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Anotace

Prace je vénovana identifikaci nitrosloucenin vzniklych po vybuchu armadni protiletadlové
zbroje obsahujici trinitrotoluen Vvysokouéinnou kapalinovou chromatografii v systému
S obracenymi fazemi. Zabyva se optimalizaci podminek separace pro piesné a rychlé stanoveni
povybuchovych zplodin. Zavérem byl stanoven obsah identifikované latky (2,4-DNT) a

vysledna koncentrace zhodnocena z chemického a pyrotechnického hlediska.
Klicova slova

trinitrotoluen, trhavina, vysokoucinna kapalinova chromatografie

Liquid Chromatography in the Analysis of Nitro Compounds

Anotation

The thesis deals with the identification of nitro compounds formed after the explosion of
armored antiaircraft charge containing trinitrotoluene by reversed-phase high-performance
liquid chromatography. The thesis is focused on the optimization of the separation conditions
for fast determination of the explosion products. Identified compound (2,4-DNT) were
quantified and the resulting concentrations were evaluated in terms of analytical chemistry and

pyrotechnics.
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Uvod

Nitro-aromaty maji Siroké vyuziti v oblasti pyrotechnického a vojenského prumyslu
jako trhaviny. Mezi nejvyznamnéjsi patii 2,4,6-trinitrotoluen (TNT), 2,4-dinitrotoluen (DNT)
a 2,4,6-trinitrofenol (TNP) [1].

Trinitrotoluen patii k nejbéznéjsim armadné vyuzivanym trhavindm uZivanym jako
napli do militarnich nalozi, granati a naboju ve formé Supinkového tritolu nebo jako
hydraulicky lisovany. Jako trhavina vykazuje TNT mimotfadné dobré vlastnosti. Je relativné
stabilni a malo citlivy vi¢i vngjs§im vliviim. Z pyrotechnického hlediska TNT disponuje velmi
vysokou brizanci a razanci vybuchu [2].

Vysokouc¢innd kapalinovd chromatografie (HPLC, High Performance Liquid
Chromatography) je vyznamna analytickdA metoda slouzici k separaci latek. Jeji velkou
prednosti je moznost separace Sirokého spektra latek, zejména organickych, a to s velkou
citlivosti a presnosti [3].

Hlavnim cilem prace je identifikace povybuchovych zplodin po detonaci armadni
vyzbroje 8,8 cm BrSchrgr. Patr. Flak/36 s naplni TNT ve formé sedmi lisovanych valeckt
metodou HPLC.
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1 Teoreticka Cast

1.1. Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie je separacni proces, ve kterém je smées vzorku rozdélena
mezi dvé faze, mobilni a staciondrni. Stacionarni faze jsou nejcastéji porézni nebo povrchove
porézni Castice nebo monolit. Jako nosi¢ se zpravidla pouziva silikagel, ktery je chemicky
modifikovany funkénimi skupinami na potiebnou polaritu. Mobilni faze je kapalina rizné
polarity v zavislosti na pouzivaném chromatografickém systému [3].

Kapalinova chromatografie ma Siroké vyuziti v analyze pievazné organickych latek jak
nizkomolekuldrnich tak  vysokomolekuldrnich. Hlavni oblasti vyuziti kapalinové
chromatografie jsou biochemicka, farmaceuticka a environmentalni analyza. [4]

Nejrozsifengjsi technikou kapalinové chromatografie je vysokoucinna kapalinova
chromatografie (HPLC — High Performance Liquid Chromatography). Tato technika je
zalozena na davkovani velmi malych objeml vzorku (ul), stacionarnich fazich s malymi
praméry castic (1,9-7 um), piesné definovanych vlastnostech a vysoké ucinnosti. Detekce
signalu probiha za pomoci prutoénych detektord s malym objemem detekénich cel. HPLC
vynika velmi vysokou i¢innosti, velkou moznosti opakovatelnosti a robustnosti. Tato metoda
je vhodna pro déleni v Sirokém rozmezi polarity.

Specialni technikou Vv oblasti vysokoucinné kapalinové chromatografie je UHPLC
(Ultra High Performance Liquid Chromatography), kterd vyuziva staciondrnich fazi s ¢asticemi
<2 um vynikajici svoji mechanickou pevnosti a mimotadnou separa¢ni schopnosti. Cely proces
probiha za velmi vysokych tlaki (150-200 MPa). Hlavni vyhodu je kratsi doba analyzy a

zvySeni separacni ¢innosti [6].
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1.1.1 Chromatografické systémy

HPLC je zalozena na separaci analyti na zakladé jejich distribuce mezi stacionarni a
mobilni fazi, kterd je Cerpana vysokotlakym cerpadlem. Béhem separace dochazi k mnoha
typam intramolekulovych a casticovych interakci [3]. Dle specifické interakce latek se
stacionarni fazi se chromatografické systémy déli na rozdélovaci a adsorpcni chromatografii
[3] [4].

U adsorp¢ni chromatografie se jako stacionarni faze pouziva relativné polarni material
o velkém specifickém povrchu. Mobilni faze je pomérné nepolarni (napi.: heptan a
tetrahydrofuran). Latky, které jsou za danych podminek silnéji vazany sorpénimi silami, jsou v
jednotlivych usecich Castéji a déle adsorbovany nez latky jiné [3].

U rozdélovaci chromatografie dochazi déleni latek na zékladé rozdilné rozpustnosti ve
dvou nemisitelnych kapalinach. Jedna z kapalin je mobilni fazi, druhd zakotvena na nosici a
tvoti tak stacionarni fazi. Dale mzeme kapalinovou chromatografii rozdélit dle pouzitych
fazovych systéml na chromatografii s normalnimi fazemi, chromatografii s obracenymi
fazemi, bioafinitni, ion-parovou a chiralni chromatografii a chromatografii stérické¢ vyluky.

A 4

Nejbéznéjsi systémy jsou S normalnimi a obracenymi fazemi [3].

1.1.1.1 Systémy s normdalnimi fazemi

Jako stacionarni faze se vyuziva polarniho adsorbentu silikagelu nebo chemicky
vazanych aminovych, dilolovych nebo nitrilovych stfedné polarnich fazi. Mobilni faze je
Vv ptipad¢ systému s normalnimi fazemi (NP) méné polarni nez stacionarni. Je tvofena
organickymi rozpoustédly nebo jejich smési, kde se jednotlivé sloZzky liSi polaritou (napf.:
hexan a 2-propanol). Adsorpce probiha na aktivnich centrech na povrchu stacionarni faze.
Retence vzorku se zvySuje s rostouci polaritou adsorbentu a vzorku [3].

Specialnim pfipadem chromatografie S normalnimi fazemi je chromatografie
hydrofilnich interakci (HILIC), ktera se li§i slozenim mobilni faze, ktera je obdobna jako
chromatografie v systémech s obracenymi fazemi (RP). Mobilni faze je ¢asto voda nebo pufr
s organickym rozpoustédlem. Hydrofilnéj$i stacionarni faze vice poutd vodu z mobilni faze a
retence latky se zvySuje. Reten¢ni mechanismus se mize vysvétlit jako rozdélovani solutu mezi

na vodu bohatsi stacionarni fazi a na vodu chudsi mobilni fazi [5].
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1.1.1.2 Systemy s obracenymi fazemi

U HPLC systémil S obracenymi fazemi uzivdme nepoldrni stacionarni fazi. Mezi
nejb¢éznéjsi patii oktadecylsilikagel (C18), hydrofobni polymery a porézni graficky uhlik.
Mobilni faze, ktera je polarnéjsi, je nejCastéji smes organickych rozpoustédel a vody (Me-
OH/W, ACN/W). Adsorpce neni lokalizovana na ptesna aktivni centra a hnaci silou je
solvofobni interakce v mobilni fazi. Retence se zvySuje s rostouci lipofilitou stacionarni faze.

AZ 85% aplikaci vyuziva systému RP-HPLC [3].

1.1.2 Separacni parametry v HPLC

Pti pfechodu analytu z mobilni faze do faze stacionarni se chromatograficky systém

piiblizuje rovnovaznému stavu, kde 1ze tuto distribuci popsat distribu¢ni konstantou, Kp

_ [Als
0 = Tl

kde [A]s je rovnovazna koncentrace analytu ve stacionarni fazi, [A]m rovnovazna

koncentrace analytu v mobilni fazi [7].

Na zaklad¢ rozdilné velikosti této distribu¢ni konstanty jsou nékteré analyty na koloné
zadrZzovany méné a nékteré vice. To se projevi rozdilem v jejich retenci, kterd je vétSinou

porovnavana pomoci reten¢nich faktord, K.

(tr — tm)
tm

k =

Kde tgj je reten¢ni ¢as analytu neboli doba od nadavkovani vzorku po ¢as, kdy detektor
zaznamena maximum piku, a tw je mrtvy cas, neboli retencni Cas latky neinteragujici se

stacionarni fazi [7].

Dal8im dilezitym separa¢nim faktorem je ucinnost separac¢niho systému n, které je dana

vztahem:
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tr)\ 2 tr \
n=16-(—R) =5,545-< R)
w W1/2

kde tr je retencni Cas, W je Sitka piku v zakladné a wa je Sitka piku v poloving vysky

piku [7].

Dalsim dalezitym faktorem posouzeni kvality separa¢niho procesu je vySkovy

ekvivalent teoretického patra, H:

=3 N

kde L je délka kolony [7].

1.1.3 Instrumentace Vv kapalinové chromatografii

Zakladni prvky kapalinového chromatografu jsou zadsobniky mobilni faze, ze kterych je
cerpana mobilni faze vysokotlakym Cerpadlem ptes davkovaci ventil na kolonu, kde dochézi
k vlastni separaci. Eluat je dale veden do detektoru, ktery zaznamenava zménu signalu v Case

eluce. Kompletni schéma kapalinového chromatografu je na obrazku 1.
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Obrdzek 1 Schéma kapalinového chromatografu

1 — Zasobnik mobilni faze, 2 — Pfevodni trubice s fritou a programovanim gradientu, 3 —
Vysokotlaké ¢erpadlo s manometrem, 4- Vstiikovani vzorku, 5 — Kolona s termostatem, 6 —
detektor, 7 — Odpad, 8 — Zpracovani dat [3]

Technické poZzadavky na chromatografickou sestavu jsou naro¢né. Z hlediska prace
s vysokymi tlaky musi byt vSechny ¢ésti aparatury vysoce mechanicky odolné. Kvili praci
s agresivnimi materialy je dulezita volba materialu kolony. Nejvice se vyuziva soucasti z plastu

a nerezové oceli [3].

1.1.3.1 Cerpadla mobilni fize

Cerpadla musi byt robustni, chemicky a korozivné odolné a schopné generovat tlak 40-
60 MPa, v nékterych aplikacich az 130 MPa. Zaroven musi poskytovat vysokou ptesnost pfi
jakémkoli zvoleném pritoku mobilni faze a musi vykazovat staly nekolisavy prutok [3].

Rozsah prutoku se obvykle pohybuje od 0,1 ml/min do 10 ml/min. Dodéavany prutok
musi byt nezavisly na protitlaku, a to i v pfipad¢€, Ze se tlak zméni béhem separace, cozZ je
obvykle v ptipadé gradientové eluce. Tok mobilni faze musi byt bez pulsi, zvlasté pokud
pracujeme s detektory sledujici index lomu, vodivost nebo elektrochemické parametry [3]

K nejvyuzivanéjsim typlim patii pistova Cerpadla (Obrazek 2) a to z ditvodu tspornosti

arozsahlé volby prutoku mobilni faze [4]. Toto ¢erpadlo je elektricky pohanéno motorem, ktery
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se pohybuje tam a zpét v uzaviené hydraulické komoie. Pii zpétném zdvihu pist nasava eluent
ze zéasobniku mobilni faze a kvili zpétnym ventilim je pfivod do separacni kolony uzavien.
Béhem ptedniho zdvihu ¢erpadla pist tlaci eluent do kolony a vstup do zasobniku je uzavien.
Tato Cerpadla poskytuji vysoky vystupni tlak s konstantnim pratokem a moznost pouziti pro

gradientovou eluci [3].

Do kolony

|

Motor

!

Obrazek 2 Schéma pistového ¢erpadla

1.1.3.2 Mobilni faze

Volba mobilni faze patfi knejdllezitéjSim parametrGm pii optimalizaci
chromatografické separace. Slozeni mobilni faze se mlze v pribéhu analyzy ménit, nebo
mulzZe zUstat po celou analyzu konstantni. Podle tohoto kritéria rozdélujeme eluci na
gradientovou o izokratickou [3].

Vybér mobilni faze ovliviiuje priibéh separace, proto je kladen dliraz na urcita kritéria
sledované pfi volbé mobilni faze jako jsou viskozita, bod varu, Cistota a inertni chovani ke

vzorku [3].

17



1.1.3.3 Davkovace vzorku

Utinnost analyzy také uréuje volba davkovaciho zafizeni. Davkovade zajistuji to, aby
byl nekonecné maly objem vzorku vlozen do stfedu hlavy chromatografické kolony, pficemz
je tieba dbat na to, aby se zabranilo vstupu vzduchu ve stejny ¢as [3]. Nejbéznéjsim davkovacim
zafizenim je Sesticestny ventil, ktery umoziuje davkovani bez preruSeni toku mobilni faze.
Moderni chromatografické sestavy jsou doplnéné o automaticky davkovaci  ventil

(autosampler) [4].

1.1.3.4 Chromatograficka kolona

Vybeér kolony ma v kapalinové chromatografii rozhodujici vyznam, protoze analyticky
vysledek zavisi hlavné na naplni kolony a na kvalité jejiho zpracovani. U&innost kolony zavisi
na materialu, ze kterého je kolona vyrobena, jejim tvaru, vnitinim povrchu a jeji délce [3].

Veétsina HPLC kolon je nejéastéji vyrobena z odolné nerezové oceli. Vnitini prostor
kolony by nemé¢l byt drsny, nesmi obsahovat drazky ani mikroporézni struktury, takze ocelové
trubky musi byt pfesné vyvrtany a leStény. Alternativnim materidlem jsou sklenéné trubice,
které¢ jsou hladké, chemicky inertni a nekoroduji. Pro HPLC se pouZivaji sklo-lemované
ocelové trubky, které jsou siln€ odolné vué¢i vnéjSimu i vnitinimu tlaku. Zfidka se mizeme
setkat s tantalovymi kolonami, které jsou mén¢ nachylné ke korozi nez ocelové a jejich povrch
je hladky, ale je moc tvrdy, takze Sroubeni musi byt lepené spiSe nez hydraulicky lisované, a
navic jsou velmi drahé [3].

Pro analytické ucely se obecné pouzivaji kolony s vnitinim primérem 2-5 mm. Sirsi
kolony s primérem 10-25 mm jsou vyuzivany pro preparativni ucely [4].

Délka chromatografické kolony zavisi na ndplni staciondrni faze, Uc¢innosti a s ni
spojenym poctem teoretickych pater. Kolony 5, 10, 15 nebo 25 cm jsou bézné uzivané
Vv piipadé, Ze jsou mikrocastice stacionarni faze 7 pm nebo mensi. Pokud je zapotiebi vyssi
ucinnosti kolony, je obvykle lepsi pouziti naplni s mensimi ¢asticemi, nez prodluzovani délky
kolony se kterou se zvySuje retencni objem a snizuje se tim koncentraci latky [3].

Kolony se déli podle obsahujici stacionarni faze na klasické, které jsou plnény

sorbentem slozenym z jednotlivych ¢astecek, kdy je nevyhodou mozna komprese stacionarni
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faze. Dal$i moznou modifikaci jsou monolity, u kterych je napln tvorena jedinym kusem

sorbentu, napt. polymerem. V tomto piipad¢ lze pracovat i za vyssiho tlaku [6].

1.1.3.5 Detektory

V dnes$ni dobé je mozné rozdé€lit pouzivané detektory na dva zakladni typy, a to
selektivni, které detekuji specifické vlastnosti urcité skupiny latek, a univerzalni, ktery reaguje
na vSechny analyty.

Je dulezité, aby detektor splnoval ur¢ité pozadavky. Musi byt schopen detekovat
rozmezi. Je vyZadovana vysoka citlivost spole¢né s nizkou trovni Sumu. Detektory musi byt

odolné vici zménam tlaku, pratoku mobilni faze a zvolené teploté pii separaci [6].

1.1.3.5.1 Spektrofotometricky detektor

Jednd se o nejcastéji pouzivany typ detektoru z divodu jeho citlivosti, Sirokého
linearniho rozsahu, relativni stability kolisani teploty a jeho vhodného pouziti pro gradientovou
eluci. Tyto detektory zaznamenavaji slouceniny a latky, které absorbuji zafeni v ultrafialové
nebo viditelné oblasti. Spektrofotometricky detektor méfi absorbanci eluatu, pfi¢emzZ mobilni
faze by neméla zafeni pti dané vinové délce absorbovat [3].

Existuji detektory s fixni vlnovou délkou, u kterych probih4 detekce zmény signélu pii
jedné vinové délce. Jako zdroj zafeni se uziva rtutova vybojka. U detektorti s programovatelnou
vilnovou délkou lze nastavovat vinovou délku v urcitém rozmezi, nejcastéji od 200 do 700 nm.
Vlinovou délku 1ze ménit | béhem analyzy [6].

Detektory diodového pole (DAD) snimaji celé spektrum v realném Case bez preruseni
chromatografické separace. Detektorem je pole fotodiod, jejich pocet urcuje spektralni rozliSeni
detektoru. Tyto detektory umoziiuji ve spolupraci s fidici jednotkou (pocitacem) detekci latky
pti jakékoliv zvolené vilnové délce a umoziuji porovnavat snimana spektra s dostupnou

databazi spekter [5].
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1.1.3.5.2 Fluorimetricky detektor

Slouceniny, které disponuji schopnosti fluorescence nebo ty, které mohou byt ziskany
spomoci fluoreskujicich derivatt, jsou snimany s vysokou citlivosti fluorimetrickym
detektorem. Citlivost tohoto detektoru miize byt az 1000krat vétsi nez pii detekci UV zareni.

Svétlo o vhodné vinové délce prochdzi celou a sekundarni zafeni o vyssi vinova délce
je detekovano v pravouhlém sméru. Intenzita svétla a citlivost se zvySuje pouzitim relativné
velké méfici cely [3].

Jednoduché fluorimetrické detektory maji pevnou excita¢ni vinovou délku, irka
optické $térbiny nesmi byt pfili§ tizka a rozsah vinovych délek pro detekci fluorescen¢niho
svétla musi byt neménny. Modernéj§i zafizeni obsahuje monochromator pro excitaci
fluorescenéniho svétla, poskytujici vysoce specifickou troven detekce. Je tieba dbat na to, aby
nevhodné rozpoustédlo nebo kyslik nebylo obsazeno v mobilni fazi, protoze by mohlo stinit

fluorescenci [3].

1.1.3.5.3 Refraktometricky detektor

Detektory indexu lomu jsou malo citlivé a univerzalni. Zaznamenavaji vSechny elu¢ni
zony, které maji index lomu odliSny od ¢isté mobilni faze. Signal je intenzivnéj$i S rostoucim
rozdilem mezi indexem lomu vzorku a eluentu. Cela je zabudovana do kovového bloku, ktery
pusobi jako tepelny izolant. Odezva je zavisla na teploté, proto je nutné detekéni celu
temperovat. Paprsek prochazi métenou a srovnavaci celou, méfti se rozdil intenzity svétla, které
dopada na detektor. Jakékoliv kolisani pritoku mobilni faze vyrazné zvySuje hladinu hluku

detekce, takze pulzace musi byt peclivé potlacena. Nelze ho pouzit pii gradientové eluci [3].

1.1.3.5.4 Elektrochemické detektory

Elektrochemie poskytuje uzite¢ny prostfedek pro snadnou detekci oxidovatelnych a
redukovatelnych organickych sloucenin s velkou selektivitou. Detekéni mezni hodnota miize
byt mimoiadné nizka a detektory jsou jednoduché a levné. Cela, ve které probiha
elektrochemicka reakce, ma tfi elektrody — pracovni, referentni a pomocnou. Potencial mezi

pracovni a referen¢ni elektrodou mtize byt zvolen. Proud, ktery vznika elektrochemickou reakci
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je veden pomocnou elektrodou tak, aby nemohl ovlivnit potencial referenéni elektrody.
Pracovni elektroda je ze sklenéného uhliku, uhlikové pasty nebo zlata a argentochloridova
elektroda pouzita jako referentni. Ocelovy blok piedstavuje pomocnou elektrodu, diky které se
udrzuje konstantni proud generovany elektrochemickou reakci, tj. konstantni potencial v cele
[3].

Elektrochemickymi detektory mizou byt detekovany napiiklad: aromatické hydroxy
slou¢eniny, aromatické aminy, nitroaminy, indoly a merkaptany [7].

Reduktivni detekce se pouziva jen ziidka, protoze rozpustény kyslik a t€zké kovy
(naptiklad z oceli kapilary) mohou zpusobit problémy pii samotné analyze. Mobilni faze musi
byt vodiva, nesmi obsahovat chloridy nebo hydroxykarboxylové slouceniny. Nepolarni

rozpoustédla a adsorpcni chromatografie nejsou kompatibilni s elektrochemickou detekci [7]

[5].

1.1.3.5.4.1 Amperometricka detekce

Amperometrické detektory méfi proud vyvolany prichodem redukované nebo
oxidované latky pritokovou celou detektoru. Mobilni faze je privadéna na povrch pracovni
elektrody, kdy vlastni elektrochemicka reakce probiha pouze na velmi tenké vrstvé. Existuje
nékolik technickych feSeni konstrukce mérnych cel — valcové mérné cely a "wall-jet” mérné
cely. Vnitini objem pratokovych cel se pohybuje kolem 1 pl [5].

Utinnost elektrody je silng zavisla na plose povrchu znegisténi diky elektrodepozicim a
adsorpci, ktera na povrchu elektrody probihd, z tohoto diivodu klesé 1 jeji analyticky signal a
detektor nikdy neposkytuje stejny analyticky signal pro stejné analytické koncentrace analytu.
V dutsledku toho je signal obdrzeny z amperometrického detektoru zavisly na pratoku mobilni

faze, kdezto signal obdrzeny z coulometrického detektoru nikoliv [5].

1.1.3.5.4.2 Coulometricka detekce

Coulometrické detektory méti naboj potiebny k oxidaci ¢i redukcei celkového mnozstvi
latky pfi jejim pritoku mérnou celou detektoru a dosahuje se tak vyssi citlivosti detekce nez u
amperometrickych detektort. Je vyuzivano grafitové porézni elektrody, kterd ma proti jinym
elektroddm mnohem vétSi povrch a redoxni reakci podléhd az 100% analyzované latky.

Vyhodami coulometrické elektrody jsou stabilita a zvySeni selektivity v zapojeni dvou a vice
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elektrod v sérii, na které je pfivadéno rtizné napéti. Analyzovana latka se na coulometrické

elektrod¢é vystavuje elektrolyze [5].

1.1.4 Kvalitativni analyza

Cilem kvalitativni analyzy je identifikovat chromatografické piky nebo specifickou
slozku v eluatu. Je-li chemicka povaha piku zcela neznamad, specialni techniky a nasledné
zpracovani S odbornymi tabulkovymi hodnotami nabizi jediné feSeni ke kvalitativni analyze..

Pokud se predpokladd jedna nebo néckolik slozek ve smési vzorki, povazuje se
porovnani referencnich hodnot retencénich faktord, k, se vzorkem za stejnych
chromatografickych podminek, za nejjednodussi zpisob analyzy. Pokud ma referencni
slou¢enina stejny retenéni Cas, tr, jako vzorek, pak dvé latky mohou byt totozné. Pro zajisténi

vetsi jistoty pfti kvalitativni analyze miizeme vyuzit metody [3]:

a) Referenéni sloucenina se smicha s ¢asti vzorku a smés je analyzovana. Podeziely vrchol
by mél byt vyssi, aniz by doslo k neziddoucimu chvostovani piku. Cim vétsi je pocet
teoretickych pater kolony, tim lepsi je pravdépodobnost alesponi ¢asteéného oddéleni dvou

riznych slozek s podobnym chromatografickym chovanim.

b) Provedeni stejné zkousky s jinou mobilni fazi a nejlépe i jinou stacionarni fazi. Fazové
pary, které maji zcela jiné polarni chovani, tj. systémy s normalnimi a reverznimi fazemi,
jsou testovany pfi analyze a pokud vzorek nadale nevykazuje Zadné znamky odlisnosti,

potom je totoZnost pomérné jista.

Nicméné kvalitativni analyzu 1lze zlepSit volbou specifického detektoru.
Refraktometricky detektor muze identifikovat veskeré latky, kdezto spektrofotometricky a
fluorescenc¢ni detektor ndm umozni stanovit latky spliujici jen urcité podminky, ale s mnohem
vétsi citlivosti. U spektrofotometrického detektoru mizeme zajistit kvalitativni analyzu pomoci

porovnani UV spekter vzorku standardu [3].
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1.1.5 Kvantitativni analyza

Pro kvantitativni analyzu se vyuziva plocha ¢i vySka piku. Kvantifikace vzorku se
provadi s vyuzitim metody vnitiniho a vnéjSiho standardu, standardniho ptidavku ¢i vnitini

normalizace [3] [4].

Metoda vnéjsiho standardu

U této metody je vyuzivano kalibracni kiivky nebo pfimého srovndni. U metody
ptimého srovnani se provedou dva nasttiky, vzorek a standardni latka o znamé koncentraci a
nasledné¢ dojde k matematickému vyhodnoceni ploch nebo vysek piku. Metoda kalibra¢ni
kiivky vyzaduje sestaveni koncentraéni fady standardi s volenou koncentraci analyzované

latky. Poté dosazenim do dané funkce vypocitame obsah latky ve vzorku [4].

Metoda standardniho pridavku

Nejdiive dochazi k analyze samotného vzorku. Nasledné se ke vzorku piida urcité
mnozstvi roztoku standardu o znamé koncentraci a po op&tovné analyze se plochy

chromatografickych pikti porovnaji. Tato metoda se vyuziva u slozitych viceslozkovych smési

[4].

Metoda vnitiniho standardu

Zroztoku vzorku o znamém objemu se piida latka — vnitini standard, ktera neni
obsazena ve vzorku a je znama jeji koncentrace a objem. Nasledné probéhne analyza a
vyhodnoceni piku vzorku a vnitiniho standardu. Porovnanim ploch piku se vypocita
koncentrace analytu. Nalezeni vhodného standardu je obtizné, protoze musi byt dobie

separovan od analytu a nesmi s nim interagovat [4].
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Metoda vnitini normalizace

Nutnym zakladnim piedpokladem pro pouziti této metody je jistota, ze vSechny slozky
jsou eluovany a posléze detekovany. Nastiik se provede pouze jednou a poté se vyhodnoti
plochy piku a ur¢i zastoupeni jednotlivych slozek smési. Vyhodou této metody je, zZe neni

potieba znat piesné objemy davkovanych vzorku [4].
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1.2 Nitroaromatické slou¢eniny

V ramci pramyslového vyuziti fadime aromatické nitroslouceniny do jedné z nejvétsich
charakteristickymi nitroskupinami — NO2 napojenymi na aromaticky uhlovodik. V prostiedi
kyseliny dusicné a sirové podléhaji reakci zvana nitrace. Reakci nitroaromatickych sloucenin
V kyselém prostiedi vznika prakticky vzdy amin, naopak v alkalickém prostiedi dochazi ke
vzniku azo, hydrazo, ptipadné azoxy sloucenin, vyznacujicich se vazbou dusik — dusik. Pokud
dojde k redukci v neutralnim prostfedi, produktem mutize byt hydroxylamin [8].

Vzhledem k tomu, Ze se jedna o synteticky vyrabéné slouceniny, je na né v posledni
dobe¢ soustiedéna pozornost hlavné v ohledu k Zivotnimu prostiedi. Maji Sirokou oblast vyuziti,
jako naptiklad rozpoustédla nebo latky pouzivané k syntéze vybusSnin, 1€kd, pesticidd a
insekticidi. Vznikaji také jako vedlejsi produkty spalovani pohonnych hmot nebo produkty
spojené s vyrobou elektrické energie [8].

Aromatické nitroslouc¢eniny maji nezadouci karcinogenni a mutagenni u€inky na Zivé
organismy. Proto je nezbytné omezit jejich kontakt s zivymi bytostmi, ale také s Zivotnim

prostiedim, kde dochazi nejcastéji ke zne€isténi ptidy a podzemnich vod [9].

1.2.1 Zastupci nitroaromatickych sloucenin

Nitrobenzen (NB) je jedovata, naZloutla a hotlava kapalina. Je Spatné rozpustna ve vode,
naopak snadno rozpustna v organickych rozpoustédlech. Ma Siroké spektrum vyuziti, naptiklad
jako rozpoustédlo pfti specialnich syntézach a prostiedek k vyrobé primyslovych vybusnin a
anilinovych barviv. Vyrdbi se vicestupfiovou nitraci benzenu. Nejcastéj$i reakce NB jsou
elektrofilni substituce, halogenace, chlorace nebo sulfonace. Nitrobenzen se fadi do skupiny
velmi toxickych latek, u kterych dochazi lehce k absorpci skrze kizi nebo prostrednictvim
dychacich cest, nasledkem ¢ehoz miize byt zpisobena akutni otrava organismu [8] [9].

Dinitrobenzeny (DNB) jsou ¢iré az nazloutlé krystalické latky, které jsou zna¢né toxické
a nerozpustné ve vode¢. Vyrabi se nitraci nitrobenzenu za kyselé katalyzy kyselinou sirovou.
V dusledku substitu¢niho efektu v 90% pii vyrobé vznika izomer 1,3-DNB. Vyskytuje se ve

formé tii izomert, ortho-, meta- a para-. Vyuzivaji se hlavné pro vyrobu primyslovych
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vybusnin. Ve styku s DNB dochazi ke snadnému vstiebani skrze kiizi nebo dychacimi cestami.
Vlivem intoxikace u ¢lovéka dochazi k cyanoze [9] [10].

Mononitrotolueny (NT) jsou nazloutlé latky nerozpustné ve vodé¢, vyskytujici se ve
formé t¥i izomeru. 2-nitrotoluen (2NT), 3-nitrotoluen (3NT) a 4-nitrotoluen (4NT). 2NT a 3NT
jsou v kapalné formé&, naopak 4NT ve formé pevnych Zlutych krystald. Mononitrotolueny se
pouzivaji k vyrob¢ vybusnin, pigmentu a dalSich chemikalii [10] [9].

2,4-dinitrotoluen (2,4-DNT) je pevna, Zluta a vysoce toxicka latka nerozpustna ve vode¢.
Pouziva se k vyrobé vybusnin, plasti a barviv. Presto, Ze je fazen do skupiny vybusnin, samotny
se k primyslovym aplikacim nevyuziva [10].

Trinitrofenol (TNP, kyselina pikrovd) je zluta krystalicka latka s prichuti po hotkych
mandlich. Je nerozpustna ve vod¢. Ptipravuje se sulfonaci fenolu a naslednou nitraci kyselinou
dusi¢nou. Radi se do latek vybusnych, za normalnich teplot je viak velmi stabilni. Byla hojné
vyuzivéana britskou armadou pod ndzvem Lyddit. Nyni se hlavné vyuziva jako slozka dilnich

vybusnin, histologické medicinalni barvivo nebo fixacni latka [8].

1.3 Nitroaromatické vybusniny

Mezi vybusné latky patfi predevSim nitroaromatické slouceniny na bazi benzenu
a toluenu. Pravdépodobné nejznaméjsi zastupci této téidy latek jsou 2,4,6-trinitrotoluen (TNT)
a 2,4,6-trinitrofenol (TNP), které byli ve vétSiné piipadii pouzivany jako hlavni slozka
vojenskych vybusnin od pocatku 20. stoleti a nyni jsou stale vyuZivany. Vybusné smési obvykle
obsahuji dal$i nitroaromatické slozky, coz umoziuje Upravu vybusné sily. Jedna se predevsSim
o dinitrotolueny a poly-nitrované benzeny. Po druhé svétové valce byly také vyvinuty

vybusniny na bazi nitrovanych heterocykll, napf. hexogen a oktogen [1].

Nitroaromatické vybusniny vSak stale pfispivaji k potencialnim zdravotnim rizikim
zpusobenym kontaminaci armadnich prostori. Kontaminované mista obvykle zahrnuji
povybuchové zplodiny a loziska odpadii z vyroby stteliva, bojovych prostiedkil a jiné militarni
munice. Problém s kontaminovanymi lokalitami vyplyva ptedevs§im ze skute¢nosti, zZe jsou stale
Castéji pouzivané pro civilni ucely, kdy hrozi ptedev§im dermalni absorpce vybusnych
chemikalii pii styku pokozky s ptidou, vdechovanim prachu a zejména absorpci latek domacky

péstovanymi potravinami v kontaminovanych oblastech [1].
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1.4 Trinitrotoluen

2,4,6-Trinitrotoluen (Obrazek 3) patii do skupiny nitroaromatd, které se nenachazi volné
Vv ptirod¢ a spada do tfidy xenobiotik. Je to organicka sloucenina obsahujici dusik se sumarnim

vzorcem C7HsN3zOe [2].

CH,4
O,N NO,

NO,

Obrazek 3 Strukturni vzorec TNT

Molekula TNT obsahuje tii nitro skupiny vazané na aromatickém jadie toluenu. Pfi

vvvvvv

2,4-DNT a 2,6 DNT [2].

1.4.1 Historie TNT

TNT byl poprvé vyroben v roce 1863 némeckym chemikem Josephem Wilbrandem jako
zluté barvivo, ale jeho potencidl jako vybusnina byl rozpoznan az za né€kolik let, hlavné proto,
ze byl na tu dobu obtizny detonovat a byl zdanlivé méné vykonny nez jiné vybusniny. Mezi
jeho vyhody vsak patfilo a stale patii jeho schopnost se bezpecné roztavit pomoci pary nebo
horké vody, coz umoznuje jeho ptipravu do uréenych forem [11].

Némecké ozbrojené sily ho ptijaly jako délostieleckd naplii v roce 1902. Behem prvni
svétové valky némecké namoinictvo mélo zvlastni vyhodu odpéleni pancite poté, co pronikly
do zbrojeni britskych kapitalovych lodi. Vzhledem k nenasycené poptavce po vybuSninach
béhem druhé svétové valky byl TNT Casto smichan s 40 az 80% dusi¢nanem amonnym, ¢imz
vznikla vybuSnina nazvana amatol. Pfestoze byl témét tak silny jako TNT, mél amatol

nepatrnou nevyhodu v jeho hygroskopickych vlastnostech [11].
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Ptestoze valce Cistého TNT jsou stale k dispozici v riznych velikostech (250 g, 500 g a
1 kg), nachazi se ¢astéji ve vybusnych smésich, které obsahuji proménlivé procento TNT a dalsi

slozky, jako jsou torpex, tritonalni pentolit [11].

1.4.2 Vlastnosti

Trinitrotoluen je krystalicka zluta latka s molekulovou hmotnosti 227,131 g/mol. Je bez
zapachu a bez chuti. Plisobenim svételného zéafeni postupem cCasu tmavne. Rozpadad se na
optické izomery dinitrotolueny a vlivem biologické degradace na amino derivaty nitrotoluend
(Obrazek 4). Jeho pKa je 16,99 a teplota tani 80,1°C. Je dobie rozpustny téméf ve vSech
organickych rozpoustédlech. D4 se pfevést na kapalinu rozpusSténim v horké pare. V bazickém
prostfedi se transformuje do nestabilnich tryolatd, u kterych hrozi riziko samodetonace. TNT

musi byt uchovavano v chladném prostiedi za nepfistupu alkaliim [2].

CH,
0.H i i,
H
CHa CHy
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—_—
Mg
CHs e T CHy
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MHCOCH, L]
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H4C @N:N@CHQ
OzM MOz
Obrazek 4 Mozné produkty biodegradace TNT

Z pyrotechnického hlediska TNT disponuje vybornou trhavosti a priiraznosti. Je velmi

stabilni a dobfe odolava vn&j$im vlivam [2].
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1.4.3 Syntéza

CHs CH; CH; CH;
H,S0, NO,
+ HNOg  — + +
NGO,
Toluen NO» HMNO5/H>S0,
CH5 HNO, CH; CH5
DzN NDE HZSD4 NDz DzN NDE
—_—— +
MNOo N5

2.4 6-rinitrotoluen

(TNT)
Obrazek 5 Schéma vyroby TNT

Trinitrotoluen se vyrabi postupnou nitraci toluenu za relativné mirnych reakénich
podminek (Obrazek 5). Nejprve se toluen nitruje smési kyseliny sirové a kyseliny dusi¢né
pfi teploté 30-40°C. Vznika mono a dinitrotoluen. Nitroskupiny drasticky snizuji reaktivitu
toluenu, protoze jsou elektronovymi akceptory. V dal$im stupni se mono a dinitrotoluen uplné
nitruje smeési kyseliny dusi¢né a olea pfi teploté do 100°C. Tato smés je mnohem reaktivngjsi a
je schopna zavést posledni nitroskupinu na kruhu. Odpadni kyselina z tohoto procesu se pouziva

pro prvni krok reakce v primyslové syntéze [2].

29



1.4.4 Vyuziti TNT

2,4,6-trinitrotoluen byl klasifikovan jako vysoce vybusna slou¢enina vyuzivajici se jako
vojenska trhavina v bombach a granatech. Je Siroce pouzivan pro plnéni protiletadlovych nalozi,
protoze disponuje malou citlivosti na Sok pfi vystieleni z hlavné zbrané. Trinitrotoluen se
pouziva bud’ jako ¢istd vybu$nina nebo v binarnich smésich. Nejbéznéjsi binarni smési
obsahujici TNT jsou cyklotoly (RDX), oktoly (smé&si s HMX), amatoly (smési s dusi¢nanem
amonnym) a tritonaly (smési s hlinikem) [12].

Kromé vojenskych aplikaci se pouziva malého mnozstvi TNT pro primyslové aplikace,
jako jsou hlubinné a podvodni odstiely. Jiné primyslové vyuziti zahrnuje TNT jako chemicky

meziprodukt pfi vyrobé barviv a fotografickych chemikalii [12].

1.4.5 Toxicita a dopad na zivotni prostiedi

TNT vstupuje do zivotniho prostfedi v odpadnich vodach a pevnych odpadech, které
jsou vysledkem primyslové vyroby slouceniny, zpracovani a ni¢eni bomb a granati a recyklace
vybusnin. TNT se rychle rozklada v povrchové vodé¢ vlivem slune¢niho zafeni. [12].

Pti chronické dispozici TNT na cClov€ka je prokazana karcinogenita a moZnost

onemocnéni methemoglobinémii a anémii [13].

1.46 Extrakce

Konvenéné se nitro aromaty ze vzorkt pudy ¢i vzduchu extrahuji kapalinou [14] nebo
tekutinou v nadkritickém stavu [15]. Existuje velké mnozstvi metod vhodnych pro extrakci
nitrosloucenin jako jsou Soxhletova extrakce (SE), magneticka extrakce s pevnou fazi (MSPE)
[16], jednoducha extrakce kapalinou [15] nebo za vyuziti ultrazvuku [17] ¢i vysokotlaka
extrakce rozpoustédlem (PSE) [18]. Technika zvolena pro extrakci mize mit zna¢ny vliv na
vytéznost a sloZzeni latek obsazenych v extraktu. Pro termolabilni organické latky je dilezita

kontrola teploty v pribéhu extrakce [19].
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1.4.7 Metody stanoveni

Pro kvalitativni a kvantitativni analyzu TNT v rGznych matricich patii vysokoucinna
kapalinova chromatografie v systémech s obracenymi fazemi se spektrofotometrickou detekci
pii vinovych délkach 240-255 nm [20] [21] [22]) k nejvice rozSitenym metodam. Dilezitym

faktorem pii Gpravé vzorku k analyze je volba extrakéni techniky [23].

Kapalinova chromatografie

Ve studii N. Tawengva [24] bylo provedeno stanoveni nitroaromatickych slouéenin
vV odpadnich vodach. Bylo vyuzito techniky magnetickych molekularnich polymera
sestrojenych hromadnou polymeraci, pro extrakci nitroaromatickych slouc¢enin. Analyza byla
provedena v HPLC systému s obracenymi fazemi. Pro vétsi rozliseni separace bylo okyselenim
upraveno pH na 8. Na zaklad¢ spravné zvolené extrakéni techniky byly vytézky extrakce 2,4-
DNT, NB a oNT vice nez 82% a bylo prokazano znecisténi odpadnich vod ohrozujici Zivotni
prostiedi. LOD pro zjistény 2,4-dinitrotoluen, nitrobenzen a 2-nitrotoluen byl 13,6, 7,7 a 27,2
ng/l [24]

M. Amin [25] realizoval vroce 2016 experiment, kdy pro HPLC separaci TNT
Vv kontaminovanych vodach byla porovnavana metoda oxidace TNT za pouziti jednoduché
ozonizace a peroxidu vodiku. Velky vliv na degradaci TNT byl rozpoznam pii zménach pH
roztoku dale upravené kyselinou mravenci na pH 6. Bylo zjisténo, Ze t¢innost degradace znacné
ovlivilovala i davka ozonu a peroxidu vodiku aplikovana pro urcitou reakéni dobu.
Optimalizovanou separaci bylo prokazano, Ze oxidace s vyuzitim peroxidu vodiku byla o 27%
ucinnéjsi nez prosta ozonizace, a proto byla metoda dale zkoumana [25].

D. Harvey a spol [20] analyzovali s vyuzitim metody HPLC obsah TNT v tkanich rostlin
rostoucich v uméle kontaminované pide trinitrotoluenem. Byla vyvinuta metoda analyzy, ktera
zahrnovala frakcionaci organickych extraktii na Florisilové adsorbentu za ucelem odstranéni
rusivych pigmentd a nasledné kvantitativni analyze TNT a primarnich biometabolitd, 2-amino-
2,4-dinitrotoluenu (2a-2,4-DNT) a 4-amino-2,6-dinitrotoluenu (4a-2,6-DNT). Pro snizeni
chvostovani piku byl pfidan 10% isopropanol. Metodika byla pouzita ke zkoumani
metabolismu TNT u rostlin péstovanych v hydroponickych roztocich TNT [20].H. Guan [22]
popsal v roce 2014 techniku jednorazové extrakce pro jednoduché a rychlé stanoveni sedmi

velkych vybusnin (cyklotrimethylen-trinitro-amin, cyklotetramethylen-tetranitro-amin, 2,4,6-
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trinitrofenyl-methylnitro-amin,  2,4,6-trinitrotoluen, 2,4-dinitrotoluen , nitroglycerin a
tetranitrat pentaerytritol) v kontaminované vodé. Cilem vyzkumu bylo stanoveni mirné
polarnich a nepolarnich vybusnin ve vodé s vyuzitim extrakce Styren-divinylbenzenovym
sorbentem umisténém uvnité 5 ml pipetového hrotu a naslednou RP-HPLC separaci ve spojeni
se spektrofotometrickym detektorem. . Byla zjiSténa, Ze pouzita metoda extrakce je univerzalni,
ale kvuli rozdilnym vlastnostem zkoumanych vybusnin se vytézky pohybovaly v Sirokém
rozmezi (60-80%) [22].

T. Brewer [21] v roce 2016 studoval vyuziti HPLC analyzy pii studiu vybu$nin v
polymernich mikrosférach vybusnych kuli¢ek. Mnozstvi vybuSniny zapouzdiené¢ho ve
vytvrzenych mikrokulickdch bylo extrahovano od zbylych latek LLE (extrakce kapalina
/kapalina) extrakci a nasledné analyzovano. Vysledky ukazuji, ze zhruba 30% TNT se pii
vyrob& mikrosfér ztraci a dal§im ztratim z vytvrzenych mikrosfér se zamezi, jestlize se vzorek
uchovava pii teploté 4 °C. Bylo zjisténo, Ze vybusné zapouzdiené mikrokuli¢ky se ukazaly byt
cennym zkuSebnim materidlem pro detekci stopovych mnozstvi vybusnin z diavodu jejich

presné velikosti, tvaru a slozeni [21].

Jiné metody stanoveni TNT

M. Walsh [26] popsal vyuziti plynové chromatografie ve spojeni s detektorem
elektronového zachytu (GC/ECD) pro stanoveni nizkych koncentraci vybusnin (TNT, 1,3,5-
trinitro-1,3,5-triazin (RDX), 2,4-dinitrotoluen, 1,3,5-trinitrobenzen (TNB), octahydro-1,3,5,7-
tetranitro-1,3,5,7-tetrazocin (HMX)) v kontaminované pudé a vodé. Vysledné koncentrace
byly porovnany s HPLC metodou. Mezi studovanymi separa¢nimi technikami byla zjisténa
dobra korelace. Analyty byly extrahovany z pudy ultrazvukovou extrakci po dobu 18 hodin.
Vyzkum ukdzal, ze s vyuzitim GC/ECD bylo dosaZeno lepsi separace a vétSich kvantitativnich
vysledki [26].

H. Ma a spol. [27] vroce 2014 vyvinuli metodu vyuzivajici dualn€¢ emisniho
fluorescenc¢niho  filmu  pfipraveného metodou elektropolymerace, ke stanoveni
nitroaromatickych vybusnin v uméle kontaminované ptdé¢. Fluorescencni filmy poskytovali
duélni emise kolem 431 nm a 540 nm, Poté byly tyto dva emisni filmy pouzity jako
fluorescencni senzory pro TNT a TNP (trinitrofenol) v roztoku. Na zakladé poméru intenzity
fluorescence 1ze TNT a TNP selektivné rozlisit odpovidajicimi zménami barev fluorescence.

Tento vysledek je zptsoben jejich odlisSnym detek¢nim mechanismem [27].
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G. Dhingra [28] ve svém vyzkumu vyvinul novy zptisob extrakce 12 nitroaromatickych
sloucenin v¢etné 2,4,6-trinitrotoluenu a jeho metabolitd. Nova metoda spocivala ve vyuziti
zabaleného mikroextrakéniho sorbentu s naslednou plynovou chromatografii GC/MS
Vv biologickych vzorcich. Mikroextrakéni zafizeni obsahovalo 4 mg oktadecylsilikagelu
vlozeného do injekéni stfikacky urcené pro pripravu vzorku. Bylo optimalizovdano nékolik
parametrti schopnych ovlivnit postup mikroextrakce, jmenovité pocet extrakénich cykld, objem
promyvaciho a elu¢niho rozpoustédla a pH matrice. Vyvinuta metoda produkovala uspokojivé
vysledky s vytézky (> 89,32%) u vodnych vzorki a (> 87,45%) pro kapalné biologické vzorky
[28].
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2. Experimentalni Cast

2.1 Piistrojové vybaveni

Optimalizovana HPLC analyza vzorki byla provedena na kapalinovém chromatografu
slozeném ze dvou cerpadel mobilni faze LC-AD 20XR, spektrofotometrického detektoru s
diodovym polem SPD-M30A, s autosamplerem SIL 20AC s automatickym davkovanim
vzorku (vSe vyrobeno Shimadzu, Kyoto, Japonsko). Separace probihala na kolon¢ Ascentis RP-
Amide (150x4,6 mm; 3 um ¢astice, Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, USA). Pro optimalizaci
byly dale pouzity kolony: Kinetex C18 Polar (150x3 mm; 3 um ¢astice, Phenomenex, Torrance,
Kalifornie, USA) a Ascentis Express F5 (150x3 mm; 2.7 um ¢astice, Sigma-Aldrich, St.Louis,
Missouri, USA).

Extrakce byla provadéna na Soxhletoveé extraktoru model Kimex74 (Fisher Scientific,
Pittsburgh, US) s celu6zovymi patronami (44mm, 123mm).

Pro odpafeni piebytecného rozpoustédla byla pouzita odparka Hei-VAP Value Digital
G3 (Heidolph, Schwabach, Némecko) s 250ml destilacni batikou.

Zpracovani dat z UV detektoru a chromatografickych piki bylo provadéno pomoci
programu LabSolutions (Shimadzu, Kyoto, Japonsko) a vysledné grafické a matematické

zpracovani v programu Excel (Microsoft, Redmont, Washingtom, USA).

2.2 Chemikalie

K analyze byly vyuzity standardy 2-nitrotoluenu (oNT), 3-nitrotoluenu (mNT), 4-
nitrotoluenu (pNT), 2,3-dinitrotoluenu (2,3-DNT), 3,4-dinitrotoluenu (3,4-DNT), 2,4-
dinitrotoluenu  (2,4-DNT), 2,6-nitrotoluenu  (2,6-DNT), 2,4,6-trinitrotoluenu  (TNT),
nitrobenzenu (NB), 1,2-dinitrobenzenu (1,2-DNB) a 1,3,5-trinitrobenzenu (TNB) poskytnuté
Ing. Eisnerem, Ph.D., KAICh, FCHT, Univerzita Pardubice. Methanol a acetonitril (LC/MS

Cistota) byla pouzita pro extrakci a ptipravu mobilni faze.
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2.3 Vzorky

Vzorky pudy byly odebrany ihned po odsttelu na trhaci jamé (Pyrotechnické oddélent,
Policie CR). Detonovana byla némecké protiletadlova vyzbroj 8,8 cm BrSchrgr. Patr. Flak/36
s naplni sedmi lisovanych valeckt z TNT (2,4,6-trinitrotoluen FP 02).

2.4 Postup prace

2.4.1 Podminky méteni

Mg¢teni probihalo za isokratické eluce 60% (v/v) methanolu na kolon¢ Ascentis RP-
Amide (150x4,6 mm; 3 um castice) s teplotou nastavenou termostatem na 30°C s pritokem

mobilni faze 0,6 ml/min. Davkovany objem byl 5Sul a vinova délka 249nm.

2.4.2 Ptiprava standardu

Standardy nitroaromatickych sloucenin byly pro kvalitativni analyzu a zfedény na
koncentraci 10 mg/ml. Pro kvantitativni analyzu byla pfipravena kalibra¢ni fada 2,4-
dinitrotoluenu v methanolu o koncentracich 5; 10; 20; 40; 60, 80 mg/l. Piipravené kalibracni

roztoky byly ihned prométeny.

2.4.3 Ptiprava vzorku

Protiletadlova vyzbroj 8,8 cm BrSchrgr. Patr. Flak/36 s naplni sedmi lisovanych valecka
Z TNT (2,4,6-trinitrotoluene FP 02) byla opatiena rozbuskou, vsazena do Cerstvé navezené Cisté
zeminy a detonovana ve stiezené policejni trhaci jame.

Prvni vzorek pudy z epicentra vybuchu byl odebran presné 2 minuty po detonaci. Druhy
vzorek byl odebran 4 minuty po detonaci trhaviny z povybuchovych odletii zeminy 20 metri
od epicentra vybuchu. Vzorky byly vlozeny do hermeticky uzavienych nadob a uchovany pii 4
°C.

Pted analyzou byla zemina ponechana 24 hodin na vzduchu za laboratorni teploty pro

odstranéni nadbytec¢né vlhkosti. Nasledné byly vzorky piidy mechanicky rozmélnény a prosaty
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na sitech (1 mm). Byla provedena kvartace (Obrazek 6) a vzorky piipraveny k nasledné extrakci.

Obradzek 6 Kvartace pldy

Bylo navadZeno 40 grami zeminy a celé mnoZstvi pfevedeno do specidlnich
celul6zovych patron 1,5 mm urcenych pro Soxhletiv extraktor. Patrony byly vloZzeny do
extrak¢nich nastavel a prelity 150 ml methanolu pouzitym jako rozpoustédlo pro extrakci.
Extrakce byla provadéna 10 hodin za konstantnich podminek.

Vysledné extrakty v 250 ml destila¢ni baiice byly prevedeny do vakuové odparky pfi
tlaku 400 mbar a teploté 55 *C pro odstranéni ptebyte¢ného rozpoustédla. K odpafenému vzorku
byly pipetou pfidany 4 ml methanolu a roztok byl pfeveden do 5 ml odmérné bariky a doplnén
po rysku methanolem. Pro HPLC analyzu byl vzorek centrifugovan a filtrovan ptes stiikackovy

PTFE filtr (0.45 um).
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3 Vysledky a diskuze

Experimentalni ¢ast je zalozena na identifikaci povybuchovych zplodin ve vzorcich

pudy metodou HPLC s UV spektrofotometrickou detekei.

3.1 Optimalizace méteni

Nejprve byla provedena optimalizace chromatografické separace 8 nitro aromatickych
latek s cilem separace vSech derivatii s maximalnim rozliSenim a minimalni délkou analyzy.
Bylo zjisténo, ze pii zméné teploty nedochazi k vyraznému ovlivnéni analyzy a proto byla
separace provedena pii 30 °C. V zavislosti na rozmérech kolony a pracovnim tlaku byl pritok
mobilni fize nastaven na 0,6 mL/min.

Mg¢teni bylo provedeno nejprve s acetonitrilem (ACN) jako mobilni fazi, ale z divodu
chvostovani pikt a Spatné selektivity daného rozpoustédla byl nahrazen methanolem (MeOH).
V piipadé¢ MeOH jako mobilni faze doslo k vyraznému zlepSeni rozliSeni a tvaru pikd.

Dale byla nutnd optimalizace stacionarni faze. Jako prvni byla pouZita
oktadecylsilikagelova kolona, kde nedochazelo k separaci jednotlivych izomeri nitrosloucenin.
Dale byla zvolena kolona Kinetex C18 Polar s upravenou oktadecyl silikagelovou fazi, ovsem
ani v tomto pfipadé nedochazelo k rozliseni kritickych pard analyzovanych derivati 2,4-DNT
a 2,6 DNT. Dale byla testovana kolona Ascentis Express F5, ktera ma zvysenou selektivitu pro
separaci polohovych izomerd. Ani v tomto piipadé nebyly jednotlivé izomery separovany.
Pouze v piipadé Ascentis RP-Amidové kolony doslo k rozliseni jednotlivych izomerd.

Optimalizovana separace je znazornéna na obrazku 7.
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Obrazek 7 Chromatograficka separace standardt vybranych nitroaromatickych slou¢enin

3.2 Analyza vzorku z epicentra vybuchu

Pii analyze vzorku pomoci optimalizované chromatografické separace byly porovnany
retenéni Casy a UV spektra eluovanych latek se standardy (Obrazek 8) a byl identifikovan 2,4-
DNT eluujici v ¢ase 12,23 min (Obrazek 9. Pfi identifikaci zbylych pikd byly dométfeny
retencni charakteristiky 2,3-DNT, ale na zaklad¢ porovnani reten¢nich ¢ast (Obrazek 10) a UV
spekter nebylo potvrzeno, ze se jedna o tento derivat TNT. Dalsi standardy nebyly k dispozici,
ale domnivame se, Ze by neidentifikované piky mohli odpovidat stopam aminoderivati
nitrosloucenin. Piky s niz8§im reten¢nim ¢asem jsou pravdépodobné biologicky aktivni latky

obsazené v pude.
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Obrazek 10 Chromatograficka separace standardu 2,3-DNT

3.3 Analyza vzorku z odletové zeminy

U chromatografické separace vzorku z odletové (Obrazek 11) zeminy analyzovaného
optimalizovanou metodou byl porovnanim reten¢nich ¢ast a UV spekter opét identifikovan2,4-
DNT, ale v mnohem mensi koncentraci, nez je tomu u vzorku z epicentra vybuchu. Profil

ostatnich latek ptitomnych ve vzorku je podobny.
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Obrazek 11 Chromatogrficky zdznam - Vzorek z odletové zeminy
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3.4 Kvantitativni analyza

S vyuzitim metody Kkalibra¢ni kiivky (Obrazek 12) byl stanoven obsah 2,4-
dinitrotoluenu v ptdé¢. Mez detekce (LOD) byla stanovena jako trojnasobek odstupu signalu od

Sumu a mez stanovitelnosti (LOQ) jako desetinasobek odstupu signalu od Sumu. LOD vysla

0,0129 pg/l a LOQ 0,0644 pg/.
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Obrazek 12 Kalibrac¢ni kiivka 2,4-DNT

Z rovnice regrese piimky (obrazek 12) byl vypocitan obsah 2,4DNT v pudé. Vysledky
meéfeni jsou shrnuty v tabulce 1 a 2. Kalibra¢ni kiivka byla v celém rozsahu testovanych

koncentraci linearni.

Tabulka 1 Obsah 2,4-DNT ve vzorku z epicentra vybuchu

Vzorek ¢ (mg/l) Plocha piku Vyska piku  m/40 g pidy
m
1 45,17 1676759 104958 0(,8599)
1 45,11 1674420 106278 0,858
2 43,17 1603919 104747 0,821
2 42,47 1578440 102891 0,807
3 41,82 1554759 101881 0,795
3 41,35 1537460 101820 0,786
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Tabulka 2 Obsah 2,4-DNT ve vzorku z odletové zeminy

Vzorek c¢(mg/l) Plocha piku  Vyska piku m/40 g pudy

(mg)
1 2,15 23415 1467 0,012
1 2,21 24754 1528 0,013
2 2,09 22965 1412 0,012
2 2,14 23198 1458 0,012

Ve sledovanych vzorcich byl stanoven obsah 2,4-dinitrotoluenu 0,821 + 0.028 mg ve
vzorku z epicentra vybuchu a 0,012 + 0,002 mg ve vzorku z odletové zeminy. Domnivame se,
7ze se vzdalenosti od epicentra detonace TNT se snizuje koncentrace vzniklych zplodin.

Vzorek zeminy byl uchovavan v bez piistupu svétla, nemohlo tedy dojit ke vzniku
derivatd a biologickych produktti ovliviiujicich analyzu. Pisobenim vnéjSich vlivl jako jsou
biologické mikroorganismy a slunecni svétlo se TNT a jeho derivaty transformuji na amino
derivaty nitrotoluenu, coz by mohli byt neidentifikované piky v analyze [29].

Extrakce na Soxhletové extraktoru byla provedena dvakrat pro oba vzorky, poté znovu
ctytikrat pro vzorek odebrany z epicentra vybuchu vojenského naboje. Zna¢nou nevyhodou
pouzité extrakéni metody byla doba potiebna k extrakci. Extrakce byla provadéna 10 hodin,
coZ je v porovnani s obdobnym védeckym vyzkumem (48 hod.) znatelné méné [19]. Pti del$im
cyklu extrakce je zfejmé, Ze by bylo mozné dosédhnout presnéjSich vysledkli kvantitativni
analyzy. V porovnani s ultrazvukovou extrakci bylo dosazeno nizsich vytézku extrakce, je tedy
ziejmé, Ze SE neni nejucinngjsi extrakéni metodou pro nitro aromatické vybuSniny [19].

V porovnani s referencnimi vyzkumy, kdy bylo vyuzito 50 % acetonitrilu jako mobilni
faze pii pouziti izokratické eluce s kolonou Kinetex 2.6um C18 100A bylo za stejnych
laboratornich podminek dosazeno ¢asu analyzy 6 min s dostatecnym rozliSenim pikd [24]. U
analyzy s pouzitim 70 % methanolu pfi isokratické eluci bylo dosazeno s kolonou Ascentis®
C18 HPLC 5um pfi teploté 40 °C ¢asu analyzy 8 min [20]. Tyto vyzkumy jsme nebyli schopni
reprodukovat, pro netuspésné rozliSeni pikt 2,4-DNT, 2,6-DNT a 2,3-DNT.
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4 Zavér

V teoretické Casti byla pozornost vénovana popisu a instrumentaci HPLC, dale byla
pozornost vénovana syntéze, vlastnostem a vyuzitim nitroaromatickych latek. V zavéreénych
kapitolach teoretické ¢asti jsou uvedeny analytické techniky, které jsou nejcastéji pouzivané ke
stanovendi trinitrotoluenu s diirazem na extrakcni a separacni techniku. Z piehledu analytickych
technik vyplynulo, Ze nejCastéji pouzivanou metodou je HPLC se spektrofotometrickou
detekct.

V ramci feSeni praktické casti byla pouzita metoda HPLC se spektrofotometrickou
detekci vyuzivajici dobré optické vlastnosti nitroaromati. Méfeni probihalo pfi vinové délce
249 nm. Vhodna vinova délka byla vybrana na zakladé odectu idealni vinové délky z UV
spektra standardu 2,4ADNT.

Obsah 2,4DNT byl stanoven ve dvou vzorcich, z epicentra vybuchu a z odletové zeminy
vzdalené 20 m od epicentra. Vysledky stanoveni 2,4DNT v pudé byly porovnany
s toxikologickymi tabulkami a prodiskutovany s pyrotechniky Policie CR. U vzorku z epicentra
vybuchu bylo zjisténo piekro¢eni maximalni netoxické koncentrace, kdy naméfena koncentrace
2,ADNT byla 42 mg/l a nejvyssi mozna koncentrace, ktera je brana jako netoxicka je 3,13 mg/1
[12] [13]. Vzorek z odletové zeminy byl analyzovan ve stejnych podminkach a bylo zjisténa
koncentrace 2,15 mg/l.

Tato koncentrace je brana z pyrotechnického hlediska jako nevybusna smés, nevykazuje
katalyticky ¢i podpirn€¢ vybusny charakter. Je vSak moZné, ze pii urCitych teplotnich
podminkach (>32°C) muze dojit pfi této koncentraci k samovzniceni pudy [29].

Kontaminovana ptida byla zpracovana metodou Soxhletovy extrakce po dobu 10 hodin.
Po HPLC analyze byl 2,4-dinitrotoluen kvantifikovan metodou kalibra¢ni pfimky, kdy jeho
obsah byl stanoven na 20,523+0,694 mg/1kg. Popsana technika, ktera byla aplikovana na
vybrané vzorky pudy poskytovala dobré vysledky s malou ¢asovou néarocnosti na analyzu

vzorku.
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