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ANOTACE

Diplomovéa prace se zabyva moznosti vyuziti ,dead-end“ membranové separace pro
zkoncentrovani organickych kontaminantli ve vodach. Cilem bylo ovéfit vhodnost tohoto typu
separace jako koncentracniho kroku pfed analytickym stanovenim. Jako kontaminant byl
zvolen synteticky estrogen 17a-ethynylestradiol neboli EE2. Zatfizeni pro zkoncentrovani
tvofila vysokotlakd nerezovd nadoba, do které byla vlozena nanofitlraéni membrana.
Ke kontrole pribéhu studovaného koncentracniho postupu byla vyuzita voltametricka metoda.
Na zavér byla provedena detekce EE2 ve tfech vzorcich povrchovych vod pochazejicich
z piirodnich koupalist. V t&chto vzorcich bylo stanoveno 3,3-10® mol-I"! (pisnik Mélice),

1,8:10® mol-1"! (Opatovicky pisnik) a 5,2-10" mol-I'! (pisnik Jezero u Stéblové) EE2.

KLICOVA SLOVA

,Dead-end“ membranova separace, nanoseparace, synteticky estrogen, 17a-ethynylestradiol,

koncentra¢ni techniky, voltametrie

ANNOTATION

The thesis deals with the possibility of using "dead-end" membrane separation for the
concentration of organic contaminants in water. The aim was to verify the suitability of this
type of separation as a concentration step prior to analytical determination. The synthetic
estrogen 17a-ethynylestradiol or EE2 was chosen as the contaminant. The device for
concentration consisted of a high pressure stainless steel vessel into which a nanofiltration
membrane was inserted. A voltammetric method was used to monitor the progress of the
concentration procedure. At the end, EE2 was detected in three surface water samples
originating from natural bathing areas. In these samples it was determined 3,3-10® mol-I"!
(sandpit Mélice), 1,8-10% mol-I'! (Opatovice sandpit) a 5,2-10 mol-1"! (sandpit Jezero u
Stéblové) EE2.

KEYWORDS

"Dead-end" membrane separation, nanoseparation, synthetic estrogen, 17a-ethynylestradiol,

concentration techniques, voltammetry
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UVOD

Znecisténi vodnich zdroji organickymi mikropolutanty piedstavuje v soucasnosti jeden
z nejvyznamnéjSich environmentalnich problému. Tyto latky, ¢asto pochézejici z primyslové
vyroby, zemedélstvi a domacnosti, mohou mit negativni dopady jak na vodni ekosystémy, tak
i na zdravi Clovéka. Mezi organické mikropolutanty patii napt. pesticidy, farmaceutika,
perzistentni organické polutanty, ale i estrogeny. At uz pfirodniho ¢i syntetického pivodu,
estrogeny se do vodniho prostiedi dostavaji ptedevsim z odpadnich vod domacnosti,
zdravotnickych zafizeni ¢i farmaceutického primyslu. Piestoze se Casto vyskytuji ve velmi
nizkych koncentracich, jejich biologicka aktivita je natolik vyznamnd, Ze mohou negativné
ovliviiovat vodni organismy, zejména v oblasti reprodukce a endokrinni rovnovahy. Plsobi
totiz jako endokrinni disruptory. Jednd se o latky naruSujici ¢innost hormondlniho
(endokrinniho) systému v téle lidi i zvifat. Napodobuji, blokuji nebo jinak ovliviiuji ptirozené
hormony, ¢imz mohou vyvolavat celou fadu zdravotnich problém1.

Organické mikropolutanty se ve vodach casto vyskytuji ve velmi nizkych
koncentracich, kvili ¢emuz je jejich ucinna detekce zna¢né komplikovana. Pro spolehlivy
monitoring téchto latek je nezbytné vyuzivat analytické metody s velmi nizkymi detekénimi
limity, jako napt. kapalinovou chromatografii s hmotnostni detekci (LC-MS), coz ve vétSing
ptipadti vyzaduje ptedchazejici zkoncentrovani vzorku. V soucasné dobé je k dispozici cela
fada koncentracnich technik, které umoziuji zvysit obsah cilovych analytii ve vzorku pred
jejich kvantitativni analyzou. Mezi nejcastéji pouzivané patii napt. extrakce na pevnou fazi
(SPE), extrakce kapalina-kapalina (LLE) ¢i mikroextrakce na pevné fazi (SPME). Tyto
techniky se li§i z hlediska ucinnosti, selektivity, ¢asové ndrocnosti a spotieby organickych
rozpoustédel.

Vedle téchto metod lze pro predupravu a zkoncentrovani vzorku pied samotnou
analyzou vyuzit také membranovou separaci, konkrétné v usporddani ,,dead-end“. Pii
»dead-end membranové separaci prochazi cely objem vzorku pies membranu, ¢imz dochazi
k akumulaci sledovanych kontaminantli na jejim povrchu ¢i v porech. Jedna se o relativné
snadno dostupné a ekonomicky Setrné feSeni, predev§im diky jednoduché konstrukci zatizeni
a provozni nenaro¢nosti. V praxi se tato metoda vyuziva spise pro upravu pitné a odpadni vody
a jeji potencial pro cilené zkoncentrovani organickych mikropolutantli zistava stale
nedostate¢né prozkouman.

Tato diplomovd prace se zaméfuje na studium moznosti vyuziti ,,dead-end”

membranové separace pro zkoncentrovani vybranych organickych kontaminanti ve vodach.



Jako organicky kontaminant byl vybran synteticky estrogen 17a-ethynylestradiol neboli EE2.
Cilem je experimentalné ovéfit zachyt této latky pomoci riznych typti membran za urcitych
provoznich podminek a zhodnotit praktické vyuziti této metody jako koncentra¢niho kroku pred
analytickym stanovenim.

V teoretické casti diplomové prace se jsou zpracovany predevSim bézné pouzivané
koncentracni techniky. Déle se zde vysvétluje princip membranové separace a voltametrie,
ktera je pouzivana jako analytickd metoda k detekci syntetického estrogenu EE2. Na zavér se
v této Casti nachdzi i popis estrogent, jejich zdroji a vlivli na organismy.

Praktickd cast diplomové prace se zaméfuje jak na voltametrické pokusy, tak na
experimenty s ,dead-end“ membranovou separaci, u niz se zjiStuje jeji vyuziti pro
zkoncentrovani vzorkli obsahujicich organické mikropolutanty, v tomto ptipadné synteticky
estrogen EE2. Také se zde sleduje mez stanovitelnosti a mez detekce vySe zminénych metod.
Nakonec je zde teSeno zkoncentrovani a stanoveni tfi redlnych vzorkii povrchovych vod
odebranych z ptirodnich koupalist’ v okoli mésta Pardubice.

Zavér diplomové prace shrnuje vysledky téchto experimentii a posuzuje vhodnost

vyuziti ,,dead-end” membranové separace jako koncentracni techniky.



1 TEORETICKA CAST

1.1 Koncentracni techniky

Pro vyuziti koncentra¢nich technik existuje mnoho divodi. Pokud se pii daném postupu
s piimym davkovadnim analyzovan¢ho vzorku a pii dané citlivosti analytického pfistroje
koncentrace sledované latky nachazi pod mezi detekce, tak je nutné sledovanou latku néjakym
zpusobem nahromadit neboli zkoncentrovat. Tyto techniky Ize vyuzit také v ptipad¢, kdy se
koncentrace analyzované slozky naopak nachazi nad mezi detekce. Divodem je skute¢nost, ze
analyza koncentratu je vzdy spolehlivéjsi nez analyza ptivodniho materidlu. Dal§im divodem
je i piitomnost dalich latek ve vzorku, které zhor$uji &i znemoZiiuji separaci. Casto jsou
koncentra¢ni techniky vyuzivany i pii odbéru vzorka a pfi jejich transportu do laboratofi,
protoze se vzorek konzervuje [1].

Estrogeny se v zivotnim prostfedi nachdzi ve velmi nizkych koncentracich, ale i pfesto
se projevuji jejich toxické ucinky. Analytické metody vyuzivané k jejich stanoveni jsou ¢asto
nedostatecné citlivé, a proto vzorek musi nejdiive projit nékterou z koncentracnich technik [2].

Tyto latky se témét vyhradné vyskytuji v kapalnych fazich. V soucasné dobé se pro
zkoncentrovani kapalnych vzorkd pouziva vétSinou extrakce. Muze se jednat o extrakci
z kapaliny do kapaliny (LLE — liquid-liquid extraction), ale nejvice pouzivand je extrakce na
pevnou fazi (SPE — solid-phase extraction). Zaroven lze pouzit i jeji miniaturizované podoby
s riznymi modifikacemi, jako napf. mikroextrakce na pevnou fazi (SPME — solid-phase
microextraction), které byly vyvinuty ve snaze odstranit nedostatky SPE a LLE. Pro jejich
realizaci je potfeba mensi mnozstvi organickych rozpoustédel, mnohdy byvaji rychlejsi a
ucinnost zstava zachovana [2].

1.1.1 Extrakce

Jedna se o délici metodu zaloZenou na rozdéleni slozky mezi dvé faze. Tento extrakéni
postup slouzi k izolaci a k obohaceni latek z matrice vzorku. Jeji délici schopnost se mize lisit
mirou selektivity, rychlosti a cely proces zavisi nejen na pfistupu, ale i na pouzitych
podminkach. Extrakéni soustavy je mozné rozdélit podle skupenstvi fazi, mezi kterymi slozka

ptrechazi:

e 7 pevné faze do kapaliny — z pevného materidlu se ve vhodném rozpoustédle rozpousti
pozadovana slozka. Casto se vyuziva pfi zpracovani analytickych vzorkl. K tomuto

ucelu Ize pouzit Soxhletiv extraktor.



e Z kapaliny do kapaliny — extrakce zaloZena na rozdélovaci rovnovaze v soustavé dvou
nemisitelnych kapalin. Pozadovana slozka ptechazi do rozpoustédla, ve kterém je 1épe
rozpustna.

e Zkapaliny na pevnou fazi — dochdzi k selektivnimu zachytu pozadované slozky
z roztoku na pevnou fazi.

e Z kapaliny nebo plynu na pevnou fazi — modifikace extrakce na pevnou fazi, kterd se
nazyvd mikroextrakce na pevnou fdzi a ve které nastava zkoncentrovani analytu

adsorpci na polymer pokryvajici kiemenné vlakno.

V soucasné dobé je snaha nahradit zdlouhavé postupy s velkymi spotiebami
rozpoustédel novymi technikami, mezi které se fadi napf. extrakce a mikroextrakce na pevnou
fazi[1, 3].

Jestlize se ocekava, ze koncentrace organické slouceniny v extraktu vzorku bude velmi
nizkd, je nutné snizit objem organického rozpoustédla. Nejbéznéjsimi metodami odparovani
rozpoustédla jsou odfukovani par rozpoustédla plynem, odpatovaci koncentrator podle
Kuderny a Danishe, automatizovany odpafovaci koncentrac¢ni systém EVACS (Evaporative
Concentration System) nebo vyuziti rotacni vakuové odparky. VSechny tyto metody jsou
pomalé a hrozi u nich vysoké riziko kontaminace jinym rozpoustédlem, sklem ¢i plynem. Obcas
je extrakt vzorku vysuSen a nasledné¢ rozpustén ve velmi malém objemu organického
rozpoustédla. Tento postup se pouziva, kdyz se stanovuji nejnizsi koncentracni hladiny [4, 5].

Koncentrator podle Kuderny a Danishe (viz Obrazek 1) se sklada z baiiky, kalibrované
zkumavky a zpétného chladice. Barika se naplni extraktem, koncentrator se vlozi do vodni ldzné
a spodni ¢ast banky je ohfivana parou. Zpétny chladi¢ se nachazi v horni ¢asti koncentratoru a
umoziuje odebirat ¢ast destilatu, zbyla ¢ast se vraci jako zpétny tok. Zkoncentrovany extrakt

se shromazd’uje v kalibrované zkumavce [4, 5].

Obrazek 1  Koncentrator podle Kuderny a Danishe [5]



Podobnym zpisobem pracuje i koncentra¢ni systém EVACS (viz Obrazek 2), ktery Ize
navic automatizovat. Sklada se z velké délici ndlevky, ktera je spojena s ohfevem. V této ¢asti
systému jsou také vpichy zabranujici prehtati kapaliny. Dal$i soucasti zatizeni jsou destilacni
kolona, zpétny chladi¢ a senzor. Pary rozpoustédla stoupaji do destilacni kolony. Na destila¢ni
¢ast je nasazen zpétny chladi¢ s odvodem destilatu. AvSak vétsi ¢ast destilatu se vraci zpét do
destilacni kolony jako zpétny tok. Po oddestilovani hlavniho podilu rozpoustédla, kdy hladina
roztoku klesne pod stanovenou uroven, senzor vypne topeni a zbylé rozpoustédlo se odfouka
proudem dusiku. Ten je nejprve ptivadén pod hladinu kapaliny a pozdé€ji mize byt rozpoustédlo

odstraniovano proudénim dusiku nad hladinou [4, 5].
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Obrazek 2 Automatizovany koncentracni systém EVACS [5]

1.1.1.1 Extrakce kapalina-kapalina (LLE - liquid-liquid extraction)

Ke zkoncentrovani slozek z vodnych roztoki je mozné vyuzit riizné rozpoustédla, kterd
jsou schopna rozpoustét jednotlivé slozky obsazené v analyzovaném vzorku. Extrakce
kapalina-kapalina nebo také extrakce z kapaliny do kapaliny je analyticka separacni metoda
umoziujici mnoho jednoduchych, rychlych a selektivnich déleni riznych druhti latek v Sirokém
rozmezi koncentraci. Principem je rozdéleni mezi dvé nemisitelné kapaliny nebo faze, které
spolu nijak neinteraguji, a v nichZ slou¢enina a matrice maji rozdilnou rozpustnost. Rozpustnost
extrahované latky v kapaling, ze které se extrahuje, musi byt co nejmensi, a naopak rozpustnost
v kapaling, do niz se extrahuje, co nejvétsi. Tyto dvé nemisitelné kapaliny jsou vétSinou vodny
roztok, tzv. vodna faze, a vhodné organické rozpoustédlo, tzv. organickd faze. Zakladnim
procesem této extrakce je pravidlo ,,podobné se rozpousti v podobném*. To znamena4, Ze polarni
hydrofilni slouc¢eniny budou preferovat vodnou (polarni) fazi a nepolarni hydrofobni

slouceniny budou naopak davat prednost organickému rozpoustédlu. Hlavnimi vyhodami



tohoto typu extrakce jsou jeji Sirokda pouzitelnost, moznost pouzit velky objem vzorku,
predvidatelné matricové pozadi, dostupnost organickych rozpoustédel vysoké Cistoty,
pouzivani levnych pfistrojii, napt. délici nalevky, pfimocarost a opakovatelnost. V podstaté se
jedné o extrakci slozek vytfepavanim. Nevyhodami tohoto typu extrakce je vysoka Casova
naroc¢nost a pouziti velkych objemt toxickych organickych rozpoustédel. To lze vSak zmirnit
pouzitim kontinudlniho extrakéniho postupu [1, 4, 6, 7].

Zakladnimi podminkami jsou tedy dobra rozpustnost sledovanych slouc¢enin v pouzitém
rozpoustédle a znalost velikosti distribu¢nich konstant v daném systému. Ziskany extrakt se
poté analyzuje plynovou nebo kapalinovou chromatografii [1].

Tento typ klasické extrakce lze rozdélit:

e Podle druhu extrahované latky — organické latky je vétSinou mozné extrahovat piimo
do vhodného rozpoustédla, anorganické latky se musi nejprve prevést do vhodné a
nejlépe neutralni komplexni slouc¢eniny

e Podle zptisobu provedeni

= Jednostupiiova extrakce — zaloZena na ustaveni jedné rovnovahy mezi fazemi

= Mnohastupiiova extrakce — predstavuje opakovanou jednostupiiovou extrakci,
ktera je provadéna v n¢kolika oddélenych krocich

= Kontinualni extrakce — je zaloZzena na ustaveni mnoha rovnovédh a béhem

extrakce jsou nemisitelné faze neustéle ve styku a v protiproudém pohybu [3]

Stupeii extrakce zavisi na distribuénim koeficientu Kq. Pro popis distribuce slouc¢eniny
mezi dvé nemisitelna rozpoustédla se vyuzivaji dva terminy, distribuéni koeficient a distribu¢ni
(rozdelovaci) pomér. Distribuéni koeficient K4 je rovnovaznad konstanta popisujici rozdéleni
slouceniny X mezi dvé nemisitelnd rozpoustédla, kterymi mohou byt napt. vodna a organicka
faze. Zavisi na typu organického rozpoustédla, na pH a iontové sile roztoku. Rovnovéhu lze
ziskat napt. protfepavanim vodné faze, ktera obsahuje slouceninu X, s organickou fazi,

napi. hexanem. Tento proces je mozné popsat nasledujici rovnici:

X (aq) « X (org) (1

kde (aq) je vodna faze a (org) je organicka faze. Pomér koncentraci slouceniny X v obou fazich
je konstantni a lze jej vyjadfit nasledujicim vztahem, ktery se nazyva Nernstiv distribucni

zéakon:
Kq = [X]org / [X]aq (2)
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kde K4 je distribuéni koeficient (Nernstiv distribuéni koeficient), [X]org je rovnovazna latkova
koncentrace slou¢eniny v organické fazi a [X]aq je rovnovazna latkova koncentrace slouceniny
ve vodné fazi. Distribuéni koeficient charakterizuje danou slouceninu v systému
voda — organické rozpoustédlo pfi urcité teploté a tlaku. VEtsi hodnota Kq vyjadiuje vyssi podil
slouCeniny v organickém rozpoustédle. Zatimco c¢iselnd hodnota distribu¢niho koeficientu
poskytuje uzitecnou konstantni hodnotu, pti konkrétni teploté nejsou koeficienty aktivity znamé

24

slouceniny neboli ucinnost, ktery casto byva vyjadien v procentech:
El = Corgvorg / (Corgvorg + Caqvaq) nebo El = Kdv/ (1 + Kdv) (3)

Corg ... koncentrace slouceniny v organické fazi
Caq ... koncentrace slouceniny ve vodné fazi
Vorg ... objem organické faze

Vaq ... objem vodné faze

V ... pomér objemt fazi Voreg/Vaq

Utinnost jedné extrakce lze také vyjadiit pomoci hmotnosti extrahované slozky nebo

s vyuzitim Nernstova distribu¢niho zakona:

E, = —2770%8 5 100 (%) (4)
Myq
nebo
= (1 — Do —(1—— VYaa —_ K¢
By = (1 725) X 100 = (1 - g—27—) x 100 = 5—d—= X 100 (%) (5)

kde maq je hmotnost slozky ve vodné fazi a morg je hmotnost slozky v organické fazi. Uinnost
takovéto jedné extrakce roste s hodnotou Ky a klesajicim pomérem Vag/Vorg. Pro jednostupiiové
LLE musi byt tedy Kq vysoké, aby bylo mozné ziskat kvantitativni vytézek slouceniny v jedné
fazi, napt. organickém rozpoustédle. Obvykle jsou vSak k dosazeni kvantitativni vytéznosti
nutné dvé nebo tfi opakované extrakce s novym organickym rozpoustédlem. Ke stanoveni

mnozstvi extrahované slouceniny po opakovanych extrakcich se pouziva nasledujici rovnice:

100-E;

E,=1—[1/(1+K{W]" nebo En = [1- (5" X 100 (%) (6)
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kde n je pocet extrakci, Ei je ucinnost jedné extrakce a E, je uc¢innost opakované extrakce.
Avsak muze nastat situace, kdy neni znama skute¢na chemicka forma slouceniny ve vodné a
organické fazi a vtomto pfipadé¢ se pouziva distribuéni pomér D popsany nasledujicim

vztahem:

__ koncentrace slouceniny X ve vSech chemickych forméch v organické fazi

(7

koncentrace slouceniny X ve vSech chemickych formach ve vodné fazi

U jednoduchych systémi, kde nedochéazi k chemické disociaci, je distribu¢ni pomér totozny
s distribu¢nim koeficientem [3, 4, 6, 8].

Cilem popisovaného postupu je vyextrahovat co nejvice dané slozky co nejmensim
poctem krokii a sco nejmensi spotiebou rozpoustédla. Z toho divodu se voli takové
rozpoustédlo, ve kterém je extrahovand slozka mnohem vice rozpustna nez v rozpoustédle, ze
kterého se extrahuje. Proto je dilezitou hodnotou také selektivita, kterd je definovana pomoci
separacniho faktoru a:

a= ;—‘; (8)
kde q jsou rozdélovaci poméry. Rozdéleni latek, jejichz rozdélovaci pomery se dostateéné 1isi,
je snadné. Avsak pokud jsou hodnoty q podobné, musi se extrakéni systém modifikovat tak,
aby se hodnota q jedné z latek zménila. Toho 1ze dosdhnout napt. pravou pH. Dalsi moznosti
je vyuziti mnohastupiiové extrakce, jako napt. kontinudlni extrakce [3, 6].

Rozdélovaci pomér q se vyuziva pro lepsi popis rovnovahy v obecném systému. Lze ho
vyjadtit vztahem:

q="2 ©)
kde ¢ jsou celkové analytické koncentrace extrahované latky. Celkova analytickéd koncentrace
je suma vSech forem dané latky za danych podminek [6].

Selektivita a ucinnost velice souvisi s vybérem dvou nemisitelnych rozpoustédel.

Organické rozpoustédlo musi mit nasledujici vlastnosti:

e Nizkou rozpustnost ve vodné fazi
e Vysokou tékavost pro odparovani rozpoustédla pfi snizovani jeho objemu
e Vysokou Cistotu

e Kompatibilitu s vybranou chromatografickou analyzou
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e Polaritu, poptipadé moznost tvorby vodikovych vazeb za tcelem zvySeni vytéznosti

slouceniny v organické fazi, tedy zvySeni hodnoty Kq [4, 8]

Rozpoustédlo se tedy vybira tak, aby byla zajiSténa maximalni ucinnost extrakce a
obvykle polarita. S jejim zvySovanim dochdzi ke zvySeni rozsahu extrahovanych sloucenin.
Z toho diivodu by mélo byt vybrano rozpoustédlo s miniméalni polaritou, ktera odpovida vysoké
vytéznosti. Slouceniny s vysokou polaritou se extrahuji obtizné, protoze vyzaduji polarni, a
tudiz neselektivni rozpoustédlo, které se neodd€luje od vody [4, 8].

Hodnotu K4 lze ovlivnit n€kolika faktory, mezi které patii uprava pH, ¢imz se zabrani
ionizaci kyselin nebo zasad, dale tvorba iontovych para s ionizovatelnymi slouceninami, tvorba
hydrofobnich komplexii s ionty kovil a také 1ze do vodné faze pridat neutralni stl, ¢imz se snizi
rozpustnost slouceniny, a ta nasledné snadnéji prechdzi do organické faze. Tento zplsob
ovlivnéni hodnoty Kq se nazyva vysoleni. Ke zlepSeni detekovatelnosti analytu Ize také pouzit
derivatizaci, ktera je v n¢kterych ptipadech nezbytna kvili uvolnéni analytu z vazebnych mist

(4, 8].

Tabulka 1  Rozpoustédla pro LLE [4]

Organicka rozpoustédla nemisitelna
Vodna rozpoustédla

s vodou
Hexan, isooktan, petrolether (nebo jiné
Voda o
alifatické uhlovodiky)
Kysely roztok Diethylether
Bazicky roztok Dichlormethan
Vysoky obsah soli (efekt ,,vysoleni®) Chloroform

Komplexotvorné latky (parovani iontd,
' Ethylacetat
chelatacni a chiralni reakce)

Alifatické ketony (C6 a vyssi)
Alifatické alkoholy (C6 a vyssi)

Dv¢ (nebo vice) z vyse uvedenych moznosti

Toluen, xyleny (absorpce UV zateni)

Dv¢ (nebo vice) z vyse uvedenych moznosti
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Pro extrakci kapalina-kapalina existuji dva rizné pfistupy. Prvnim je diskontinualni
LLE, u které se rovnovaha nastoluje mezi dvéma nemisitelnymi fdzemi. Druhy pfistup je
kontinualni LLE, kdy rovnovéhy nemusi byt dosazeno. Pfi diskontinualni extrakci se nejcastéji
pouziva delici nalevka neboli délicka. Jedna se o sklenénou nadobu nejcastéji konického tvaru
slouzici k oddélovani nemisitelnych kapalin podle jejich hustoty a kterd je nahofe opatiena
zabrusem uzaviratelnym zatkou a dole kohoutem s trubici neboli stonkem. Do délicky se nalije
vodny vzorek a nésledné¢ se k nému ptidéd urcité mnozstvi organického rozpoustédla. Dale se
do horni ¢asti délici nalevky umisti zatka, ¢imz se nalevka uzavie, diky cemuz Ize s nalevkou
ru¢né tfepat. Proces je mozné také automatizovat pomoci mechanické ttepacky. Po protfepavani
se necha délicka na urcitou dobu v klidové fazi a nasledné¢ se organické rozpoustédlo
kvantitativné pievede do odmérné banky, a to otevienim spodniho kohoutu a opatrnym
vypusténim spodni faze, u které se predpoklada, ze je fazi organickou. Poté se do délici nalevky
prida Cerstvé organické rozpoustédlo a cely proces se opakuje. Tento postup je nutné provést
alesponl 3x. Extrakty se spojuji a nasleduje sniZzeni objemu organického rozpoustédla [4, 9].

V nékterych ptipadech, kdy hodnota Kq je velmi nizkd, I1ze pouzit kontinudlni LLE.
Tento pfistup je mozné také pouzit pro velké objemy vodného vzorku. Pfi tomto pfistupu se
cerstvé organické rozpoustédlo zahiiva, nasledné zkondenzuje v chladici a prochdzi ptes vodny
roztok obsahujici slouceninu. Existuji dvé bézné verze kontinualnich kapalinovych extraktort,
kdy prvni vyuziva organické rozpoustédlo leh¢i nez voda a druhy t&€z$i nez voda (viz
Obrazek 3). Extrakce trva nekolik hodin. Obvykle se do kontinudlniho extraktoru nadavkuje
vodny roztok a do destilaéni banky organické rozpoustédlo. Rozpoustédlo se poté zahtiva
pomoci vodni 14zné, jeho pary stoupaji do chladice, kde zkondenzuji a nésledn¢ prochazi skrz
vodny roztok a dochazi k extrakci. Po skonceni extrakéniho procesu a chlazeni se varna banka

oddé¢li a nasleduje odparovani rozpoustédla, tedy zmensovani jeho objemu [4].

Obrazek 3  Kontinudlni extraktor pro LLE (organické rozpoustédlo tezsi nez voda) [4]
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V praxi se mohou u extrakce kapalina-kapalina vyskytnout problémy. Jedna se o Casové
narocnou metodu, kterd ¢asto vyzaduje i odstranéni rozpoustédla odparenim. Tento krok mize
vést k rozkladu nestabilnich slou¢enin, zejména pokud je nutné zahfivani. DalSim problémem
je riziko adsorpce analytu na sklenéné nadobi, k cemuz muze dojit jak ve fazi extrakce, tak i pfi
odpatovani rozpoustédla. Tento problém lze c¢aste¢né vyiesit bud’ silanizaci sklenéného nadobi,
nebo piiddnim 1-2% ethanolu, isopropanolu ¢i isoamylalkoholu do extrakéniho rozpoustédla,
nebo pouzitim polypropylenovych zkumavek. Tato opatfeni ale nejsou vzdy u¢inna. Mezi
problémy LLE také patii i tvorba emulzi. Ty mohou vznikat zejména u vzorkd, které obsahuji
povrchové aktivni latky nebo mastné materidly. Odstranéni téchto emulzi spociva v jejich

rozruseni neboli rozbiti. Toho 1ze docilit napt.:

e Odstfedénim smési

e Filtraci ptes zatku ze skelné vaty nebo papir na oddélovani fazi
e Zahtatim ¢i ochlazenim délici nalevky

e Pfidanim soli chloridu sodného do vodné faze, tzv. vysolenim

e Pfidanim malého mnozstvi jiného organického rozpoustédla [4, 8]

1.1.1.2 Extrakce na pevnou fazi (SPE — solid phase extraction)

Extrakce na pevnou fazi je oblibenou a ptfednostné pouzivanou metodou piipravy
vzorki, a to predevs§im diky jednoduchosti experimentu, snadné automatizaci, navazani na dalsi
instrumentalni metody, menSi spotiebé organickych rozpoustédel v porovnani sLLE
a dostupnosti mnoha riznych sorbentl, diky ¢emuz je tato metoda vice selektivni.

Univerzalnost SPE dovoluje tuto metodu pouzivat pro rizné ucely:

e Vycisténi zajmovych sloucenin z vodnych roztok

e Uchovani vzorku

e Izolaci

e Zkoncentrovani stopovych mnozstvi latek

e Vyménu rozpoustédel, kdy analyt je pfeveden zjedné specifické matrice do jiné
(napt. z vodné do organické)

e Derivatizaci, kdy je analyt zachycen na sorbent, pfeveden na derivat a nasledn¢ eluovan

[2,3,4,5]

Jedna se o proces, ktery by mél umoznit uc¢inné;jsi detekci a identifikaci sloucenin ve

vodnych vzorcich. Pfi této metod¢ dochazi ke kontaktu vodného vzorku s pevnou fazi nebo
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tuhym sorbentem, kdy se sloucenina selektivné zachycuje na povrch pevné faze. Sorbent na
pevné fazi byva obvykle zabalen do malych trubi¢ek nebo kolonek, ale také mtze byt ve forme
diski, pipetovych Spicek ¢i 96 jamkové destiCky. K extrakci na pevnou fazi je mozné vyuzit
statické usporadani, tj. michdni roztoku se sorbentem a nasledné odfiltrovani sorbentu, nebo
uspotadani dynamické. Principem tohoto uspotadani je, ze rozpoustédlo obsahujici vzorek je
tlakem nebo vakuem protlacovano pies sorbent. Vyuziva se chemickych vlastnosti molekul,
které jsou v dasledku molekulovych interakci zachycovany na sorbentu. Diky peclivému
vybéru sorbentu by méla byt zdjmova sloucenina zachycena pted jinymi cizimi slou¢eninami
pritomnymi ve vzorku. Tyto ostatni slouCeniny lze ze sorbentu vymyt pomoci vhodného
rozpoustédla. Nasledné se ze sorbentu jinym vhodnym rozpoustédlem eluuje sledovana latka.
Toto rozpoustédlo se shromazd'uje pro analyzu a v pfipad€ potieby lze provést ¢isténi vzorku,
prekoncentraci, tedy snizovani objemu vzorku nebo eluat odpaftit do sucha a nasledné rozpustit
v definovaném mnozstvi rozpoustédla. Z toho vyplyva, ze vybér spravného sorbentu a systému
rozpoustédel je rozhodujici [2, 3, 4, 5].

Na trhu je k dispozici velké mnozstvi sorbénich materidll, které se 1i$i svou selektivitou,
a tedy i pouzitelnosti. Sorbenty je mozné hodnotit podle riiznych hledisek, mezi které patii
zrnéni, specificky povrch, hydrofilni ¢i hydrofobni charakter, polarita, tepelnd stabilita a
schopnost zpétného uvolnovani zachycené slouceniny. Pii volbé vhodného sorbentu se zvazuje
podstata analytu, vyzadovany stupen jeho Cistoty, vlastnosti matrice vzorku a hlavnich
kontaminantd a finalni analyticky postup. Obecné 1ze SPE sorbenty rozd¢lit do tii zakladnich
kategorii, tj. sorbenty v normalni fazi, sorbenty s reverzni fazi a iontové vyménné sorbenty.
Dalsi kategorii mohou byt také sorbenty se smiSenym rezimem, které maji vlastnosti vice nez
jednoho typu sorbentu. Nejbéznéjsi sorbenty jsou zalozeny na bazi chemicky modifikovanych
casticich oxidu kfemicitého, tedy silikagelu. Jedna se o ¢astice nepravidelného tvaru o priiméru
mezi 30 az 60 um, na jejichz silanolové skupiny jsou chemicky navazany funkéni skupiny,
které méni jejich vlastnosti. Chemicky vazané faze vznikaji reakci povrchové silanolové
skupiny silikagelu s trialkyltrichlorsilany. Zaroven je mozné pouzit i nemodifikovany silikagel.
DalSimi béznymi sorbenty, kromé& silikagelu, jsou i sorbenty zalozené na florisilu, oxidu
hlinitém a makroretikularnich polymerech. Pti separaci slouCeniny z rozpoustédla se uplatiiuji

rizné mechanismy zachycovani latek, mezi které patfi:

e Van der Waalsovy sily — ,,nepolarni* interakce

e Vodikové vazby a dipo6l-dipélové interakce — ,,polarni* interakce
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e Kation-aniontové interakce — iontové interakce typu elektrostatickych pftitazlivych sil

mezi opacné nabitymi ionty [1, 2, 3, 4, 10]

Sorbenty v normalni fazi obsahuji polarni funkéni skupiny, jako napt. kyano, amino a
diol. Do této skupiny se také fadi nemodifikovany silikagel. Diky polarni povaze jsou selektivni
pro polarni slouceniny, napt. fenol, a zjiStovany analyt byva obvykle v nevodné matrici.
Naproti tomu sorbenty sreverzni fazi obsahuji nepolarni funkéni skupiny, kterymi jsou
napf. oktadecyl, oktyl, methyl a vyznacuji se hydrofobnimi vlastnostmi. Proto je mozné je
vyuzit pro extrakci nepolarnich a stfedné polarnich slouCenin, jako napi. polycyklické
aromatické uhlovodiky. Vzhledem k tomu, Ze mnoho analyz zahrnuje analyty rozpusténé ve
vodg¢, jako napt. povrchové vody nebo odpadni vody, tak se SPE s obracenymi fazemi pouziva
Castgji. lontové vyménné sorbenty maji bud’ kationtové, nebo aniontové funkéni skupiny
a v ionizované¢ form¢ pritahuji slouceniny s opaénym nabojem. Kationtovd vyménna faze,
napf. kyselina benzensulfonova, bude extrahovat slouceninu s kladnym nabojem,
napt. herbicidy ¢i fenoxykyseliny, a naopak. Sorbenty se smiSenym rezimem kombinuji
schopnosti iontové vyménnych sorbent a sorbentli v reverzni fazi, coz zajist'uje lepsi separaci.
Bézné se pouzivaji pii separaci bazickych, kyselych a neutralnich sloucenin ve smési, ¢ehoz se
hojné vyuzivd pii zkoncentrovani, Cisténi a pfi analyze farmaceutickych sloucenin a

antibakterialnich latek nachazejicich se v odpadnich vodach [2, 3, 4, 10].

Tabulka 2 Prehled nékterych bézné dostupnych sorbentii [4, 13]

Nepolarni faze Ci, methyl Si—CHj3
Cs, oktyl Si—(CH»)—CH;
Cis, oktadecyl Si—(CH»)1—CH3
Polarni faze Si, oxid kfemicity | Si—OH

CN, kyanopropyl | Si—(CH);—CN

20H, diol Si—(CH2)s—0—CH>—CHOH—CH>OH
Iontoveé vyménna faze | SCX* Si—(CH»)>—CsHs+—SO3~

DEA** Si—(CHz)s—NH"—(CH>—CHa)>

SAX*** Si—(CHz)s—N"—(CHz)3

* SCX (Strong Cation Exchange), silna kationtova vyménna faze — kyselina benzensulfonova
** diethylamoniopropyl terciarni amin

*** trimethylamoniopropyl kvartérni amin
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Zatizeni pro SPE se mohou lisit, pficemz kazda konstrukce ma své vyhody souvisejici
s poctem zpracovanych vzorkli, povahou vzorku a objemem vzorku. NejbéznéjSim
uspofadanim je trubicka injek¢ni stiikacky nebo kolonka (viz Obrazek 4). Ta je obvykle
vyrobena z polypropylenu, ale dal§$im vyrobnim materidlem mutze byt sklo ¢i PTFE
(polytetrafluorethylen). Kolonka ma Siroky vstup, kterym se zavadi vzorek, a uzky vystup.
Sorp¢ni materidl je umistén mezi dvéma fritami na dné, tedy na vystupu, kolonky. Frity slouzi
k zadrzeni sorpéniho materialu a k odfiltrovani ¢astic. Jsou obvykle vyrobeny z polyethylenu,
ptipadné z oceli nebo PTFE, s velikosti port 20 um. Pratok kapaliny pies sorbent lze urychlit

tfemi metodami;

e Vakuem na vystupu
e Tlakem na vstupu

e Centrifugaci [3, 4]

Obrazek 4  SPE kolonky [11]

Pro priitok rozpoustédla jednou kolonkou se obvykle pouziva barika s jednim bocnim
ramenem (viz Obrazek 5). Jestlize je nutné zpracovavat vice kolonek (8 az 30) soucasné,
vyuziva se komercné dostupny vakuovy manifold (viz Obrazek 6). V obou piipadech je

k ovlivnéni priitoku rozpoustédla ¢i vzorku pies sorbent zapotitebi vakuova pumpa [4].
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SPE kolonka

——t—— Sorbent

w

Sbérnd zkumavka

Obrazek 5  SPE vyuZivajici kolonku a banku s jednim bocnim ramenem [4]

Obrazek 6 Vakuovy manifold [4]

Vedle kolonek je také mozné pro metodu SPE pouzit disky, které se moc nelisi od
bézného filtraéniho papiru. Disky jsou tvofeny ¢asticemi sorbentu o velikosti 5 az 10 pm a jsou
protkany vldkny PTFE, coz vede k tomu, Ze disk ma tloustku pfiblizn€ 0,5 mm a primér 47 az
70 mm. Disky jsou umistény do systému pro filtraci rozpoustédla a nasledné se pod tlakem
protlacuje rozpoustédlo obsahujici vzorek (viz Obrazek 7). Hlavni nevyhodou je skutecnost, Ze
muze dojit ke znaénému zfedéni zachycenych sloucenin, coz je nutné minimalizovat. Toho 1ze
doséhnout zavedenim zkumavky pro odbér kone¢ného extraktu do filtra¢ni banky [1, 4].

Jak kolonky, tak i disky maji své vyhody a samoziejme¢ i sva omezeni [4].
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Rezervoar
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—

Sbérna zkumavka

Obrazek 7  SPE vyuZivajici disk a banku s jednim bocnim ramenem [4]

Samotnému provedeni zkoncentrovani sloucenin pomoci SPE ptedchéazi ptiprava
vzorku, ktera zahrnuje napt. prevedeni tuhych vzorki do roztoku ¢i filtraci vzorku. Cely postup

SPE lze pak rozd¢lit do 5 kroki (viz Obrazek 8):

1. Smaceni (solvatace) sorbentu — v tomto kroku dochéazi k zajiSténi dobrého kontaktu
mezi slouc¢eninou a sorbentem ve fazi adsorpce, a to pomoci promyvani sorbentu
organickym rozpoustédlem, jako napt. methanolem ¢i acetonitrilem

2. Kondiciovani sorbentu — jedna se o Upravu sorbentu, kdy se ustanovi rovnovaha mezi
sorbentem a rozpoustédlem a pii které se pies sorbent prosaje rozpoustédlo nebo pufr
podobného slozeni jako vodny vzorek, ktery ma byt extrahovan

3. Davkovani vzorku — pfi tomto kroku je vzorek protlacovan pies sorbent, ktery mize byt
ve form¢ disku nebo kolonky a diky peclivému vybéru tohoto sorbentu se predpoklada,
ze z4jmova sloucenina bude prednostné¢ zachycena pied dalSimi latkami, avSak tato
idedlni situace nemusi vzdy nastat a slouceniny s podobnou strukturou budou také
zachycovany

4. Oplachovani nebo promyvani sorbentu — umoziuje odstranéni nezadoucich piimési
pomoci spravné zvolenych rozpoustédel, aniz by ovlivnilo eluci zdjmové slouceniny

5. Eluce z4jmové slou¢eniny — v tomto kroku se zdjmova slou¢enina eluuje ze sorbentu za
pouziti miniméalniho mnozstvi rozpoustédla a ziskd se vysoce Cisty extrakt, ktery je

zachycovan do vhodné jimaci nadobky [2, 3, 4, 12]

Kazdy krok je charakterizovan povahou a typem pouzitého rozpoustédla, jehoz vybér

zavisi na vlastnostech sorbentu a vzorku. Volba rozpoustédla pfimo ovlivituje zadrzeni
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slouceniny na sorbentu i jeji naslednou eluci, zatimco polarita rozpoustédla urcuje jeho silu
neboli schopnost eluovat slouceninu ze sorbentu mensim objemem. Vybér sorbentu je do
znacné miry zavisly na sledované slouceniné a pouzitém sorpcnim systému, ale i¢innost SPE
mohou ovlivnit i dal§i parametry. Takovymto parametrem muze byt napf. rychlost pritoku
vzorku sorbentem. Pfili§ rychly pratok totiz zajisti pouze minimdalni Cas pro interakci

slouCeniny se sorbentem [2, 3, 4].

Spravny vybér
SPE kolonky
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Obrazek 8  Schéma pribehu SPE [13]

1.1.2 Mikroextrakce

Jedna se o upravené metody zahrnujici postupy, které pouzivaji méné nebezpecné
chemické latky nebo jejich mensi mnozstvi. Diky témto mikroextrakénim technikdm se tedy
snizuje zneciStovani zivotniho prostfedi. Zachyt se provadi pomoci miniaturizovanych zatizeni
se snizenym mnozstvim rozpoustédel a odpadii. Do téchto technik patii napt. mikroextrakce na
pevné fazi (SPME - solid-phase microextraction), sorpéni extrakce na michadélku

(SBSE - stir-bar sorptive extraction), mikroextrakce sorbentem umisténym ve stiikacce
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(MEPS — microextraction by packed sorbent), anebo mikroextrakce jednou kapkou
(SDME - single-drop microextraction) [14].
1.1.2.1 Mikroextrakce na pevné fazi (SPME — solid-phase microextraction)
Mikroextrakce na pevné fazi neboli SPME je technika zpracovani vzorku, pfi které je
maly objem sorbentu, imobilizovany na pevném nosici, vystaven vzorku po piesné definovanou
dobu. Je to proces, pii kterém se cilovy analyt adsorbuje z vodnych nebo plynnych vzorkd na
pevné polymerni vlakno, respektive na povrch potazeného kiemicitého vlakna. Nasleduje
desorpce analytu bud’ pomoci tepla, nebo pomoci rozpoustédla do vhodného pftistroje pro
separaci a kvantifikaci a nasleduje instrumentalni analyza. Extrakéni proces je mozné provadét
u plynnych i kapalnych vzorkl. Pfi extrakci tékavych a polot€kavych sloucenin se vldkno
SPME vystavuje parni fazi nad matrici vzorku, zatimco pii extrakci netékavych a malo
dvoustupiiovém procesu je adsorpce slouceniny na vhodné potazeném kiemicitém vlakné nebo
staciondrni fazi. Sorbent musi mit velkou afinitu k cilovym analytim. Pravdépodobné nejvice
vyuzivanou stacionarni fazi pro SPME je polydimethylsiloxan (PDMS). Jedna se o nepolarni
fazi, kterd byla pouzita pro extrakci fady nepolarnich latek jako napt. benzenu, toluenu a xylent
zvody a vzduchu. Zaroven vldkno z taveného kiemiku potazené touto latkou je stabilni pfi
vysokych teplotach. Diky této stabilité¢, malému priméru a vélcovému tvaru lze vldkno

zabudovat do drzaku podobného injekéni stiikacce (viz Obrazek 9) [4, 12, 14].

Obrazek 9 Zarizeni pro SPME [4]
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Metoda SPME se nejvice vyuziva ve spojeni s plynovou chromatografii (GC), ale Ize
pouzit i vysokoucéinnou kapalinovou chromatografii (HPLC). V ,nefunkénim rezimu* je
vlakno, z diivodu ochrany, zasunuto do jehly drzaku. V ,,provoznim rezimu® je naopak vldkno
vystaveno vzorku v matrici. Jedna-li se o vodny vzorek, je nutné vlakno Gplné ponofit. Ale je
mozné také extrahovat slouceniny z plynné faze, napt. z atmosféry organického rozpoustédla
v uzaviené nadobé (headspace) nebo z atmosféry na pracovisti. V obou piipadech je vSak
vlakno vystaveno plsobeni slouceniny v matrici jen po pfedem zvolenou dobu. Po odbéru se
vlakno zasune zpét do jehly drzaku, aby bylo chranéno, nez se vlozi do vyhtatého injektoru GC.
Jakmile se do néj vlakno umisti, je exponovano po urcitou dobu, aby byla provedena uc¢inna
desorpce analytu. U tohoto zptisobu hrozi ovsem velké riziko kontaminace. Jednim ze zpiisobu,
jak lze toto riziko minimalizovat alespont u vodnych vzorki, je provozovat SPME pomoci
autosampleru na GC. V tomto piipad¢ jsou vodné vzorky umistény v uzavienych vialkach. Za
provozu pak jehla SPME propichne jednotlivé lahvicky, ¢imz umozni provést sorpéni fazi.
Okamzité poté musi nasledovat vlozeni do injektoru chromatografu. Pokud neni k dispozici
automatizovany systém, lze kontaminaci eliminovat pouze minimalizaci doby mezi extrakci a
analyzou [4].

SPME je technikou pfenosnou, snadno pouzitelnou, relativn€ rychlou a je mozné ji také
automatizovat. Zaroven se jedna o vhodnou techniku pro pifimy odbér vzorkii na misté, kde
nejsou k dispozici redlné hodnoty objemu vzorku. Potahovana vldkna jsou vSak drahéd a maji
omezenou zivotnost. Z téchto divodl byly vyvinuty nové verze této techniky, které maji

ptekonat problémy s pouzitim konvenc¢nich vldken u SPME [4, 12, 14].

1.1.2.2 Sorp¢ni extrakce na michadélku (SBSE — stir-bar sorptive extraction)

Jedna se o bez rozpoustédlovou sorpéni extrakéni techniku predbézné upravy vzorku,
ktera je zalozena na rovnovazné distribuci cilovych analytti mezi vodnym roztokem (vzorek) a
povlakem michadla (extrakéni féze). Extrakéni fazi byva predevsim polydimethylsiloxan
(PDMS). Sorp¢ni extrakce na michadélku je zalozena na stejnych principech jako
mikroextrakce na pevné fazi, ale hlavnim rozdilem je vetS$i mnozstvi extrakéni faze, které
zvySuje extrakeni ucinnost. Pfi SBSE se extrakéni faze umist'uje na magnetické michadlo, které
béhem michani zachycuje cilovy analyt (viz Obrazek 10). Extrakci lze provadét v imerznim
rezimu, ale i v rezimu headspace a pro desorpcni krok je mozné vyuzit jak termickou desorpci,
tak 1 desorpci rozpoustédlem. Pivodné se metoda SBSE pouzivala jen pro stanoveni
nepolarnich sloucenin, avSak s vyvojem novych extrakénich fazi nebo pomoci derivatizace se

jeji oblast pouziti rozsitila i na polarn€jsi nebo dokonce iontové slouceniny. Mezi jeji vyhody
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patii jednoduchéd obsluha, dobrd reprodukovatelnost, vysokd vytéznost a nizkd spotieba
organickych rozpoustédel [14, 15, 16].

Obvykle se SBSE spojuje se separa¢nimi a detekénimi systémy a pomoci optimalizace
parametru, které extrakci ovliviiuji, se snazi dosahnout co nejcitlivéjsi a nejpresnéjsi metody.
V zavislosti na fyzikalné-chemickych vlastnostech cilovych sloucenin, piedevsim tékavosti
a polarité, lze tuto techniku spojit s plynovou nebo kapalinovou chromatografii. V kombinaci
s plynovou a kapalinovou chromatografii se tato technika vyuziva nejen pro pasivni odbér
vzorkll, ale i ke stanoveni velkého mnozstvi organickych a organokovovych sloucenin
v zivotnim prostiedi, potravinach a biomedicinskych vzorcich. Volba separac¢niho a detekéniho
systému do urcité miry zavisi na cilech analyzy a na dostupném pftistrojovém vybaveni [16].

Obecné se SBSE povazuje za vyhodnou z hlediska citlivosti a pfesnosti pro stanoveni
stopovych mnozstvi v obtiznych matricich [14].

Magneticka ty¢inka Sklenény povlak

-

PDMS faze
Obrazek 10  Magneticka tycinka potazena PDMS fazi [17]
1.1.2.3 Mikroextrakce sorbentem umisténym ve stiika¢ce (MEPS — microextraction by
packed sorbent)

Mikroextrakce sorbentem umisténym ve stiikacce, MEPS, je miniaturizovana forma
extrakce na pevnou fazi, SPE. Pfi této metod¢ je sorbent umistén v komiirce v horni ¢asti
injekéni jehly. Rozdil mezi MEPS a SPE spociva ve sméru toku vzorku a dalSich roztokd.
Mezitimco u SPE roztoky proudi v jednom sméru, tak u MEPS ve dvou smérech. Metoda
MEPS kombinuje extrakci, zkoncentrovani a ¢isténi vzorku v jediném zatizeni, které se sklada
ze dvou casti, stiikacky a patrony, tzv. BIN (barel insert and needle). BIN obsahuje sorbent
zachycujici cilové analyty po prichodu vzorku a je zabudovan do jehly stiikacky [4, 18, 19].

Typickd MEPS je navrzena ve formatu injekéni stfikacky, kdy nejcastéji se pouziva
plynotésna sklenénd stiikacka (viz Obrazek 11). Tuto techniku lze pouzit pro fadu vodnych
vzorkl. Vzorek je natahovéan nahoru a vytlacovan zpét jehlou stiikacky, aby doslo k napInéni a
nasledného vyprazdnéni sorpcni komtrky. Tento proces je mozné né€kolikrat opakovat. Po

prachodu vzorku se cilové analyty zachycuji na pevném sorbentu. K odstranéni nezadouciho
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materidlu se zafazuje promyvaci faze. Nakonec se cilové analyty eluuji organickym
rozpoustédlem piimo do plynového chromatografu nebo vysokoucinného kapalinového

chromatografu. Tento proces Ize plné automatizovat pomoci autosampleru [4, 18, 19].

Baleny sorbent Pist

\ A

....................................................

Jehla Injekéni stiikacka
Obrazek 11  Zarizeni pro MEPS [20, 21]

Pii MEPS lze pouzit jakykoliv sorbent, ktery se pouziva pro konvencni SPE kolonky,
jako napt. C18. Na rozdil od SPE je sorbent MEPS integrovan do jehly stfikacky. Sorbent
v pevném obalu, BIN, je vlozen do sttikacky jako zatka nebo mezi tubus a jehlu jako kolonka.
Pokud je BIN vycerpan nebo je zapotiebi jina faze, 1ze jej snadno vymeénit. Metoda MEPS je
vhodna pro reverzni faze, normalni faze, smiSeny rezim i iontové-vymeénné chemikalie [4, 19].

Metoda MEPS je jednou z nejjednodussich technik extrakce vzorkl. Déle si zachovava
hlavni uspésné vlastnosti SPE, jako Siroké pouziti a jednoduchost, a zaroven zlepsuje analyticky
vykon diky miniaturizaci vSech postupl. Také je Setrnéjsi k zivotnimu prostfedi nez jiné
extrak¢ni techniky, predev§im LLE. MEPS sorbenty je mozné pouzit opakovang, a to az stokrat
nebo vicekrat, v zavislosti na sloZitosti zpracované matrice. Diky tomu jsou néklady na analyzu
mnohem niz$i nez napt. u SPE. Obecné je tedy MEPS povazovana za ucinngjsi, ekologi¢téjsi a
ekonomictéjsi alternativu metody SPE [18, 19].

I ptes fadu vyhod, ma MEPS své nevyhody. Jednou z nich je napf. skutecnost, Ze sorbent
se miize snadno ucpat a nelze ho znovu pouzit po viskéznich ¢i vysoce koncentrovanych
vzorcich bez ptfedchoziho fedéni. K minimalizaci tohoto problému je mozné provést
deproteinizaci vzorku pomoci methanolu nebo acetonitrilu. Dal§im feSenim je 1 fedéni vzorku
[19].
1.1.2.4 Mikroextrakce jednou kapkou (SDME - single-drop microextraction)

Mikroextrakce jednou kapkou je Siroce pouzivanym postupem mikroextrakce na bazi
rozpoustédel. Je povazovana za jednoduchou miniaturizovanou metodu pro pfipravu vzorkl
k izolaci a zkoncentrovani nékolika analyti z matrice vzorku. Tato technika je zaloZend na
rozdéleni cilovych analytli mezi roztok vzorku a extrakéni fazi, pfi¢emz dochazi k ptenosu
hmotnosti stopovych analyti z vodné faze do jediné kapky organického rozpoustédla, dokud

neni dosazeno termodynamické rovnovahy. Jako extrakéni Cinidla se obvykle pouzivaji
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organicka rozpoustédla. Jedna se o metodu levnou, snadno ovladatelnou, pfi které se pouziva
minimalni mnozstvi rozpoustédel a kterou lze provadét pomoci jednoduchych pfistrojt, kdy
nejcasteji se pouziva bézna injekeni stiikacka. Je mozné ji pouzit ke zkoncentrovani analytu
v relativné kratkém Case a zkombinovat ji s riznymi instrumentalnimi technikami pro analyzu,
kterymi jsou napt. GC-MS ¢i HPLC-UV. Metoda SDME ma i své nevyhody, pfi¢emz
nejvyznamnéjsi je nestabilita kapky. Stabilita kapek behem mikroextrakce je zékladni
podminkou uspésného pouziti. Mechanickéa rovnovaha mikrokapky, kterd visi na konci kapilary
¢i jehly injekéni stiikacky, je dana rovnovéahou mezi silami pasobicimi na kapku. Stabilitu
mikrokapky mohou ovlivnit nékteré experimentdlni parametry jako napt. extrakeni
rozpoustédlo, ¢as, pH, teplota a rychlost michani. Z toho divodu by mély byt podminky pro
metodu SDME peclivé vybrany a optimalizovany. Z téchto parametrt je nejvice podstatnym
vybér rozpoustédel [22, 23].

Mezi cile této metody patii zkoncentrovani analytu a snaha o zmirnéni interferenci
z matrice vzorku. Zékladnim principem SDME je extrakce na bazi kapaliny, a proto 1ze umoznit
dva rGzné zplisoby extrakce zahrnujici dvé nebo tii kapalné faze. Pii dvoufazové SDME
dochazi k extrakci vzorku z vodného roztoku do organického rozpoustédla. Ttifdzova SDME
zahrnuje extrakci z vodného roztoku do organického rozpoustédla a naslednou zpétnou extrakci
z organického rozpoustédla do vodné kapky [22, 23].

Existuji dva hlavni pfistupy provedeni SDME, kterymi jsou pifima imerzni SDME,
vhodna predevsim pro netékavé latky, a headspace SDME, ktera se pouzivd pro zachyt

t&kavych latek (viz Obrazek 12) [23].

Kapka
extrak¢niho

Kapka Cinidla

extrakéniho -
Cinidla

Vzorek - Vzorek

Prima imerzni Headspace
SDME SDME

Obrazek 12 Dva hlavni pristupy provedeni SDME [23]
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1.2 Tlakové membranové procesy

Membranové procesy k separaci pouzivaji selektivni polopropustné neboli
semipermeabilni membrany. Zpracovdvand surovina se do zafizeni pfivadi tak, aby byla
v kontaktu s aktivni vrstvou membrany, pticemz nékteré komponenty membranou prochazi a
n¢které jsou zadrzovany. Pii membranovém procesu je separovand latka c¢asteCné nebo zcela
zachycena a molekuly rozpoustédla, nejcastéji vody, prochazeji volné membranou. Selektivita
procesu, tedy mira priniku dané komponenty membranou, mtize byt uréena odliSnou velikosti
port membrany a separovanych castic, odliSnymi povrchovymi vlastnostmi, napt. ndbojem ¢i
smacivosti, nebo odliSnou difuzi ¢i rozpousténim nékterych separovanych komponent
v materialu aktivni vrstvy membrany. Charakteristickym rysem membranovych procest je, ze
vstupni surovina neboli nastiik je rozdélen na dva proudy, retentat a permeat (viz Obrazek 13).

Podle aplikace mohou byt retentat i permeat produkty [24].

nastrik modul retentat
— e

permeat

Obrazek 13 Schématické znazornéni membranového procesu [24]

Jako tlakové membranové procesy se oznaCuji Ctyfi typy separacnich technik:
mikrofiltrace (MF), ultrafiltrace (UF), nanofiltrace (NF) a reverzni osméza (RO). Spolecnymi
znaky je vyuZiti polopropustné membrany jako separa¢niho elementu a tlakového rozdilu jako
hnaci sily transportu membranou. Jednotlivé techniky se od sebe odliSuji velikosti tlakovych
rozdild, typem pouzitych membran a pfevazujicim transportnim mechanismem. Pro vybér
vhodného typu membrany jsou urcujicimi faktory velikost separovanych ¢astic a chemické
vlastnosti rozpoustédla. Obecné 1ze tlakové membranové procesy vyuzit ke zkoncentrovani ¢i

¢isténi zfedénych roztoki a disperzi [24, 25].
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Obrazek 14  Schématické znazorneni MF, UF, NF a RO [26]

U MF a UF se vyuzivaji porézni membrany s odliSnou velikosti p6rti a mechanismus
transportu je oznacovan jako sitovy (viz Obrazek 15). Piisobenim hnaci sily, kterou je tlakovy
rozdil nad a pod membranou, prochazeji membranou molekuly rozpoustédla. Konkrétné se
jedné o nizkomolekuldrni latky, mezitimco vét§si molekuly nebo ¢astice membrana zachycuje.
Jestlize se postupuje od MF pies UF a NF k RO, tak velikost separovanych cCastic klesa a
zaroven klesa i velikost pért. To znamend, Ze odpor membrany vaci transportu hmoty se
zvySuje a pro dosazeni stejného toku permedtu je nutné aplikovat vétsi tlakovy rozdil. Jind
situace nastavd u NF a RO, pfi kterych se pouzivd neporézni, osmotickd membrana
propoustéjici jen molekuly rozpoustédla, nejéastéji vody. V tomto ptipadé se jedna o
rozpustnostné-difuzni mechanismus transportu. To znamend, ze vlivem velkého tlakového
rozdilu nejprve dochazi k sorpci latky na povrchu membréany, pak k jejimu rozpusténi uvnitf
membrany, nasledné dochazi k difuzi latky membréanou, a nakonec k jeji desorpci z povrchu na

druhé stran¢ membrany do permeétu [24, 25].

Obrazek 15  Sitovy mechanismus transportu porézni membranou [25]
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Vykon dané membrany urcuji dva parametry, selektivita membrany a intenzita
objemového toku permeatu membranou. Intenzita objemového toku permeatu se definuje jako
objem tekutiny, ktery projde membranou za jednotku casu, vztazeny na jednotku plochy

membrany:

1_dvp

Jv =7X—— (10)

A dt

kde Jv je intenzita objemového toku permedtu, A je separacni plocha membrany, Vp je objem
permedtu a T je Cas. Selektivitu membrany je mozné vyjadtit pomoci soucinitele rejekce R.

Rejekce je dana rovnici:

R=""x100=1-2x100 (11)
F

Cr C

kde cr je koncentrace separované slozky ve vstupnim proudu a cp je koncentrace latky
v permeatu. Diky tomu, Ze R je bezrozmérna veli¢ina, nezéalezi na jednotkach, ve kterych je
koncentrace vyjadfena. Hodnota R se méni vrozmezi od 0 %, kdy separovana latka

i rozpoustédlo volné prochazi membranou, do 100 %, kdy dochazi k uplné rejekci slozky [24].

Tabulka 3  Porovnani tlakovych membranovych procesii [24]

Metoda
Parametr Nanofiltrace
Mikrofiltrace Ultrafiltrace
a reverzni osmoza
oo . separace
5 5 separace castic, separace koloidnich
moznost pouziti nizkomolekuldrnich

bakterii a kvasinek | ¢astic a makromolekul .
latek (soli, glukdza)

osmoticky tlak zanedbatelny zanedbatelny (1-25)-10° Pa
rozdil tlaka <4-10° Pa (1-10)-10° Pa (10-100)-10° Pa
struktura symetricka i ‘ ‘
. asymetricka asymetricka

membrany asymetricka

symetrické
tloustka separujici 10-150

-150 pm 0,1-1,0 pm 0,1-1,0 pm

vistvy asymetrické

~ 1 um

o rozdilna velikost rozdilna velikost rozdilna rozpustnost a

princip separace . ) o

¢astic a pora ¢astic a pora difuzivita
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Membranové zafizeni pro tlakové membranové procesy je sloZzeno obecné

z nasledujicich ¢asti:

e Membranovy modul: deskovy, trubkovy, kapilarni, s dutymi vldkny, spirdln¢ vinuty
e Cerpadlo: odstiedivé, pistové, membranové

e NadrZ na nastiik a permeat, vymeénik tepla pro chlazeni ¢i ohfev nastiiku

e Potrubi a armatury

e Megfici zafizeni: tlakoméry, teploméry, métie prutoku permeatu a nastiiku [24]

Podle zpiisobu provozu membranového zatizeni je mozny provoz bud’ vsadkovy neboli
diskontinudlni, semikontinualni s recirkulaci, kdy se ¢ast retentatu vraci do zasobni nadrze a
cast se odvadi, nebo kontinuélni, u kterého se retentat nevraci do nadrze s nastfikem a nastiik
je dopliovan. Kompletni linka déale zahrnuje 1 zafizeni pro predchazejici upravu
zpracovavanych roztokti, napft. filtraci ¢i chemickou Upravu, zafizeni pro kontrolu a fizeni
procesu a zatizeni pro piipadné €iSténi zanesenych membran [24].

1.2.1 Membrany a moduly

Zakladni soucasti membranového zatfizeni je polopropustna porézni nebo neporézni
membrana. Obvykle je definovana jako tenka ptepazka, v niz se déli slozky podle rozdilné
rychlosti transportu, kterého je dosazeno pomoci riznych hnacich sil. Struktura membrany musi
zajiStovat odpovidajici selektivitu pro separované komponenty a minimalni hydraulicky odpor
vici toku permedtu membranou, pticemz musi byt zajisSténa i dostate¢nd mechanické pevnost
membrany [24].

Podle struktury je mozné membrany délit na homogenni (symetrické), nehomogenni
(asymetrické) a kompozitni. Homogenni membrany se vyrabi z jednoho materidlu a po celé své
tloust’ce maji stejnou strukturu. Aby byla zajisténa odpovidajici mechanicka odolnost, musi byt
tloustka membrany nékolik desetin az jednotky milimetru. Nasledkem této skutecnosti maji
homogenni membrany vysoky hydraulicky odpor, coz je jejich zakladni nevyhoda.
Nehomogenni, nebo také asymetrické, membrany jsou tvofeny velmi tenkou aktivni vrstvou,
ktera je spojena se siln€js$i porézni podplrnou vrstvou ze stejného materialu. Selektivita
separac¢niho procesu je tedy ovlivnéna vlastnostmi aktivni vrstvy a porézni podplrné vrstva
pouze zlepSuje mechanické vlastnosti membrany. Tyto membrany se nejcastéji vyrabéji
technikou inverze fazi. Nejnové€jsi typ membran je mozné fadit do skupiny vicevrstvovych
kompozitnich materiali. Vyroba téchto membran probihd v nékolika fazich a material aktivni

a podptirné vrstvy je odlisny. Zaroven byvaji mezi aktivni a podptirnou vrstvou umisténé i rizné
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mezivrstvy. Prvnim stupném vyroby je tvorba nosice, ktery musi byt dostatecné porézni a
propustny. Pro naneseni tenké aktivni vrstvy na povrch nosice lze pouzit rizné techniky, jako
napft. ponoteni ¢i rizné druhy polymerace [24].

Separacni schopnost membran je charakterizovdna dé€lici schopnosti. Ta urcuje, jak
velké Castice membrana zadrzi. U mikrofiltraénich membran se délici schopnost vyjadiuje
sttedni velikosti porti, mezitimco u ultrafiltraénich membran se nejcastéji vyjadiuje pomoci
molekulové hmotnosti latek, které jiz membranou neprojdou. Délici schopnost nanofiltracnich
a reverzn¢ osmotickych membrén se vyjadiuje soucinitelem retence obvykle pro 0,5% vodny
roztok NaCl [24].

Membrany se umist'uji do pouzdra, které se oznacuje jako membranovy modul. Ten
tvoti centralni ¢ast celého membranového zatizeni. Existuje mnoho variant téchto modult. Ze
zakladnich konfiguraci membran vychézeji jejich dva zékladni typy, tubularni a plosné
membrany. Plosné membrany jsou obsazeny v deskovych a spirdlné vinutych modulech a
tubularni membrany v trubkovych, kapilarnich a v modulech s dutymi vldkny. Rozdily
tubularnich modulti jsou piedev§im v odlisné velikosti rozméra trubicek. Separacni systém
obsahuje fadu modulli, jejichz konkrétni uspotadani je rozdilné podle ekonomickych a
technickych pozadavkl provozu [24].

U deskovych modulii jsou dvé membrany sendvicové umistény, a to opakované
v mnoha sekcich, v nosné konstrukei a mezi nimi lezi rozdélovac (viz Obrazek 16). Modul také
obsahuje tésnéni a koncové desky. Dal§im uspofadanim ploSnych membran jsou spiraln¢ vinuté
moduly. Jedna se o navinuti membrany a rozdélovaci sitky na centralni sbérnou trubici. Dvojice
membran se piikladd permeédtovou stranou k sob€ a po okraji je slepena. Nastiik je ptivadén
axidln€, mezitim co permedt prochdzi membranou radialné a je odvadén centralni trubkou.
Vyhodu téchto modull je dosazeni lepsiho poméru membranové plochy k objemu zafizeni,

naopak nevyhodou je obtizné ¢isténi [24].

permeat

[

L

membréna
nastrik retentat

membréana

v

permeat

Obrazek 16  Schématicke znazorneni deskového modulu [24]
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Typické trubkové moduly obsahuji tubularni membrany, které vSak nejsou samonosné,
a proto byvaji umistény v ocelovém nebo plastovém pouzdie o priméru vétsSim nez 10 mm.
V modulu je obvykle 4 az 18, nékdy i vice, takovychto trubek. Nasttik je pak pfivadén do stiedu
trubicek, permedt prochézi poréznim nosi¢em a odvadi se vyvodem z modulu. Trubicky jsou
obvykle keramické. Nevyhodou trubkovych moduli je predevsim jejich maly pomér separacni
plochy membrany ku objemu. Kapilarni moduly jsou slozeny z velkého mnozstvi uzkych
trubicek neboli kapilar, které jsou umistény do jednoho svazku. Existuji dva zékladni typy
uspotadani kapilarnich modult, inside-out a outside-in, a to na zdklad¢ sméru piivadéného
nastiiku a odvadéného permeétu (viz Obrazek 17). Na stejném principu pak funguji i moduly
s dutymi vlakny, jen se 1isi rozmérem kapilar. Opét zde plati dva zplisoby uspotadani podle
ptivodu néstiiku. Pouziti téchto modulti je vhodné zejména v ptipadech, kdy neni nésttik pfilis
znecistén. Nejcastéji se tedy pouzivaji pro separace plynil a pervaporace. Dalsi vyuziti je pii

odsolovani motské vody, u ¢ehoz je nutné zajistit dostateCnou predipravu nastiiku [24].

nastrik
nastrik
retentat permeat
permeat retentat
inside-out outside-in

Obrazek 17  Schématicke znazorneni usporadani kapilarnich modulii [24]

Zakladnim uspotradanim toku nastfiku podél membrany je zplisob zvany ,,cross-flow
neboli pficny tok. Pfi ném nastiik proudi velmi rychle podél povrchu membrany a permeét
odtéka v kolmém sméru na vstupni proud. Diky tomu nevznika , filtraéni* kola¢ nebo je jeho
tvorba vyrazné¢ omezena. Dal§im moznym uspotfadanim toku je tzv. ,,dead-end“. V tomto
pfipad€ permedt proudi ve stejném sméru jako nastiik, tedy kolmo k membrané. Nevyhodu

tohoto uspotadani je tvorba , filtraéniho* kolace (viz Obrazek 18) [24].

nastrik
fo g
nastrik retentat
R T Rt R R Ol
permeétl permeétl
dead-end cross-flow

Obrazek 18  Schématickeé znazorneni usporadani dead-end (a) a cross-flow (b) [24]
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1.2.2 Mikrofiltrace

Mikrofiltrace je nejvice podobny proces klasické filtraci. Velikost pori mikrofiltraénich
membran se nachdzi v rozmezi od 0,1 do 10 um, diky ¢emuz se proces uplatiuje predevsim pro
déleni suspenzi a disperzi. Hnaci silou je rozdil tlakd, ktery ¢ini < 4-10° Pa, separace je zaloZena
na sitovém mechanismu. Hlavnim problémem tohoto procesu je pokles intenzity toku permeatu.
Ten muze byt zplisoben koncentraéni polarizaci nebo zandSenim membran, a to uvnitf port ¢i
na povrchu membrany [24, 25].

Mikrofiltratni membrany lze vyrabét jak =z organickych latek, polymert, tak
z anorganickych materiall, napt. keramiky, kovii ¢i skla. Nejcasteji se jednd o (a)symetrické,
popfipadé i kompozitni, porézni membrany, jejichz tloustka je 10-150 um a aktivni vrstva je
okolo 1 pum. Pro charakterizaci téchto membran se vyuzivd metoda bublinkového testu,
elektronova mikroskopie, rtutovd porometrie a permeacni méteni. Mezi zékladni techniky,
které se pouzivaji pro vyrobu MF membran, patfi slinovani (sintering), tvafeni tahem
(stretching), leptani (track-etching) a metoda inverze fazi (phase inversion). Mezi materidly pro
vyrobu hydrofobnich MF membran lze zafadit napi. polytetrafluorethylen (PTFE),
polypropylen (PP) ¢i polyethylen (PE). Naopak hydrofilni polymerni membrany se vyrabi napf.
z esterti celulosy, polykarbonatt (PC) ¢i alifatickych polyamida (PA). Kromé polymert 1ze MF
membrany vyrobit i z dalSich materiald, jako napt. skla (SiO»), z kovi (ocel, palladium, stiibro)
nebo z keramiky. Tyto anorganické membrany se v nékterych ptipadech pouzivaji kvili jejich
vynikajici chemické a tepelné odolnosti. Navic ¢asto maji tizkou distribuci velikosti pori. Jako
mikrofiltraéni membranové moduly se nejcastéji vyuzivaji moduly z dutych vlaken, ale lze
pouzit i spiraln¢ vinuté ¢i trubkové moduly [24, 25, 27].

Existuji dva typy zakladniho uspotadani mikrofiltrace, uspotfadani ,,dead-end*
a ,,cross-flow* (viz Obrazek 18). Pii ,,dead-end* usporadani proud kapaliny te¢e na membranu
kolmo, kapalina a mensi ¢astice prochdzi pory membrany a veétsi ¢astice jsou zachytavany na
membrané, na jejimz povrchu tvoii vrstvu, tzv. filtracni kold¢. Tloustka kolace postupné
s Casem roste, kviili cemuz imérné klesa pratok permeatu. Pii uspotradani ,,cross-flow* je proud
kapaliny rovnob&zny s povrchem membrany, tedy nastfik protékd podél povrchu membrany.
Cast kapaliny a mensi Gastice prochazi membranou, vétsi ¢astice jsou odnaseny proudem
kapaliny a postupné dochazi k jejich zahustovani. ZanaSeni membran mulze ovliviiovat i
adsorpce, proto je nutné spravné zvolit materidl membrany [24, 27].

Mikrofiltrace se vyuziva tam, kde je nutné z kapaliny odstranit ¢astice vétsi nez 0,1 pm.

Casto je vyuzivana jako prediprava pro UF a NF. V primyslu se nejvice vyuZiva pro
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predCistovani nastiiku pied RO pifi vyrobé velmi cisté vody, kterou lze pouzit pro
farmaceuticky, kosmeticky, elektrochemicky a energeticky primysl, a také pfi vyrob¢ procesni
vody vyuzivajici se pro vyrobu pitné vody, alkoholu apod. Ve farmacii lze pouzit ke studené
sterilizaci surovin i produktd a k ¢iSténi fermentacni kapaliny a produktl, napi. proteini. MF
nachdzi uplatnéni i v procesech ¢isténi odpadnich vod, predevS§im ve zpracovani odpadnich
proudii ve specidlnich chemickych technologiich, kde umoziuje snadnou a rychlou recyklaci
cennych latek pomoci jejich zkoncentrovani. Odpadnim produktem pak zlistdva pouze Cista
voda, kterou je mozné vracet zpét do technologického procesu. Proces miktrofiltrace lze také
vyuzit v potravinafském primyslu ke stabilizaci népoji (pivo, vino, ovocné §tavy), k apraveé
syrovatky nebo pitné vody. V potravinaistvi slouzi bud’ jako proces Cisté separacni, nebo jako
soucast membranového bioreaktoru. V takovémto bioreaktoru, kromé funkce separacni, velky

aktivni povrch membran slouzi i jako nosi¢ pro zachyceni zivych kultur [24, 25, 27].

Tabulka 4  Souhrn informaci o MF [26]

Membrany (a)symetrické porézni
Tloust'’ka 10-150 pm

Velikost port 0,1-10 pm

Hnaci sila rozdil tlakd < 4 bary
Princip separace sitovy mechanismus

Material membran | polymerni, keramické a dalsi

odstraniovani bakterii a kvasinek z piva, vina a mléka
Cisténi a sterilizace ovocnych §tav

Vyusiti MF uprava vody pii vyrob¢ velmi Cisté vody

separace jemnych krystalll ve farmaceutickém primyslu
zahust'ovani oleje z olejovych emulzi

proces predfazeny UF a RO

1.2.3 Ultrafiltrace

Jednd se o dalsi z tlakovych separac¢nich procesii a o urcity piedél mezi MF a NF.
Velikost porit UF membran se pohybuje vrozmezi od 1 nm do 100 nm. Membrany jsou
zpravidla asymetrické a porézni, jejichz rejekce je dana pomérem velikosti a tvaru
zachycovanych molekul ku velikosti pora. Jejich tloustka ¢ini okolo 150 um, s aktivni vrstvou
ten¢i nez 1 um. Nejcasteji se vyrabi inverzi fazi polymernich materiali, mezi které patii napf.
polyethersulfon (PES), polyakrylonitril (PAN) nebo polyimid (PI), ale k vyrobé lze vyuzit

1 anorganické materialy, napft. oxid hlinity (Al>O3) ¢i oxid zirkoni¢ity (ZrO.). Hlavnim rozdilem
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mezi MF a UF je mensi velikost portt u UF membran, a tedy vétSi hydrodynamicky odpor.
Hnaci tlaky se nachdzi v rozmezi od 0,1 MPa do 1 MPa. Princip separace je stejny jako u MF,
tedy sitovy mechanismus. Jako UF membranové moduly se nejCastéji pouzivaji moduly
s dutymi vldkny, dale je mozné vyuzit napt. i spiralné vinuté nebo trubkové moduly [24, 25,
28].

Typické pouziti ultrafiltrace je pro zachyt makromolekularnich a koloidnich latek
z roztokl, které maji molekulovou hmotnost 10° az 10° Da, coz odpovida napf. virm,
bilkovinam ¢i polysacharidim. Do permeétu pak piechazi nizkomolekularni latky a molekuly
rozpoustédla. Nejvice se UF aplikuje v potravinarském primyslu na zkoncentrovani mléka, pii
vyrobé¢ syra, ziskavani bilkovin ze syrovatky ¢i Skrobu z brambor. Dal$i mozna vyuziti jsou
napf. v prumyslu pro pfipravu sterilni vody nebo €isténi proteint ve farmaceutickém primyslu.

Ultrafiltrace se také pouziva jako pieduprava pred vstupem vody na reverzni osmozu [24, 28].

Tabulka 5 Souhrn informaci o UF [26]

Membrany asymetrické porézni
Tloust'’ka 150 pm

Velikost pori 1-100 nm

Hnaci sila rozdil tlaka 1-10 bara
Princip separace sitovy mechanismus

Material membran | polymer, keramika

zpracovani olejovych emulzi

ziskavani elektroforéznich barev z oplachovych vod

Vyuziti UF zpracovani odpadnich vod z textilniho a papirenského primyslu
zahus$tovani bilkovin a zpracovani syrovatky
pfi hemodialyze

proces ptedfazeny RO

1.2.4 Nanofiltrace

Nanofiltrace patii mezi tlakové membranové procesy. Primarné jsou pfi ni oddélovany
organické latky s nizkou molekulovou hmotnosti, 10? az 10* Da, coz odpovida napf. pesticidim
¢i herbicidim, a vicevalentni soli. U nanofiltrace je nutné piekonat osmoticky tlak a kvili
vysokému hydrodynamickému odporu membran se velikost aplikovanych tlakd pohybuje
vrozmezi 1 MPa az 4 MPa. Pii tomto procesu je mechanismus transportu
rozpustnostné-difuzni. Pouzivané moduly jsou témét vyhradné spiralné vinuté, vyjimecné lze

pouzit i napt. moduly s dutymi vlakny [24, 25, 29].
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V dusledku toho, Ze intenzita toku permeatu je nepifimo imérna tloust'ce materidlu, musi
mit NF membrana co nejmensi tloustku aktivni vrstvy. Nanofiltraéni membrany jsou pfedevsim
kompozitni s polyamidovou aktivni vrstvou, jejiz tloustka je pod 1 um, tloustkou vrstvy nosice
kolem 50-150 um a velikosti porti pod 2 nm. Tyto membrany vétSinou nesou funkéni skupiny
se zadpornym nabojem. Pro separace vodnych systémi, konkrétné¢ napi. odsolovani, jako
material membran nejvice vyhovuji hydrofilni polymery s nizkou propustnosti pro separovanou
slozku. Avsak na separacni vlastnosti NF membran ma vyrazny vliv ndboj membrany a zaroven
pH prostredi, které velmi ovliviiuje dé€lici schopnost membrany v pfipadé ionizovanych
organickych latek [24, 25, 29].

Hlavni vyuziti nanofiltrace, vzhledem ke schopnosti selektivné zachycovat ionty
s vy$§im nabojem, spoc¢iva v odsolovani produktli a meziproduktli v chemickém primyslu,
zmékcéovani vody, eliminaci dusi¢nanovych iontl z pitné vody pfi vyrobé vody pro kojence,
odstranovani pesticidii z vody a ¢isténi odpadnich vod z galvanizoven a provozi textilniho a

papirenského pramyslu [25, 29].

Tabulka 6  Souhrn informaci o NF [26]

Membrany kompozitni

Tloust’ka nosi¢ cca 150 um, aktivni vrstva cca 1 um
Velikost pori <2 nm

Hnaci sila rozdil tlaka 10-25 bart

Princip separace rozpustnostné-difuzni

Material membran | polyamidy pro aktivni vrstvu

zmékcéovani vody

eliminace dusi¢nanovych ionti z pitné vody

Vyuziti NF odsolovani produktii a meziproduktii v chemickém pramyslu
¢iSténi odpadnich vod z galvanizoven, textilniho a papirenského
pramyslu

1.2.5 Reverzni osmoza

Jednd se o membranovy separacni proces vychézejici z fyzikalniho jevu zvaného
osmoza, a pii kterém je mozné odstranit nizkomolekularni latky i jednovalentni ionty prevazné
z vodnych roztokd. Membrany, pouzivajici se pii RO, jsou asymetrické¢ ¢i kompozitni
s vysokym hydrodynamickym odporem, pfi¢emz tloustka nosice je pfiblizné 150 um a aktivni

vrstva pouze cca 1 pm. Mechanismu transportu pii RO je rozpustnostné-difuzni. Aplikovany
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tlak musi byt vyssi nez osmoticky tlak systému, diky ¢emuz se rozdily tlakid pouzivané pti RO
pohybuji v rozmezi 2 MPa az 10 MPa [24, 25, 30].

Osmoza je d¢j, pti kterém rozpoustédlo prochazi patfi¢nou polopropustnou membranou
odd¢lujici dva prostory (viz Obrazek 19). V prostoru nalevo je Cisté rozpoustédlo, napt. voda,
v pravém prostoru se nachazi roztok nizkomolekuldrni latky, napt. NaCl. Kvuli rozdilu
chemickych potencialii se rozpusténa latka snazi proniknout do €istého rozpoustédla, a naopak
rozpoustédlo do roztoku. AvsSak vlastnosti polopropustné membrany neumoziuji rozpusténé
latce proniknout, pfes membranu prochézi pouze rozpoustédlo. V dusledku toho v pravém
prostoru rozpoustédlo pfibyva a hladina roztoku se zveda do té doby, nez se ustanovi rovnovéaha
mezi osmotickym tlakem rozpoustédla a hydrostatickym tlakem roztoku. Pro vypocet

osmotického tlaku 7 1ze pouzit nasledujici rovnici:
m=hXgXp (12)

kde h je rozdil hladin, g je gravitacni zrychleni a p je hustota roztoku. Reverzni osméza je d¢;j,
pfi kterém je osmoticky tlak pfekonavan tlakem vnéj$im, a tak membranou prochazi
rozpoustédlo z roztoku s NaCl do casti s rozpoustédlem. Diky tomu dochazi ke zkoncentrovani

roztoku [24, 25].

osmoticky tlak vneéjsi tlak

Obrazek 19  Princip osmozy a reverzni osmozy [25]

Membrany pro RO se Casto vyrabi z estert celulosy, predevsim z diacetatu a triacetatu.
Tyto materidly maji vysokou propustnost pro vodu a nizkou permeabilitu pro stl, avSak jejich
chemicka, tepelna a bakteridlni odolnost je velmi nizka. Jako dal$i materidl pro vyrobu RO
membran lze pouzit aromatické polyamidy. Ty také vykazuji velkou selektivitu pro soli, ale
jejich permeabilita je mensi. Avsak jejich odolnost je v porovnani s ,,estery* vyssi. Vyhradné
se vyuzivaji spiralné vinuté moduly, vyjimecné i moduly s dutymi vldkny [24, 25, 30].

Reverzni osmoéza se vyuziva viadé aplikaci. Nejvyznamnéjsi vyuziti RO je pro
odsolovani motské a brakické vody. Dalsi vyznamné vyuziti ma i pti produkci ultracisté vody

pouzivané pti vyrobé polovodict ¢i ve farmaceutickém primyslu. RO Ize také pouzit ke
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zkoncentrovani potravinaiskych produktd, napf. mostd, nebo k CiSténi nékterych typt
pramyslovych odpadnich vod. Vlastnimu procesu vétSinou predchézi prediprava nasttiku, kdy
se muze jednat napt. o sedimentaci, adsorpci ¢i mikrofiltraci atd. Diky tomu, ze zadna

membrana neni idealni, tak i RO membrana propousti malé mnozstvi soli [24, 25, 30].

Tabulka 7  Souhrn informaci o RO [26]

Membrany asymetrické nebo kompozitni

Tloust’ka nosi¢ cca 150 um, aktivni vrstva cca 1 um
Velikost pori <2 nm

Hnaci sila rozdil tlaka 15-80 bart

Princip separace rozpustnostné-difuzni

Material membran | acetaty celulosy, polyamidy

odsolovani motské a brakické vody

vyroba velmi Cisté vody pro elektrotechnicky a farmaceuticky
pramysl

Vyuziti RO ¢iSténi odpadnich vod z galvanizoven, textilniho a papirenského
pramyslu

oplach chirurgickych a laboratornich nastroju pted sterilizaci
dialyza

napajeni vysokotlakych kotlt

1.3 Voltametrie

Pii voltametrické analyze se sleduje zavislost elektrického proudu prochdzejiciho
pracovni elektrodou, ktera je ponofena v analyzovaném roztoku, na potencialu vkladaného na
tuto elektrodu z vnéjsiho zdroje, ktery se casem méni. Tato zéavislost se nazyva polarizacni
ktivka. Pokud v roztoku neni pfitomna latka, kterd by se redukovala ¢i oxidovala, tak je
pracovni elektroda zpolarizovana a proud ji neprochazi. Avsak je-li v roztoku pfitomna latka,
kterd se pfi ur¢itém potencidlu redukuje nebo oxiduje, tak dochazi k depolarizaci pracovni
elektrody a proud ji protékd. Analytickym signdlem je pak velikost proudu, ktery odpovida
koncentraci zjistovaného analytu. Zavislost proudu na elektrodovém potencidlu je mozné méfit
jak v ustaleném stavu, tak i za nestacionarnich podminek [31, 32].

Elektrochemicky clanek, ktery se pouziva pfi voltametrii, se také nazyva voltametricka
cela. Sestavuje se z polarizovatelné pracovni elektrody ponofené do analyzovaného roztoku
a nepolarizovatelné referentni neboli srovnavaci elektrody, ktera je spojena s analyzovanym
roztokem pomoci solného mistku. V tomto pfipadé se jedna o dvouelektrodové uspotadani.

Jestlize se k nému ptida jesté treti elektroda, kterou je elektroda pomocnd, tak se jedna o
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tiielektrodové usporadani, které se v praxi pouziva vice. Napéti ze zdroje, které se vklada na
pracovni a referentni elektrodu, je méfeno pomoci voltmetru a proud tekouci clankem se méti
ampérmetrem. Kvuli tomu, Ze potencidl nepolarizovatelné referentni elektrody je konstantni,
tak se se zmeénou vlozené¢ho napéti méni pouze potencial polarizovatelné pracovni elektrody
[31, 32].

Pracovni polarizovatelné elektrody byvaji z tuhych materidl, napf. platiny, zlata
¢i rznych forem uhliku, nebo rtutové. Elektrody mohou mit rlizny tvar a lze je pouzit jak
ve stacionarnim, tak i michaném roztoku, kdy je michani roztoku zajiStovano rotaci
nebo vibraci elektrody nazyvajici se hydrodynamicka elektroda. Referentni elektrody jsou
nejCastéji  elektrody II. druhu, predevsim elektroda kalomelovd, argentochloridova
¢i merkurosulfatova. Pomocné elektrody maji oproti pracovnim elektroddm podstatné vétsi
povrch, diky ¢emuz jsou prakticky nepolarizovatelné. Obvykle jsou tvofeny inertnim
materidlem, jako napf. platinou nebo uhlikem, a maji tvar plisku, silnéjsiho dratku ¢i ty¢inky.
Tato elektroda se Casto od analyzovaného roztoku oddéluje sklenénou fritou
nebo iontoméni¢ovou membranou, aby se zabranilo kontaminaci roztoku ptipadnymi produkty
elektrodovych reakei, které na ni probihaji [31, 32].

Nejcastéji jsou analyzované roztoky vodné, ale lze stanovit latky i v nevodném
prostiedi, napf. acetonitrilu, dimethylsulfoxidu ¢i dimethylformamidu. Analyzovany roztok
musi byt dostatecné vodivy, proto se do néj ptidava roztok indiferentniho neboli zdkladniho
elektrolytu. Pro vodna prosttedi se jako zakladni elektrolyty pouzivaji napt. mineralni kyseliny,
hydroxidy nebo pufry, pro nevodnd prostiedi pak amoniové baze, napt. chloristany.
Koncentrace zakladniho elektrolytu je vzdy vys$$i nez analytu, coZz znamend, ze proud mezi
pracovni a pomocnou elektrodou zprostiedkovavaji predevsim ionty zakladniho elektrolytu
a nezadouci migrace iontd analytu je diky tomu prakticky eliminovana. Casto je nutné
analyzovany roztok zbavit rozpusténého kysliku, protoze kyslik se na elektrodé€ redukuje a jeho
redukéni proud by mohl piekryt redukéni nebo oxidacni proud analytu. Kyslik Ize odstranit
probublavanim analyzovaného roztoku inertnim plynem, kterym je obvykle dusik [31, 32].
1.4 Estrogeny

Estrogeny neboli estrogenni hormony jsou Zenské pohlavni hormony, které se tvoii
predevsim ve vajeénicich, ke nadledvin, v tukové tkani a v placenté. Radi se mezi steroidni
hormony a vznikaji z androgend pisobenim aromatdzy. Hlavnimi pfirozenymi estrogeny jsou
estron (E1), estradiol (E2) a estriol (E3). Ostatni latky, které vykazuji estrogenni aktivitu a

zaroven nejsou prirozenou soucasti endokrinniho systému se nazyvaji exogenni estrogeny. Ty
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se déli podle pivodu na fytoestrogeny (rostlinny ptivod), mykoestrogeny (produkt nékterych
plisni) a xenoestrogeny (antropogenni zdroje). Existuji tedy syntetické estrogeny, z nichz
nejdulezitéjsi je 17a-ethynylestradiol neboli EE2. Estrogeny u Zen fidi napt. zmény v déloze
pred ovulaci. U dospivajicich divek jsou zodpovédné za riist pohlavnich organti a za vyvoj
sekundarnich pohlavnich znakt. Hladina estrogend u dospé€lych zen kolisa s menstruaénim
cyklem, kdy vrcholu dosahuje tésné pfed ovulaci a menSiho vrcholu uprostied lutedlni faze.
Mezi celkové ucinky estrogenti je mozné zafadit zadrzovani vody a sodiku, zvySovani obsahu
bilkovin a snizovani mnozstvi cholesterolu v krvi, coz pozdé&ji miize vést ke vzniku
ateroskler6zy u Zen. Dale estrogeny podporuji tvorbu kostni hmoty, zvysuji libido a ovliviiuji

psychiku [33, 34, 35, 36].

Estron (E1) O

Estradiol (E2)

Obrazek 20  Strukturni vzorce prirozenych estrogenii [37]

Estrogen vstupuje do ob&hu jako volny hormon nebo jako vazany na bilkoviny, kterymi
jsou bud’ globulin vazajici pohlavni hormony, nebo albumin. Volny estrogen muiize volné
difundovat do bun¢k bez jakékoli regulace. V buiikach cilové tkané se nachazi estrogenni
receptory, které zprostfedkovavaji ucinek estrogent. Jestlize estrogen do takové buiky
pronikne, tak spolu s receptorem vytvoii aktivni komplex, buiika tak piijme signal a nasledné
podle svého programu zareaguje, napt. rastem [35, 38].

1.4.1 17oa-ethynylestradiol

17a-ethynylestradiol neboli EE2 je synteticky estrogen, ktery vznika alkylaci estradiolu
ethynylovou skupinou. Lze ho podavat pro sekven¢ni hormondlni terapii, napt. jako lécba
menopauzalnich symptomit ¢i gynekologickych poruch. Nejcastéji se ale vyuziva
v kombinovanych  perordlnich  antikoncepénich  tabletich ~ spolu s progestiny,
napf. noretisteronem a lynestrenolem. Existuji tii typy kombinovanych antikoncep¢nich tablet,
jednofazové, dvoufazové a tfifazové. Ty se mezi sebou lis§i v mnozstvi a poméru estradiolu
s progestinem [39, 40].

EE2 je silnéjSim estrogenem nez ostatni typy estrogentl, a to diky jeho jedenkrat az

dvakrat vyssi vazebné afinité k estrogenovym receptorim. Ve srovnani s estradiolem je EE2
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odolnéjsi vici metabolismu, mé vyrazné lepsi biologickou dostupnost pfi peroralnim podani
a projevuje relativné zvySené ucinky v nékterych ¢astech téla, jako napft. v jatrech ¢i déloze.
Diky témto rozdilim je EE2 vyhodnéjsi volbou pro pouziti v antikoncepc¢nich tabletdch nez
estradiol. Z hlediska fyzikalné-chemickych vlastnosti se jednd o nepolarni a hydrofobni

organickou slouc¢eninu, s nizkou té¢kavosti a odolnosti vii¢i biodegradaci [39, 40].

\

-
-
-

/

HO
Obrazek 21  Strukturni vzorec EE2 [41]

1.4.2 Zdroje estrogenti

Slouceniny projevujici estrogenni aktivitu se obvykle vyskytuji v odpadnich
a povrchovych vodach. Do méstskych odpadnich vod se dostavaji predevsim z lidské moci.
Moc¢ Zen obsahuje jak pfirozené estrogeny, tak pfipadné i synteticky ethynylestradiol, jestlize
dana Zena uzivd hormondlni antikoncepci. Dal§im zdrojem byvaji rezidua léki na bazi
estrogenu. Méstské odpadni vody obsahuji 1 Sirokou skalu syntetickych chemikalii s estrogenni
aktivitou, které pochazi z detergentd, prostiedkd pro osobni hygienu, kosmetickych ptipravkd,
potravin, pesticidi atd. Velkym zdrojem steroidnich hormonti jsou také odpady z chovu
hospodaftskych zvifat a kontaminované mohou byt také nadrze s uzitkovou vodou na farmach
¢i v blizkosti pastvin [36].
1.4.3 Utinky exogennich estrogenii na organismy

Exogenni estrogeny maji urcité strukturni rysy podobné pfirozenym estrogentim, diky
¢emuz jsou schopné je imitovat. Z tohoto diivodu se fadi mezi endokrinni disruptory. Dokazi
se navazat na estrogenni receptory a vyvolat uréitou odezvu. Existuje nékolik mechanismu
ucinku. Estrogenni u€inek exogennich estrogent byva oproti pfirozenym estrogentim niz$i, ale
ve vodach se vyskytuji ve vétsich koncentracich [36].

Endokrinni disruptory mohou zptsobovat vyvojové poruchy ¢lovéka. V estrogennich
cilovych tkénich plodu jsou potencidlnim rizikem vzniku riznych abnormalit. Dale mohou
zpusobovat pokles produkce spermii, a tim snizovat plodnost. AvSak znalosti piisobeni

endokrinnich disruptort na lidské zdravi je malo. Naopak u vodnich a nékterych
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suchozemskych zivocichi bylo prokdzano, ze pfitomnost exogennich estrogenti ve vodach ma
vliv na jejich plodnost, sexudlni diferenciaci a vyvoj. Jako ptiklad lze uvést extrémni vyskyt
vyvojovych poruch u aligatorti v jezefe Apopka na Florid¢ [36].

Diky odlisnému mechanismu ucinku je pisobeni fytoestrogenii na lidsky organismus
hodnoceno jako pozitivni. Fytoestrogeniim jsou pfisuzovany napf. preventivni ucinky proti
rakoving, antioxidacéni efekt, kardioprotektivni vlastnosti ¢i ochranné u¢inky pted osteopordzou

[36].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pouzité chemikalie a roztoky

Standardni roztok 17a-ethynylestradiolu (viz EE2) o koncentraci 0,01 mol-1"! byl
pfipraven navazenim pevné latky CooH240> (Cistota 99 %, Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA),
ktera byla nasledn& rozpusténa v acetonitrilu (Gistota 99,5 %, Penta, Praha, CR). Roztok byl
uchovavan v lednici pfi teploté 4 °C a byl pouzivan k ptipravé ziedénych modelovych roztokt
v rozsahu koncentraci 1,25-10°° mol-1"" az 5-10-® mol-I'".

Stanoveni EE2 probihalo v prostiedi 10 ml Brittonova-Robinsonova pufru o pH 9, za
pritomnosti 5 ml 33% acetonitrilu. Pufr byl pfipraven smichanim kyselé slozky obsahujici
0,04 mol-1"! kyselinu octovou (&istota 99 %, Penta, Praha, CR), 0,04 mol-1"' kyselinu boritou
(Cistota 99 %, Penta, Praha, CR) a 0,04 ml-1"! kyselinu fosfore¢nou (Cistota 85 %, Penta, Praha,
CR) s alkalickou slozkou, kterou tvofil 0,2 mol-I"! roztok NaOH (¢istota 99 %, Penta, Praha,
CR).

Praktické vzorky povrchovych vod byly odebrany koncem mésice biezna, a to z pfirodni
nadrze M¢lice, z Opatovického pisniku a z pisniku Jezero u Stéblové. Mélické pisniky jsou
tvofeny soustavou dvou vodnich ploch o celkové rozloze 33,7 ha a vznikly zatopenim lomu po
tézbe Stérkopisku [42]. Opatovicky pisnik, tzv. Opat’ék, je vodni plocha o rozloze 30 ha, ktera
vznikla po tézb¢ Stérkopisku, jenz byla ukoncena v roce 2001 [43]. Pisnik Jezero u Stéblové,
nazyvané také jako Stérkové jezero &i Gigant, ma rozlohu 34 ha a vzniklo zatopenim po t&zbé
Stérkopisku v 90. letech 20. stoleti [44]. Vzorky vod byly odebirany do plastovych léhvi,
nasledné upraveny mikrofiltraci a uchovavany v lednici pti 4 °C.

2.2 Pouzité pristroje a zarizeni

Ke zkoncentrovani syntetického estrogenu EE2 byla pouzita aparatura uvedena na
obrazku 22 — A. Sklada se z vysokotlaké nerezové nadoby (viz Obrazek 22 — B) o objemu cca
500 ml, kterou lze rozdé¢lit na tii ¢asti, spodni, stfedni a viko. Spodni prostor slouzi k umisténi
separa¢ni membrany. Do stfedni ¢asti je davkovan vzorek analytu, ktery je pfi vlastni separaci
michan pomoci magnetického michadla. Nadoba se uzavira vikem, kterym je ptivadén inertni
plyn dusik. Pomoci tlaku tohoto plynu, ktery je ziskavan ztlakové ladhve, je Cistd voda
separovana pies membranu. Takto vznikly permeat odchézi trubi¢kou ve spodni ¢asti filtracni
nerezové nadoby do odpadu. Inertni plyn je pfivadén k separacni nadobé nerezovym tlakovym

potrubim. Tlakova ldhev je opatfena vysokotlakym redukénim ventilem.
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Obrazek 22 A — aparatura ke koncentraci EE2, B — vysokotlaka nerezova nadoba

Pti vlastnim separacnim postupu byly testovany vybrané nanofiltraéni membrany, které

jsou popsany v nasledujici tabulce 8:

Tabulka 8 Nanofiltracni membrany

Material membrany Rejekce
Nazev membrany Vyrobce
Aktivni vrstva Nosié¢ Na;S04/MgSO4
NADIR PMNPOIOP | e odyn-Nadir PES PE/PP 35-75 %
(viz NADIR'10)
NADIR PMNPO3O P |\ ri o odyn-Nadir PES PE/PP 80-95 %
(viz NADIR'30)
NADIR NPOIO P Mann+Hummel PES PP 35-75 %
(viz NADIR?10)
NADIR NPO30 P Mann+Hummel PES PP 80-95 %
(viz NADIR?30)
tenkovrstvy netkany
TRISEP TS&0 Mann+Hummel ) 98.,5-99.2 %
polyamid polyester
tenkovrstvy netkany
TRISEP SB90 Mann+Hummel ) 80-90 %
polyamid polyester

Stanoveni EE2 probihalo pomoci elektrochemického analyzatoru EP 100VA-PC (HSC
servis Bratislava), ktery je zobrazen na obrazku 23. Mérny ¢lanek se skladal z indika¢ni borem
dopované diamantové elektrody (BDDE), referentni argentochloridové elektrody a pomocné
Pt elektrody. Cely analyzétor je fizen pomoci pocitace. Tento pfistroj lze pouzit nejen jako

voltmetr, ale také jako napt. pH-metr ¢i konduktometr, coz se voli v hlavnim menu pfistroje,
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které se zobrazi po jeho zapnuti. Zafizeni se skldda ztéchto casti: analyzator, monitor,
elektrodovy systém, kldvesnice a tiskarna. Tyto jednotlivé ¢asti se zapinaji v pfedem ureném
potadi, kdy jako prvni se spousti monitor, poté tiskarna, a nakonec EP 100VA-PC [45].

Po zapnuti analyzatoru a vybéru analytické metody v hlavnim menu se tlacitkem P
zobrazi nastaveni parametrii méfeni, kterymi jsou pocatek a konec polarizace, tedy rozsah
métené¢ho potencialu, dale proudovy rozsah (rozsah méfeného proudu), polariza¢ni napéti
a pocet cykli v pripade pouziti metody CV. Samotné méteni je spusténo tla¢itkem M a zaznam
meéfeni se zobrazi na monitoru v souradnicovém systému s osami x a y. Osa x odpovida
potencidlu vmV a osa y proudu v nA az mA. M¢fitko vzniklého grafu je mozné upravovat
klavesou Z. Zaznam méteni se uklada do vnitini paméti analyzatoru klavesou S. Pomoci
analyzatoru Ize méfeny zaznam také vyhodnotit, coz zahrnuje vyuziti vysky piku, plochy piku,
vysky viny a velikosti proudu. Diky ptipojené tiskarné je mozné zaznam vytisknout, k cemuz

se pouziva klavesova zkratka Alt+P [45].

= 1"V A

Obrazek 23 Elektrochemicky analyzator EP 100VA-PC

K odstranéni nerozpusténych ¢astic z redlnych vzorkii vod byla pouzita vakuova vyvéva
typu MPC 300 s podtlakem cca 0,5 baru. Separace probihala pies mikrofiltraéni membranu MN
6F1 o porozité¢ 0,7 um.

2.3 Postup izolace a zkoncentrovani 17a-ethynylestradiolu z vod a nasledné

voltametrické stanoveni analytu

Do spodni ¢asti separacni nadoby byla umisténa nanofiltracni membréna ve tvaru kruhu
o priméru 75 mm. Na ni byla nasazena stfedni ¢ast nddoby, kterd byla pomoci 6 nerezovych

Sroubld vodotésné ptipojena. Do nddoby byl nasledné nadavkovan vzorek o objemu
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200-300 ml. Po zasunuti vika, které bylo plynotésné uzavieno, byl z tlakové 1ahve ptiveden nad
vodni hladinu inertni plyn dusik pod tlakem 20-26 barti. Timto byl zahdjen separacni proces,
kdy voda prochazela pfes membranu, zatimco synteticky estrogen EE2 byl zachytavan
membranou. Po skonceni procesu, kdy byla eliminovana veSkera voda, byl uvolnén tlak
v aparatuie. Zjistovany analyt byl ziskdn louzenim membrany 10 ml acetonitrilu za michani
magnetickym michadlem rychlosti 250 otacek za minutu po dobu 30 min.

Doba izolace analytu z membrany byla zjiStovana experimentalné a ziskané vysledky
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Obrazek 24  Zavislost ucinnosti louzeni EE2 z membrany na case

Ziskany extrakt byl podroben voltametrické analyze. Ta byla provadéna v prostiedi
zakladniho elektrolytu, ktery se sklddal z 10 ml BR pufru o pH 9 a 5 ml acetonitrilu. Podminky
pro stanoveni byly zjiStény experimentalné. Indikacni BDDE byla polarizovana v rozsahu
potencidlli od +700 do +2000 mV, rychlost polarizace byla 25 mV/s, amplituda pulsu pak
30 mV a délka pulzu 60 ms [45].

Ke kvantitativnimu stanoveni analytu byla pouzita metoda standardniho ptidavku, kdy
bylo pfidavano 5-20 ul standardniho roztoku EE2 o koncentraci 0,01 mol-1"!, ktery plnil funkci

referencni latky pro néasledné vyhodnoceni.
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3 VYSLEDKY A DISKUSE

3.1 Voltametrické stanoveni 17a-ethynylestradiolu

Jako modelova latka pro vyvoj studovaného koncentracniho postupu metodou
»dead-end byl zvolen synteticky estrogen 17a-ethynylestradiol neboli EE2, ktery je Castym
kontaminantem povrchovych vod. K jeho stanoveni byla pouzita voltametrickda metoda
prezentovana v praci 45.

Prvni experimenty byly zaméfeny na ovéfovani spravnosti a spolehlivosti vySe uvedené
zavislosti proudové odezvy na koncentraci. Toto bylo zjiStovano pro tfi koncentracni rozsahy
EE2, a to pro 3,95-19,6 pg-ml!, 1,85-12,91 pg-ml! a 0,2-1,57 pg-ml'. Naméfené zavislosti
jsou uvedeny na obrazcich 25, 26, 27. Zavislost proudu na koncentraci byla testovana pomoci
programu Nelin [46]. Diky tomu bylo zjisténo, ze vypoctené rovnice uvedené v tabulce 9
dokumentuji v ptipad€ vyssich koncentraci spiSe nelinedrni zavislost. Pro nizké koncentra¢ni
rozmezi pak plati mezi proudem a koncentraci linearita. Z tabulky 9 je také ziejmé, ze nejvyssi
citlivosti stanoveni bylo dosazeno pfi analyzach nizkych koncentraci, kdy mez stanovitelnosti
vykazuje hodnotu 0,17 ug-ml!, coz odpovida analyzované koncentraci 5,7-10”7 mol-I"'. Tohoto

bylo dosazeno peclivosti experimentalni prace a pouzitou piesnou davkovaci technikou.
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Obrazek 25 Kiivky anodické oxidace EE2 v rozsahu koncentraci 3,95-19,6 ug-ml.
A — Jednotlivé kiivky: 0 — pozadi,1 — 3,95ug-ml!, 5 — 19,6 ug-ml'. B — zavislost proudu na
koncentraci v rozsahu 3,95-19,6 ug-ml'. Zakladni elektrolyt: BR pufir o pH 9 a 33 % acetonitril.
Parametry stanoveni: rozsah potencialit od +700 do +2000 mV, rychlost polarizace 25 mV/s,
amplituda pulsu 30 mV a délka pulsu 60ms
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Obrazek 26  Krivky anodické oxidace EE2 v rozsahu koncentraci 1,85-12,91 ug-ml.
A — Jednotlivé kiiivky: 0 — pozadi, 1 — 1,85 ug-ml', 7 — 12,91 ug-ml!. B — zavislost proudu na
koncentraci v rozsahu 1,85-12,91 ug-ml'. Zdakladni elektrolyt: BR pufr o pH 9 a 33 %
acetonitril. Parametry stanoveni: rozsah potencialit od +700 do +2000 mV, rychlost polarizace
25 mV/s, amplituda pulsu 30 mV a délka pulsu 60ms
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Obrazek 27  Krivky anodické oxidace EE2 vrozsahu koncentraci 0,2-1,57 ug-ml.
A — Jednotlivé kiivky: 0 — pozadi, 1 — 0,2 ug-ml!, 8 — 1,57 ug-ml!. B — zavislost proudu na
koncentraci v rozsahu 0,2-1,57 ug-ml'. Zakladni elektrolyt: BR pufr o pH 9 a 33 % acetonitril.
Parametry stanoveni: rozsah potencialit od +700 do +2000 mV, rychlost polarizace 25 mV/s,

amplituda pulsu 30 mV a délka pulsu 60ms
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Tabulka 9  Vysledky opakovaného stanoveni EE2 metodou standardniho pridavku

Koncentracni Mez Mez
rozsah Rovnice kalibra¢ni pfimky stanovitelnosti | detekce
[ng-mlI] [ng-ml'] | [ug-ml]
3.95-19.6 I [nA]=-0,0002¢? [pg-ml']+0,01¢c [ug-ml!] 234 07
- 0,01
1,85-12,91 I [nA]=0,01c [ug-ml']+ 0,003 1,13 0,34
0,2-1,57 I [nA]=0,01c [pug-ml!]+0,00005 0,17 0,05

Reprodukovatelnost a spravnost stanoveni EE2 studovanou analytickou metodou byla
zjistovana opakovanym stanovenim dvou koncentraci, a to 6,67-10% mol-1'! a 6,67-10"" mol-I-!.
Ziskané vysledky jsou uvedeny v tabulkach 10, 11 a svéd¢i o tom, Ze jsou dostatecné presné a
spravné. Vysledky byly vyhodnoceny metodou standardniho ptidavku.

Na zaklad¢ zjisténych skutecnosti 1ze konstatovat, ze zvolenou voltametrickou metodu

je mozné pouzit ke kontrole priibéhu studovaného koncentra¢niho procesu.

Tabulka 10  Vysledky opakovaného stanoveni EE2 o koncentraci 6,67-10° mol "' metodou
standardniho pridavku

. Stanoveno EE2 A A
Cislo stanoveni
[mol-I'"] [mol-I'] [%]
1 7-10°¢ +0,33-10° +4,95
2 6,59-10° -0,08-10°¢ -1,2
3 6,37-10° -0,3-10°¢ -4,5
4 7,07-10° +0,4-10¢ +6
5 7,07-10° +0,4-10¢ +6

Stfedni hodnota: 6,82-10° mol 1!
Smérodatna odchylka: 0,29-10°% mol-1-!
Interval spolehlivosti: 6,82-10% + 0,25-10°° mol-1!

49




Tabulka 11 Vysledky opakovaného stanoveni EE2 o koncentraci 6,67-107 molI"" metodou
standardniho pridavku

. Stanoveno EE2 A A
Cislo stanoveni
[mol-I'"] [mol-I'"] [%]
1 6,67-107 0 0
2 6,87-107 +0,2-1077 +3
3 6,63-1077 -0,04-107 -0,6
4 6,4-1077 -0,27-1077 -4,05
5 6,67-107 0 0

Stfedni hodnota: 6,65-10"7 mol-1'!
Smérodatna odchylka: 0,15-10"7 mol-I-!
Interval spolehlivosti: 6,65-107 + 0,13-10"” mol-1!

3.2 Testovani vybranych membran a jejich vhodnost ke zkoncentrovani

17o-ethynylestradiolu

Ke studiu procesu ,dead-end separace pro zkoncentrovani estrogenu EE2 bylo
k dispozici 6 membran, jejichz seznam je uveden v experimentalni ¢asti v tabulce 8. Z hlediska
vlastniho experimentu bylo dilezité zjistit jednak rychlost pratoku vodného roztoku analytu pfi
dostupném bezpecném tlaku hnaciho plynu, a déle slepy pokus membran pii ziskavani
zachyceného analytu. Pfi testovani membrany NADIR'10, ktera byla louzena 10 ml acetonitrilu
po dobu 30 minut za michani bylo zjisténo, jak ukazuje obrazek 28, Ze v roztoku se objevuje
latka, ktera pravdépodobné obsahuje fenolické skupiny a bude tak zvySovat obsah studované¢ho
analytu. V tomto konkrétnim piipadé byla zjisténa hodnota slepého pokusu po prepoctu na
mnozstvi EE2 0,044 mg/10 ml extraktu. U membrany NADIR?10 pak byla zjisténa hodnota
slepého pokusu velmi nizkd, a to 0,013 mg/10 ml extraktu, jak zndzoriiuje obrazek 29.
V piipadé louzeni membran NADIR!30 a NADIR?30 bylo zjisténo, Ze dobfe odolavaji
acetonitrilu. Hodnoty slepého pokusu byly velmi ptiznivé, u obou dosahovaly
0,002 mg/10 ml extraktu, coz doklada obrazek 30. Membrana TRISEP SB90 vykazuje témét
nulovy slepy pokus, ale po aplikaci louziciho procesu bylo pozorovano jeji mechanické
poskozeni — doslo k popraskani. U membrany TRISEP TS80 pak byl zaznamenan vyznamny
slepy pokus, jak dokumentuje obrazek 31. Z uvedenych skutecnosti je ztejmé, Ze pro studovany
koncentracni postup jsou vhodné pouze membrany typu NADIR za podminky, ze bude vzdy

respektovan slepy pokus.
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Obrazek 28  Krivky anodické oxidace EE2 pii testovani membrdany NADIR'10. Jednotlivé
kiivky: 0 — pozadi, 1 — 1 ml extraktu, 2 — pridavek 20 pl 0,01 M EE2. Zdkladni elektrolyt:

BR pufr o pH 9 a 33 % acetonitril. Parametry stanoveni: rozsah potencialii od +700 do +2000
mV, rychlost polarizace 25 mV/s, amplituda pulsu 30 mV a délka pulsu 60ms
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Obrazek 29  Krivky anodické oxidace EE2 pii testovani membrdany NADIR?10. Jednotlivé
kiivky: 0 — pozadi, 1 — 1 ml extraktu, 2 — pridavek 20 pl 0,01 M EE2. Zdkladni elektrolyt:
BR pufr o pH 9 a 33 % acetonitril. Parametry stanoveni: rozsah potencialii od +700 do +2000
mV, rychlost polarizace 25 mV/s, amplituda pulsu 30 mV a délka pulsu 60ms
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Obrazek 30  Krivky anodické oxidace EE2 pii testovani membran NADIR'30 a NADIR?30.
Jednotlivé krivky: 0 — pozadi, 1 — 1 ml extraktu, 2 — pridavek 20 ul 0,01 M EE2. Zakladni

elektrolyt: BR pufr o pH 9 a 33 % acetonitril. Parametry stanoveni: rozsah potencialii od +700
do +2000 mV, rychlost polarizace 25 mV/s, amplituda pulsu 30 mV a délka pulsu 60ms
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Obrazek 31  Krivky anodické oxidace EE?2 pri testovani membrany TRISEP TS80. Jednotlivé
kiivky: 0 — pozadi, 1 — 1 ml extraktu, 2 — pridavek 20 pl 0,01 M EE2. Zdkladni elektrolyt:
BR pufr o pH 9 a 33 % acetonitril. Parametry stanoveni: rozsah potencialii od +700 do +2000
mV, rychlost polarizace 25 mV/s, amplituda pulsu 30 mV a délka pulsu 60ms
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Studium vlastniho koncentra¢niho procesu probihalo pomoci modelového roztoku EE2
o koncentraci 2,5-10° mol-I"!. Do nerezové nadoby s umisténou membranou bylo vzdy
nadavkovano 200 ml roztoku, po uzavieni byla aparatura natlakovana inertnim plynem na
hodnotu 20 bard. Pro vlastni separacni proces je dilezité sledovat rychlost priitoku eliminované
vody a jeho ucinnost. Na zéklad¢ fady experimentl bylo zjisténo, ze velmi dobré vysledky
poskytuje membrana NADIR?10. Ziskané voltametrické kiivky zkoncentrovaného vzorku
(z objemu 200 ml do objemu 10 ml) pfinasi obrazek 32. Kvantitativni analyza zjistila v tomto
konkrétnim ptipad¢ ucinnost 97,6 %. Doba separace byla 8 min, rychlost prutoku eliminované
vody pak 25 ml/min. Tabulka 12 pak uvadi vysledky opakované separace za uziti vyse uvedené
membrany. Z tabulky je patrné, Ze vSechny stanovené hodnoty maji negativni chybu, kterd v§ak
nepiesahla hodnotu cca -9 %. Z nésledného statistického zpracovani pak vyplyva, ze metoda
vykazuje systematickou chybu. Jeji hodnota je vSak pro takto slozity proces v ramci

stanovovanych koncentraci ptijatelna.
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Obrazek 32  Krivky anodické oxidace EE2 po zkoncentrovani pri pouziti membrany
NADIR?10. Jednotlivé kiivky: 0 — pozadi, 1 — 1 ml extraktu, 2 — pridavek 20 ul 0,01 M EE2.
Zakladni elektrolyt: BR pufr o pH 9 a 33 % acetonitril. Parametry stanoveni: rozsah potencialit
od +700 do +2000 mV, rychlost polarizace 25 mV/s, amplituda pulsu 30 mV a délka pulsu
60ms
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Tabulka 12  Vysledky opakovaného stanoveni EE2 o koncentraci 2,5-10% mol1! metodou
standardniho pridavku po zkoncentrovani pomoci membrany NADIR?10

. Stanoveno EE2 A A
Cislo stanoveni
[mol-I'"] [mol-I'"] [%]
1 2,395-10 -0,105-10°¢ -4,2
2 2,285-10° -0,215-10¢ -8,6
3 2,44-10° -0,06-10¢ 2.4
4 2,435-10°¢ -0,065-10¢ -2,6
5 2,41-10° -0,09-10°¢ -3,6

Stfedni hodnota: 2,393-10°% mol-1"!
Smérodatna odchylka: 0,056-10°¢ mol-1"!
Interval spolehlivosti: 2,393-10% + 0,049-10° mol-1"!

Pfi pouziti membrany NADIR!10 byla a¢innost experimentu 75 %. Experiment probihal
17 min, z ¢ehoz lze urcit hodnotu pritokové rychlosti, kterd €inila 11,8 ml/min. V piipadé
separace analytu EE2 pomoci membran NADIR!30 a NADIR?30 bylo dosazeno velmi malé
ucinnosti. U prvni zvolené membrany byl v koncentratu nalezen jen slepy pokus, doba
experimentu trvala 70 min. Z toho vyplyva, ze pritokova rychlost eliminované vody byla
cca 2,9 ml/min. U druhé membrany tohoto typu bylo ziskano jen 60,7 % zajmové latky. Doba
koncentrace byla 60 min, a tedy pratokova rychlost nabyvala hodnoty cca 3,3 ml/min. Tyto
vysledky mohou byt zpisobeny prodlouzenou dobou experimentu, kdy se latka dostala hloubéji
do portt membrany, a tak byly ztizeny podminky pro jeji zpétnou izolaci.

Na zéklad¢ uvedenych skutecnosti 1ze jednoznacné konstatovat, ze vhodnégjsi jsou pro
izolaci a zkoncentrovani estrogenu EE2 membrany typu NADIR10. Poskytuji dobrou ti¢innost
procesu pifi zachovani vysoké pritokové rychlosti eliminované vody, coz jsou dobré
ptedpoklady pro zpracovani velkych objema vzorkl, a tedy dosazeni vyznamného stupné
obohaceni analytu.

Dalsi experimenty byly zamétfeny na zpracovani 1 litru vzork o niz$ich koncentracich,
a to 5107 mol-I'!, 1-107 mol-I'! a 5-10°® mol-1"!. Kazd4a koncentrace byla opakovéana 3x.
Dosazené vysledky uc¢innosti koncentracnich procesti jsou shrnuty v tabulce 13. Z tabulky Ize
poznat, Ze pii zpracovani koncentrace 5-1077 mol-I'! je dosahovano opét negativni chyby, ktera
vsak neptesahla hodnotu -9 %, coz znovu svéd¢i o pritomnosti systematické chyby, kterou v§ak

lze v oblasti takto nizkych koncentraci zanedbat. Pfi zpracovani dal§ich dvou modelovych
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roztok® o koncentracich 1-107 mol-I"! a 5-10® mol-I"! ziskané vysledky vykazuji v&tsi rozptyl,
maximalni chyba je +12 %. Pravdépodobné se zde projevuji nahodilé vlivy, coz je u takto

nizkych koncentraci pochopitelné.

Tabulka 13  Vysledky opakovaného stanoveni EE2 pro tri ruzné koncentrace metodou
standardniho pridavku po zkoncentrovani pomoci membrany NADIR?10

5 Koncentrace | Stanoveno EE2 A A
Cislo stanoveni 1
[mol-I"] [mol-1"] [mol-1"] [Yo]
1 4,57-107 -0,43-107 -8,6
2 5-107 4,67-107 -0,33-1077 -0,6
3 4,57-107 -0,43-107 -8,6

Stfedni hodnota: 4,6-107 mol-I'!

Smérodatna odchylka: 0,047-107 mol-1-!

Interval spolehlivosti: 4,6-10"7 + 0,053-10"” mol-1!

1 1,07-107 +0,07-1077 +7
2 1-107 0,96-1077 -0,04-10°7 -4
3 1,12-107 +0,12-1077 +12

Stfedni hodnota: 1,05-107" mol-1"!

Smérodatna odchylka: 0,067-107 mol-I'!

Interval spolehlivosti: 1,05-107 + 0,076-10"" mol-1"!

1 5,6-10% +0,6-10°® +12
2 5-10% 49108 -0,1-10°® -2
3 5,6-10% +0,6-10°% +12

Stfedni hodnota: 5,37-10"% mol-1'!

Smérodatna odchylka: 0,33-10° mol-I"!

Interval spolehlivosti: 5,37-10% + 0,37-10" mol-1!

Na zakladé vyse uvedenych skutecnosti 1ze konstatovat, Ze navrZzeny postup izolace
a zkoncentrovani syntetického estrogenu EE2 z vody je pouzitelny v rdmci piredupravy vzorkt
pred vlastni voltametrickou analyzou. Diky vhodné volbé zcastnénych objemi, v tomto
konkrétnim piipadé€ se jednalo o 1000 ml destilované vody a 10 ml extrahujiciho acetonitrilu,
doslo k navyseni ptivodni koncentrace analyzované latky o dva fady, coz vyznamné zlepsilo

podminky pro vlastni stanoveni.
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Vypracovana koncentracni metoda byla aplikovana na tfi redlné vzorky povrchovych vod, které
pochéazely z pfirodnich koupalist, a to zpisniku Me¢élice, Opatovického pisniku a z
pisniku Jezero u Stéblové (viz Obrazek 33). Odebrand voda byla nejdiive zbavena mikrocastic
membranovou filtraci a poté byla provedena nanoseparace, kdy byla ze vzorku odstranéna
veskera voda. Nutnost predbézné eliminace pevnych Castic dokladd obrazek 34. Filtry 1, 2
ptislusi vodé z pisniku Mélice, filtr 3 vod¢ z Opatovického pisniku a filtr 4 pak vod¢ z pisniku
Jezero u Stéblové. Bez tohoto kroku by pravdépodobné byla ztizena vlastni nanoseparace

analytu, kdy by se ucpala pouzitd membrana.
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Obrazek 34  Pouzité mikrofiltracni membrany. Filtr 1, 2 — pisnik Meélice,
filtr 3 — Opatovicky pisnik, filtr 4 — pisnik Jezero u Stéblové
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Ke zkoncentrovani bylo vzdy pouzito 500 ml ptefiltrované povrchové vody. Do tlakové
nerezové nadoby byla davkovana nadvakrat, nejprve 300 ml a poté 200 ml. Cely proces
eliminace vody trval od 45 minut (voda z pisniku Mélice) do 65 min (voda z Opatovického
pisniku). Ke v8em vzorkiim byla ptedem pfidana koncentrace 2-10”7 mol-1"! EE2. Timto krokem
se zvysila pfitomnost analytu a pozd¢jsi stanoveni se tak stalo spolehlivéjsim. V ptipad¢ vody
z pisniku Mélice byla navic provedena také pfima analyza piitomnosti estrogenu EE2. Po
louZeni aplikovanych membran pomoci 10 ml acetonitrilu byl sledovany analyt stanovovan
voltametricky metodou standardniho ptidavku. Ukazka kiivek ziskanych u pfimé analyzy vody
z M¢lic je na obrazku 35. Je zde vidét jak pik ptislusici pravdépodobné analyzované latce, tak
i dalsi pik pfislusici n&jaké nezndmé latce. NasStésti tento interferent neovliviiuje odezvu
analytu. Zjisténé vysledky jsou pak uvedeny v tabulce 14. Tyto vysledky pak byly porovnavany
s udaji z prace 47. Tato prace shrnuje hodnoty koncentraci EE2 v povrchovych vodach, kdy
méteni probihalo v 32 zemich z celého svéta. Koncentrace EE2 se v riznych povrchovych
vodach znacné liSily, ale jejich hodnoty se po piepoctu pohybovaly vrozmezi od
nedetekovatelnych koncentraci az po cca 5,77-10® mol-1"!. Diky tomu lze konstatovat, Zze

zjisténé hodnoty koncentraci EE2 ve vzorcich povrchovych vod jsou redlné.
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Obrazek 35 Krivky anodické oxidace EE2 primé analyzy po zkoncentrovani redlného vzorku
z pisniku Mélice. Jednotlivé kirivky: 0 — pozadi, 1 — 5 ml extraktu, 2 — pridavek 10 ul 0,01 M
EE2. Zakladni elektrolyt: BR pufr o pH 9 a 33 % acetonitril. Parametry stanoveni: rozsah
potencialit od +700 do +2000 mV, rychlost polarizace 25 mV/s, amplituda pulsu 30 mV a délka
pulsu 60ms
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Tabulka 14  Vysledky stanoveni EE2 v realnych vzorcich povrchovych vod

Puvod vzorku

Stanoveno EE2 [mol-1"]

4108 *

Pisnik Mélice 4,7-108 *
3,3-108
Opatovicky pisnik 1,810
Pisnik Jezero u Stéblové 5,2-10°8

* pfiméd analyza EE2
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ZAVER

Tato diplomova prace se zaméfila na moznost vyuziti ,,dead-end* membranové separace
pro zkoncentrovani vybranych organickych kontaminanti ve vodach. Cilem bylo ovéfit, zda
tento typ membranového procesu miize slouzit jako vhodny koncentraéni krok pred
analytickym stanovenim stopovych koncentraci latek, jako jsou napf. farmaceutika, hormony
¢i pesticidy. Jako modelova latka byl zvolen synteticky estrogen 17a-ethynylestradiol (EE2).

Prvni experimenty byly zaméfeny na ovéfeni spravnosti a spolehlivosti zvolené
voltametrické metody pro stanoveni vybraného analytu. Byla zji§tovana zavislost proudové
odezvy na koncentraci pro tfi koncentraéni rozsahy, a to 3,95-19,6 pg-ml!, 1,85-12,91 pg-ml!
a0,2-1,57 ug-ml!. Z rovnic kalibra¢nich piimek bylo patrné, Ze pii vy$sich koncentracich plati
spiSe nelinearni zavislost, zatimco pfi nizkych koncentracich pak byla splnéna linearita.
Reprodukovatelnost a spravnost voltametrické metody byla zjiStovana opakovanym
stanovenim dvou koncentraci, 6,67-10° mol-I'' a 6,67-107 mol-1"!. Ziskané vysledky sv&d¢i
o tom, ze zvolenou metodu Ize pouzit ke kontrole prubéhu studovaného koncentra¢niho
postupu.

Dalsi pokusy se vénovaly testovani vybranych membran, konkrétné zjisténi, zda jsou
tyto membrany vhodné ke zkoncentrovani EE2 z vodného roztoku. Pfi téchto experimentech
byly sledovany hodnoty pratokovych rychlosti eliminované vody pii dostupném bezpecném
tlaku hnaciho plynu a dale vliv matrice membran na voltametrické stanoveni studovaného
analytu. Pro ur¢eni hodnot slepych pokusii musely membrany projit louzenim 10 ml acetonitrilu
po dobu 30 min. Hodnoty pritokové rychlosti a ucinnosti koncentraéniho postupu byly
zjistovany pomoci modelového roztoku EE2 o koncentraci 2,5-10° mol-1"!, kdy do nerezové
nadoby s umisténou membranou bylo davkovano 200 ml roztoku. Z dosaZenych vysledkt 1ze
soudit, ze vhodnymi membranami pro studovany koncentra¢ni postup jsou membrany typu
NADIR10, konkrétné membrana NADIR?10 za podminky, Ze bude vzdy respektovan slepy
pokus. Nasledné se prace zaméfila na zpracovani zfedénych vzorkii o objemu 1 litr, jejichz
koncentrace byly 5-107 mol-lI!, 1-107 mol-I'! a 5-10® mol-I"!. Pfi zpracovani koncentrace
5-10"" mol-I"! bylo dosaZeno negativni chyby nepiekracujici -9 %, ktera je vSak v oblasti takto
nizkych koncentraci zanedbatelna. U zbylych dvou koncentraci ziskané vysledky vykazuji vetsi
rozptyl. Pravdépodobné se zde projevuji nahodilé vlivy. Ty jsou ale u takto nizkych koncentraci
pochopitelné.

Vypracovana koncentra¢ni metoda byla aplikovadna na tfi realné vzorky povrchovych

vod pochdzejicich z ptirodnich koupalist. Ke vSem vzorkiim byla ptfiddna koncentrace
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2-107 mol-I'! EE2, ¢imz se zvysila pfitomnost analytu a voltametrické stanoveni se tak stalo
spolehlivéjsim. Nasledné bylo stanoveno, Ze vzorky vody obsahuji 3,3-10® mol-1"! (pisnik
Mélice), 1,8:10 mol-I"'! (Opatovicky pisnik) a 5,2-10" mol-1"! (pisnik Jezero u Stéblové) EE2.

Na zakladé vyse uvedenych skutecnosti 1ze konstatovat, Ze navrzeny postup izolace
a zkoncentrovani pomoci ,,dead-end“ membranové separace je pouzitelny v ramci predipravy

realnych vzorkd pfed vlastni analytickou metodou. V konkrétnich ptipadech je tfeba vzdy

vhodn¢ zvolit separa¢ni membranu a vénovat pozornost slepému pokusu.

60



POUZITA LITERATURA

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

CHURACEK, Jaroslav. Analytickd separace latek. Praha: Statni nakladatelstvi
technické literatury, 1990. ISBN 80-03-00569-8.

PACAKOVA, Vera; LOUKOTKOVA, Lucie; BOSAKOVA, Zuzana a STULIK,
Karel. Analysis for estrogens as environmental pollutants — A review. Journal of
Separation Science [online]. 2009, ro€. 32, €. 5-6, s. 867-882. ISSN 1615-9306.

Dostupné z: https://analyticalsciencejournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/epdf/10.100

2/jss¢.200800673?saml_referrer. [cit. 2024-11-26].

KLOUDA, Pavel. Moderni analytické metody. 2., upr. a dopl. vyd. Ostrava: Pavel
Klouda, 2003. ISBN 80-86369-07-2.

DEAN, John R. Extraction Techniques in Analytical Sciences. Chichester: John Wiley
& Sons, 2009. ISBN 978-0-470-77285-0.

POPL, Milan a FAHNRICH, Jan. Analyticka chemie Zivotniho prostiedi. 3. vyd.,
pteprac. Praha: Vysoka Skola chemicko-technologicka, 1995. ISBN 80-7080-238-3.
STULIK, Karel. Analytické separacni metody. U&ebni texty Univerzity Karlovy v
Praze. Praha: Karolinum, 2004. ISBN 80-246-0852-9.

PIESTANSKY, Juraj; OLESOVA, Dominika; MATUSKOVA, Michaela;
CIZMAROVA, Ivana; CHALOVA, Petra et al. Amino acids in inflammatory bowel
diseases: Modern diagnostic tools and methodologies. Advances in Clinical Chemistry
[online]. 2022, s. 139-213. ISBN 9780323988476.

Dostupné z: https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S006524232100056
1. [cit. 2025-02-25].

BRESSOLLE, F.; NICOLAS, O. a KELLY, M.T. CLINICAL ANALYSIS | Sample
Handling. Encyclopedia of Analytical Science [online]. 2005, s. 133-141. ISBN
9780123693976.

Dostupné z: https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/B012369397700094
7. [cit. 2025-02-25].

KOTEK, Jan. Laboratorni technika. Uebni texty Univerzity Karlovy v Praze. Praha:
Karolinum, 2007. ISBN 978-80-246-1441-0.

Solid-Phase Extraction. LibreTexts Chemistry [online].

Dostupné z: https://chem.libretexts.org/Bookshelves/Analytical Chemistry/Supplemen
tal Modules (Analytical Chemistry)/Analytical Sciences Digital Library/Contextua

61



[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

1 Modules/Sample Preparation/03_Solid-

Phase Extraction#title?readerView?readerView?readerView. [cit. 2025-03-06].
DAHL, Jeff. SPE cartridges. In: GlobalSpec [online].

Dostupné z: https://www.globalspec.com/learnmore/labware_scientific _instruments/sa
mple preparation_wet chemical analysis/solid phase extraction_ cartridges discs.
[cit. 2025-03-06].

BOYACI, Ezel; RODRIGUEZ-LAFUENTE, Angel; GORYNSKI, Krzysztof;
MIRNAGHI, Fatemeh; SOUZA-SILVA, Erica A. et al. Sample preparation with solid
phase microextraction and exhaustive extraction approaches: Comparison for
challenging cases. Analytica Chimica Acta [online]. 2015, ro€. 873, s. 14-30. ISSN
00032670. Dostupné z: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S000326701
4014895. [cit. 2025-03-06].

SVECOVA, Katefina. Prekoncentracni metody pro stanoveni perfluorovanych
povrchove aktivnich latek ve vodé. Brno, 2013. Bakalarska prace. Masarykova
univerzita, P¥irodovédecka fakulta, Ustav chemie.

AUFARTOVA, Jana;, MAHUGO-SANTANA, Cristina; SOSA-FERRERA, Zoraida;
SANTANA-RODRIGUEZ, José Juan; NOVAKOVA, Lucie et al. Determination of
steroid hormones in biological and environmental samples using green microextraction
techniques: An overview. Analytica Chimica Acta [online]. 2011, ro¢. 704, ¢. 1-2, s.
33-46. ISSN 00032670.

Dostupné z: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003267011010002?vi
a%3Dihub. [cit. 2025-03-14].

HE, Man; WANG, Yuxin; ZHANG, Qiulin; ZANG, Lijuan; CHEN, Beibei et al. Stir
bar sorptive extraction and its application. Journal of Chromatography A [online].
2021, ro¢. 1637. ISSN 00219673.

Dostupné z: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021967320310840.
[cit. 2025-03-19].

ZULOAGA, Olatz; ETXEBARRIA, Nestor; GONZALEZ-GAYA, Belén;
OLIVARES, Maitane; PRIETO, Ailette et al. Stir-bar sorptive extraction. Solid-Phase
Extraction [online]. 2020, s. 493-530. ISBN 9780128169063.

Dostupné z: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B978012816906300018
2. [cit. 2025-03-19].

Using Stir Bar Sorptive Extraction (SBSE) for Taste and Odour Measurements in
Drinking Water. [online]. Dostupné z: https://Icms.cz/labrulez-bucket-strapi-

62



[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

h3hsga3/application::paper.paper/welsh_water presentation 02122013.pdf. [cit. 2025-
03-19].

PEREIRA, Jorge A. M.; GONCALVES, Jodao; PORTO-FIGUEIRA, Priscilla;
FIGUEIRA, José¢ A.; ALVES, Vera et al. Current trends on microextraction by packed
sorbent — fundamentals, application fields, innovative improvements and future
applications. The Analyst [online]. 2019, roc. 144, ¢. 17, s. 5048-5074. ISSN 0003-
2654. Dostupné z: https://pubs.rsc.org/en/content/articlelanding/2019/an/c8an02464b.
[cit. 2025-03-21].

MOEIN, Mohammad Mahdi; ABDEL-REHIM, Abbi a ABDEL-REHIM, Mohamed.
Microextraction by packed sorbent (MEPS). TrAC Trends in Analytical Chemistry
[online]. 2015, ro€. 67, s. 34-44. ISSN 01659936.

Dostupné z: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165993615000230.
[cit. 2025-03-21].

MEPS (Micro Extraction by Packed Sorbent). In: Canadian Life Science [online].
2024. Dostupné z: https://www.lifescience.ca/en/spe-related/other-sample-prep-
products/meps-micro-extraction-by-packed-sorbent/. [cit. 2025-03-29].

ARESTA, Antonella, COTUGNO, Pietro a ZAMBONIN, Carlo. Determination of
Ciprofloxacin, Enrofloxacin, and Marbofloxacin in Bovine Urine, Serum, and Milk by
Microextraction by a Packed Sorbent Coupled to Ultra-High Performance Liquid
Chromatography. Analytical Letters [online]. 2018, ro€. 52, €. 5, s. 790-802. ISSN
0003-2719.

Dostupné z: https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/00032719.2018.1496093.
[cit. 2025-03-29].

TANG, Sheng; QI, Tong; ANSAH, Prince Dim; NALOUZEBI FOUEMINA, Juliette
Chancellevie; SHEN, Wei et al. Single-drop microextraction. 7rAC Trends in
Analytical Chemistry [online]. 2018, ro¢. 108, s. 306-313. ISSN 01659936.

Dostupné z: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S016599361830414X.
[cit. 2025-03-28].

LI, Guizhen a ROW, Kyung Ho. Single-drop microextraction technique for the
determination of antibiotics in environmental water. Journal of Separation Science
[online]. 2022, ro€. 45, €. 4, s. 883-895. ISSN 1615-9306.

Dostupné z: https://analyticalsciencejournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/epdf/10.100
2/js5¢.202100682?saml_referrer. [cit. 2025-03-28].

63



[24] PALATY, Zdenék a BERNAUER, Bohumil. Membrdnové procesy. V Praze: Vysoka
skola chemicko-technologicka, 2012. ISBN 978-80-7080-808-5.

[25] SIPEK, Milan. Zdakladni membrdnové procesy. Vydani: prvni. Praha: Vysoka kola
chemicko-technologicka v Praze, 2018. ISBN 978-80-7592-023-2.

[26] Tlakové membranové procesy. CZEMP [online].
Dostupné z: https://www.czemp.cz/cs/membranove-procesy/tlakove-membranove-
procesy. [cit. 2025-04-02].

[27] Mikrofiltrace. MemBrain [online]. 2025.
Dostupné z: https://www.membrain.cz/mikrofiltrace.html. [cit. 2025-04-03].

[28] Ultrafiltrace. MemBrain [online]. 2025.
Dostupné z: https://www.membrain.cz/ultrafiltrace.html. [cit. 2025-04-04].

[29] Nanofiltrace. MemBrain [online]. 2025.
Dostupné z: https://www.membrain.cz/nanofiltrace.html. [cit. 2025-04-04].

[30] Reverzni osmoéza. MemBrain [online]. 2025.
Dostupné z: https://www.membrain.cz/reverzni-osmoza.html. [cit. 2025-04-07].

[31] BAREK, Jifi; OPEKAR, Frantisek a STULIK, Karel. Elektroanalytickda chemie.
Ucebni texty Univerzity Karlovy v Praze. Praha: Karolinum, 2005. ISBN 80-246-
1146-5.

[32] OPEKAR, Frantisek. Zakladni analyticka chemie: pro studenty, pro néz analyticka
chemie neni hlavnim studijnim oborem. 2. vyd. Ucebni texty Univerzity Karlovy v
Praze. Praha: Karolinum, 2010. ISBN 978-80-246-1775-6.

[33] Estrogeny.  Narodni  zdravotnicky  informacni  portal  [online].  2025.
Dostupné z: https://www.nzip.cz/rejstrikovy-pojem/2016. [cit. 2025-04-08].

[34] Estrogeny. Velky lékarsky slovnik [online]. 1998-2025.
Dostupné z: https://lekarske.slovniky.cz/lexikon-pojem/estrogeny-10. [cit. 2025-04-
08].

[35] Estrogeny/antiestrogeny. Linkos [online]. 2025.
Dostupné z: https://www.linkos.cz/slovnicek/estrogeny-antiestrogeny/. [cit. 2025-04-
08].

[36] KUJALOVA, Hana; SYKORA, Vladimir a PITTER, Pavel. Ldtky s estrogennim
ucinkem ve vodach. Chemické listy. 2007, ¢. 101, s. 706-712.

[37] Estrogen. Modry konik [online]. Dostupné z: https://www.modrykonik.cz/snazime-
se/estrogen/. [cit. 2025-04-28].

64



[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]
[47]

Estrogen. National Library of Medicine [online]. 2023.

Dostupné z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK538260/. [cit. 2025-04-08].
KUHL, H. Pharmacology of estrogens and progestogens: influence of different routes
of administration. Climacteric [online]. 2009, ro€. 8, €. supl, s. 3-63. ISSN 1369-7137.
Dostupné z: https://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/13697130500148875. [cit.
2025-04-09].

MARTINKOVA, Jitina. Farmakologie pro studenty zdravotnickych oborii. Online. 2.,
zcela ptepracované a doplnéné vydani. Praha: Grada, 2018. ISBN 978-80-247-4157-4.
Dostupné z: https://www.bookport.cz/kniha/farmakologie-5088/. [cit. 2025-04-09].
Ethinylestradiol. Wikipedia [online]. 2025.

Dostupné z: https://en.wikipedia.org/wiki/Ethinylestradiol. [cit. 2025-04-09].
PRISPEVATELE WIKIPEDIE. Mélické pisniky. Wikipedie: Oteviend encyklopedie
[online]. 2024. Dostupné z: https://cs.wikipedia.org/wiki/Mélické pisniky. [cit. 2025-
04-15].

PRISPEVATELE WIKIPEDIE. Opatovicky pisnik. Wikipedie: Oteviend encyklopedie
[online]. 2024. Dostupné z: https://cs.wikipedia.org/wiki/Opatovicky pisnik. [cit.
2025-04-15].

PRISPEVATELE WIKIPEDIE. Jezero u Stéblové. Wikipedie: Oteviend encyklopedie
[online]. 2025. Dostupné z: https://cs.wikipedia.org/wiki/Jezero u_Stéblové. [cit.
2025-04-15].

CHYLKOVA, Jaromira; BARTACEK, Jan; MECHOVA, Natalie; SEDLAK, Milo§ a
VANA, Jifi. Voltammetric Determination of the Total Content of the Most Commonly
Occurring Estrogens in Water Media. Molecules [online]. 2025, ro¢. 30, ¢. 3. ISSN
1420-3049. Dostupné z: https://www.mdpi.com/1420-3049/30/3/751. [cit. 2025-04-
16].

VLADIMIR JEHLICKA. Nelin. [cit. 2025-04-16]

TANG, Zhao; LIU, Ze-hua; WANG, Hao; DANG, Zhi a LIU, Yu. A review of
17a-ethynylestradiol (EE2) in surface water across 32 countries: Sources,
concentrations, and potential estrogenic effects. Journal of Environmental
Management [online]. 2021, ro¢. 292. ISSN 03014797.

Dostupné z: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0301479721008665?vi
a%3Dihub. [cit. 2025-04-29].

65



