79 15,23
Potok <LOD 15,03 18,83 15,70
BVMP*? 7,58 22,78 19,07 20,39
BVMN"  <LOQ 16,17 18,85 16,36
BVVP* <LOQ 18,97 18,88 17,40
BVVN! <LOD 14,34 18,83 14,85

"Balena voda malé perliva, "balena voda mala neperliva,
“balena voda velké perliva, balena voda velka neperliva

Analyza realnych vzorku

Optimalizovand metoda SPME s metodou GC-MS
byla pouZita pro stanoveni koncentrace sledovanych analy-
th v realnych vzorcich vod. Sledované analyty byly zjisto-
vany v povrchovych vodach vodnich tokt na jizni Moravé
(feka Svratka, potok tvofici pritok feky Svratky)
a z ptirodniho pramene. Kromé toho byly pro analyzu
zakoupeny rovnéz rizné typy balenych vod (perlivé i ne-
perlivé) o riiznych objemech (0,5 a 1,5 1), pochazejicich od
rtuznych vyrobcl. Na zakladé ziskanych vysledku lze fici,
ze koncentrace nejobavanéjsiho zastupce mérenych analy-
td, tj. bisfenolu A, je v realnych vzorcich vod zanedbatel-
na. Ve vétsing piipadd byla koncentrace BPA pod mezi
detekce, pfipadné pod mezi stanovitelnosti. Vysledky nao-
pak prokazaly, ze vSechny vzorky obsahovaly vyssi kon-
centrace ostatnich analytil. Jak je vSak uvedeno v tab. II,
tyto zjisténé koncentrace posuzovanych analytd byly
ivtéchto piipadech velmi nizké, fadové v pugl™. Nami
zjisténé hodnoty v povrchovych vodach (viz tab. II) byly
velmi podobné vysledkim publikovanym ve Spanélské
studii z roku 2001 (cit.'?), ve které byly sledovany koncen-
trace stejnych analytd v odpadnich vodach: BPA 0,02-0,5
pg 1", BPF 0,06-2,5 pgl', BADGE 0,45-50,0 pgl”
a BFDGE 0,30-50,0 pg I™". 1z t&chto vysledkd lze Fici, ze
vodni slozka zivotniho prostfedi je vice kontaminovana
ptibuznymi bisfenoly jako BADGE a BFDGE, coZz jsou pro-
dukty rozkladu BPA a BPF, nez obavanym bisfenolem A.
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Zavér

V predlozené studii jsou uvedeny vysledky ziskané
pfi optimalizaci metody ptimé SPME ve spojeni s GC-MS
pro stanoveni BPA, BPF, BADGE a BFDGE v realnych
vzorcich vod. Vypracovana metoda je vhodna pro rychla
stanoveni vySe uvedenych analytd ve vodach, protoZe ne-
obsahuje derivatizaci jako krok ¢asto aplikovany pifi stano-
veni pomoci metody LC-MS.

Tato prace vznikla za financéni podpory VZ MSMT CR
¢ MSM 6215712402.
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