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Anotace

Tato diplomova prace se zabyva stanovenim rezidui ve vybranych komoditach,
a to v mouce a zrni, po oSetfeni fumiganty kyanovodikem a dikyanem. Teoreticka ¢ast se
zabyva fumiganty a rozd€leni fumiganti. Dale pojednava o vyuzivanych fumigantech
v této dob¢, o fosfinu, kyanovodiku a dikyanu, o jejich vlastnostech, vyrobé a pouZiti.
V druhé poloviné popisuje analytické a instrumentalni metody stanoveni kyanovodiku a
dikyanu a ptfedevSim pojednava o stanoveni pomoci plynové chromatografie v kombinaci
s technikou headspace mikroextrakce tuhou fazi (HS-SPME/GC).

Cilem experimentalni casti bylo ovéfit vybrané valida¢ni parametry metody HS-
SPME/GC, konkrétn¢ linearitu, mez detekce (LOD), mez stanovitelnosti (LOQ)
a opakovatelnost. Pot¢ byla metoda aplikovdna na vybrané komodity, zrni a hrubou
mouku.

Kli¢ova slova

Kyanovodik, dikyan, fumigant, stanoveni, HS-SPME/GC
Title
Determination of residues in selected commodities after treatment with hydrogen cyanide
and cyanogen fumigants.
Annotation
This master’s thesis deals with determination of residues in selected commodities, in flour
and grain, after treatment with hydrogen cyanide and cyanogen fumigants. The theoretical
part informs about fumigants and the distribution of fumigants. It also deals with the
fumigants used at the time, about phosphine, hydrogen cyanide and cyanogen. It informs
about their properties, preparation and use. In the second half, the analytical and
instrumental methods of cyanide and cyanogen determination especially the gas
chromatography combined with the headspace solid phase microextraction technique (HS-
SPM/GC) are described.
The aim of the experimental part was to verify the selected validation parameters of the
HS-SPME/GC method, namely linearity, limit of detection (LOD), limit of quantification
(LOQ) and repeatability. The method was then applied to selected commodities, grain and
flour.
Keywords

Hydrogen cyanide, cyanogen, fumigant, determination, HS-SPME/GC-NPD
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1 Uvod

vvvvvv

Pouziva se k oSetieni predev§im zemédélskych produkti a je vhodna také k dezinsekci
velkych, clenitych a malo pfistupnych prostord. Methylbromid byl nejpouzivanéj$im
a nejucinnéjSim fumigantem, ale na zakladé Montrealského protokolu bylo jeho pouzivani
jako pesticid zakdzané. V Sirokém uzivani proto zlstavd pouze fosfin a kyanovodik.
Dikyan se jevi jako mozna alternativa misto metylbromidu.

Kyanovodik a dikyan se stanovuji pomoci instrumentalné-analytickych metod.
Mezi nejcastéji pouzivané metody se fadi plynova chromatografie. Umoziiuje soucasné
kvantitativni 1 kvalitativni analyzu. Je to vysoce citliva a selektivni metoda. Jeji vyhodou je
rychlost a moZnost kombinace s jinymi instrumentalnimi technikami.

Cilem diplomové prace je navrhnout a ndsledné validovat metodu headspace
mikroextrakce tuhou fazi v kombinaci s plynovou chromatografii, kterd je vhodna pro
stanoveni rezidui fumiganti kyanovodiku a dikyanu v oSetfenych obilovinach.
Experimentalni ¢ast je vénovdna optimalizaci této metody pro roztoky kyanovodiku

a dikyanu.



2 Fumigace

vvvvvv

v ochrané pied skladiStnimi $ktidci pfedevSim v potravindiském primyslu. Pro efektivni
aplikaci je nutno prostor nebo zbozi dokonale utésnit. Fumigacni folii se nejcastéji vyrabi
z polyethylenu. Dale se pouZivaji pro vyrobu folii nylon, polyvinylchlorid nebo laminat. -2

Fumigace se vyuzivd predev§im jako ochrana zemé&délskych produktl,
napf. obilovin, luSténin, kévy, tabdku a také pii ochrané zemédélskych vyrobku, které
je nutno chranit proti hmyzu a rozto¢i. Plynovani je také vhodné k dezinsekci velkych,
Clenitych a malo pfistupnych prostorit naptf. obilnych mlynii, pivovari nebo sladoven,
plyny pronikaji rovnéz do clenitych podzemnich hnizdnich systémt Skodlivych
hlodavci. '+

Tato metoda ma celou fadu pfednosti. Plyny zanechavaji mnohem mén¢ rezidui nez
klasické posttikové pesticidy, které maji dlouhodoby vliv na zivotni prostfedi a pomérné
rychly vznik rezistence Skidct. Navic hubeni klasickymi postfiky vétSinou zasdhne
dospé€lou populaci, zatimco larvy uvniti objektu mohou bez zdbran pokraCovat jeste
n¢jakou dobu v likvidaci zemédé€lskych produkt. Mezi velké nevyhody patii velka akutni

jedovatost plynt pro &loveka a teplokrevné zivogichy. **

2.1 Fumiganty

Fumiganty jsou chemické latky, které za pozadované (vétSinou bézné) teploty
a tlaku mohou existovat v plynném stavu v dostate¢né koncentraci, ktera je smrtelnd pro
$kodlivé organismy. Uéinek fumigantii je ovlivitovan fadou faktord - teplotou, vlhkosti
substratu, mnozstvim piimési a cizich latek v substratu (prach, necistoty apod.),
hermeti¢nosti fumigovaného prostoru aj.

Podle chemického slozeni délime fumiganty do osmi skupin’®

1. sirné slouceniny (SO,),

fosfidy (fosfin),
kyanové¢ slouceniny (kyanovodik),
nitroslouceniny (akrylonitril),
halogenové slouc¢eniny (methylbromid),
kyslikaté slouceniny (ethylenoxid),
formidty (methylformiat, ethylformiat),

e A B

pevné fumiganty (naftalen).
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Idedlni fumigant musi spliovat nékolik pozadavka. Musi byt toxicky pro cilového
Sktidce, mit vysoky difuzni penetracni potencial, mit nizkou reaktibilitu s oSetfovanym
produktem, vytvaiet neSkodné metabolity, jeho pouZziti musi byt snadné, musi byt snadno
detekovatelny, byt chemicky nestabilni v atmosféfe a nesmi poskozovat ozonovou vrstvu. ’

Témto pozadavkiim vyhovuje jen né¢kolik malo preparatii. V Sirokém uzivani proto
zustavad v boji proti skladiStnim Skiidcim pouze fosfin, kyanovodik a methylbromid.
Posledni z nich byl kvili poskozovani ozonové sféry zakdzan na zakladé Montrealského
protokolu. Mimo tyto nejznaméjsi byla k fumigaci v minulosti vyuzivana celd fada plynt
jako naptiklad plynny chlor, paradichlorbenzen, chlorpikrin, ethylenoxid, ethylenbrobid,
hexachlorpropen, propylendi-chlorid, sulfurylfluorid atd. *’

2.2 Fosfin
Fosfin je bezbarvy plyn. Cista slou¢enina je bez zapachu. Nepiijemny zapach
popsany jako ,,rybi“ nebo ,,cesnekovy* je zplisoben piitomnosti substituovanych slou¢enin

fosfinu a difosfinu (P,Hy). Prah zapachu je 0,14 ppm. *°

H

\

P
P~y ¥

Obrazek 1 — Vzorec a struktura fosfinu 10

Je hotlavy a vybuSny, mize samovzplanout jiz pfi velmi nizkych teplotach.
Dodavéan je jako zkapalnény stlaceny plyn. Je malo rozpustny ve vod¢ i1 organickych
rozpoustédel. Pti ordlnim podavani fosfidu zine¢natého potkantim byla zjisténa LDs, 40,5-
2,9 mg/kg. *°

Vdechovani fosfinu miize zplsobit vazné plicni podrazdéni vedouci k akutnimu
plicnimu edému, kardiovaskularni dysfunkci, gastrointesticialnim porucham, poskozeni
ledvin, excitaci centrdlni nervové soustavy, koma i smrt. Kontakt s kapalinou muze
zptisobit omrzliny. *°
2.2.1 Vyroba

Fosfin, CAS 7803-51-2, vznika rozkladem fosfidi ve vlhkém prosttedi nebo reakci

s fedénymi kyselinami: '

Ca3P2 + 3 Hzo —_— 2 PH3 + 3 Ca(OH)Z

2 AP + 3 H2804 —» 2 PH3 + A|2(SO4)3

11



Fosfin vznika i reakei bilého fosforu s vodou v alkalickém prostiedi: '

P, + 2 HO + 4 NaOH — 2 PH3 + 2 Na,HPOj

2.2.2 Vyuziti

Fosfin se pouzivd v polovodicovém primyslu, jako piimés do elektronickych
soucastek, v chemickém primyslu jako iniciator polymerace. Jeho fosfidy, fosfid vapenaty
a hlinity, se pouzivaji jako insekticidy nebo rodenticidy. Jeho hlavni vyuziti je ale jako
fumigacni plyn. Patii k nejvice uzivanym fumigantim pii ochrané skladovanych produktt.
Pii fumigaci obilovin je pak zcela dominantnim fumigantem v CR i v celosvétovém
mefitku. Ma vsak 1 nékteré vazné nedostatky, napft. relativné dlouhou dobu expozice,
ma vysokou specifickou toxicitu pro savce, koroduje nékteré¢ kovy, Skudci se diky jeho
velkému pouzivani stavaji vic¢i fosfinu rezistentni. Pravé diky témto skutecnostem se

hledaji dal$i fumiganty s lep§imi vlastnostmi. " 3

2.3 Kyanovodik
Kyanovodik, HCN, CAS 74-90-8, je velmi slaba, bezbarva kyselina. Pti

koncentracich vyssich nez 2 g/m® ma &isty kyanovodik charakteristickou vini po horkych

mandlich. Je vysoce t&kavy, a to jiZ za normalnich podminek (b. v. 25°C). '* 3

H—C=N J”

Obrazek 2 — Vzorec a struktura kyanovodiku 16

Plynnd faze tvoifi ve smeési se vzduchem vybusnou smés a je leh¢i nez
vzduch. Meze vybusSnosti se vzduchem jsou od 5,6 do 40 objemovych %. Bod vzplanuti je
-17,8°C, teplota vzniceni 538 °C. Kapalny kyanovodik ma sklon k polymerizaci. Tato
reakce se katalyzuje alkalickymi latkami a vznikajicim C¢pavkem z rozkladajiciho
se kyanovodiku, pfi¢emz mize dochazet k vybuchu. Je rozpustny ve vod¢ a dobie se vaze
na tuky. °

Do organismu pronika kyanovodik velmi rychle vSemi cestami - sliznicemi, kiizi
1 plicemi. Kyanovodik muze velmi lehce pronikat bunéénymi membranami. Kyanidovy
anion ma vysokou afinitu k Zelezitym iontim. Po priniku do bunky velmi rychle reaguje
s trojmocnym Zelezem enzymu cytochromoxidasy dychaciho fetézce v mitochondriich.

Je tak zablokovan pienos elektronu na molekularni kyslik, ktery pak nemtize byt vyuzit pro

oxida¢ni pochody. Vzhledem k tomu, Ze tkané¢ nemohou zpracovavat kyslik, obsahuje

12



1zilni krev mnoho oxyhemoglobinu a je tudiz svétle Cervena. Barva kize je proto
rizova. 7
Kyanovodik patii k nejrychleji plisobicim jedim. Nejrychlejsi je pribéh otravy
po inhalaci par kyanovodiku - smrt nastava v pribéhu nékolika sekund. Pi1 poziti
anorganickych kyanidi se kyanovodik uvoliiuje plsobenim kyseliny chlorovodikové
v zaludku a prvni ptfiznaky otravy se objevi po né€kolika sekundach. Smrtelnou davkou
kyanovodiku pro ¢lovéka je 50 mg, v ptipad¢ kyanidu draselného 200 mg. Otrava se zacina
projevovat nejprve u tkani s nejveétSimi naroky na kyslik. Nejcitlivéjsi je nervova tkan -
prvnimi ptiznaky pfi otravé kyanidy jsou Uinava, bolesti hlavy, hu€eni v uSich a nevolnost.
Po inhalaci kyanovodiku se rychle dostavuje zdvrat, zmatenost, kieCe, zvraceni,
tachykardie, bezvédomi a bleskové dochazi ke smrti zéstavou dychani. Smrt nastava jako
dasledek nedostatku kysliku v zivotné dulezitych centrech v prodlouzené miSe. Nizké
koncentrace kyanovodiku (20 — 40 mg/m?) drazdi spojivky a dychaci cesty. 7

Pro DDD C¢innost je dodavan piipravek s obchodnim nazvem BLUEFUME, ktery
vyrabi spole¢nost Lucebni zdvody Draslovka Kolin a.s. (LZ Draslovka) BLUEFUME je
stabilizovany kapalny kyanovodik (min. 97,6%), zcela nasdkly do porézni hmoty,
plynotésné uzavieny v plechovkéch. Stabilizace se provadi kyselinou fosfore¢nou
v mnozstvi 0,1 % a oxidem sifi¢itym v mnozstvi 0,9 — 1,1 %. Je zatfazen do skupiny vysoce
toxickych latek a extrémné hotflavych ve smyslu platnych piedpisti o nebezpecnych latkach
zdravi Skodlivych. Pii praci s nim musi byt dodrZzena opatfeni a pozadavky vyplyvajici ze

zékona pro zachézeni s latkami vysoce toxickymi. '* '

2.3.1 Vyroba

Kyanovodik se vyrdbi dvéma zplisoby ze zemniho plynu. Prvni zpisob vyroby
kyanovodiku vychéazi zreakce methanu a amoniaku pfiblizn€ ve stejném mnoZzstvi
se 75 obj. % vzduchu. Reakce vyzaduje katalyzator, slitinu platiny a rhodia, a teplotu
piiblizné¢ 1100 — 1200°C, ale reakce je natolik exotermni, Ze neni nutno dodavat teplo

externd. Tato reakce se oznauje jako Andrussowa oxidace. 2% %!

2CH4 + 2NH3+302—>2HCN+6H20

Druhy zptsob vyroby kyanovodiku, oznacovan jako proces Degussa, dava reakci
amoniaku s methanem za pfitomnosti vzduchu a pouziti katalyzatoru slitin platiny, hliniku
a ruthenia pfi teplot€¢ 1200°C. Reakce je endotermni, a proto je nutno teplo soustavé

dodavat. Diky této skute¢nosti je tento zpiisob méné vyuzivany. 2% %!
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251 KJ
CH, + NH3; — > HCN + 3 H,
2.3.2 Vyuziti

Hlavnim vyuzitim kyanovodiku je pifi vyrobé organickych chemikalii
(napt. akrylonitril, methylmethakrylat, adiponitril), které se dale pouzivaji pro vyrobu
syntetickych vldken a plastickych hmot (napf. akrylovych pryskyfic). Kyanovodik je
vychozim cinidlem také pro vyrobu kyanidu sodného, kyseliny nitrilotrioctové,
chelatacnich cinidel aftady dalSich latek. Kyanovodik se dale vyuziva pii raznych
pramyslovych procesech, napt. kaleni oceli, barveni a pifi vyrobé vybusnin. Je také
Géinnym deratizaénim a insekticidnim prostiedkem. "

Vyznamnym zdrojem emisi kyanovodiku je metalurgicky priimysl. Pouziva se pfi
t&2b& kovi, galvanickém pokovovani, pii zplytiovani uhli a v hutnictvi.

HCN s komer¢nim ndzvem BLUEFUME je vyuzivam jako fumigaéni prostfedek,
ktery je zaregistrovany pod ¢islem CZ-0008969-0000 s komerénim vyuzitim jako biocid.
Pouziva se jako konzervacni pfipravek proti pilisobeni dievokaznych nebo dievo
znetvorujicich organismi. Konzervuji se dieva vcetné feziv nebo dievénych vyrobki.
Pouziva se k dezinsekci v prazdnych prostorach, piredevsim pro hubeni ¢lenovcl. Mezi
jeho vyhody oproti fosfinu patii zejména skutecnost, Ze se jedna o latku vyskytujici se (byt’
v minimalnich koncentracich) v pfirod¢, majici znacnou penetracni schopnost, dale je
velmi reaktivni a tedy snadno odbouratelny a nezanechava nezddouci rezidua. Je velmi
vhodny pro oSetfovani velkych objemt skladovaného rostlinného materidlu. Problémem

mize byt extrémni toxicita plynného kyanovodiku pro teplokrevné organismy. ' -

2.4 Ethandinitril

Ethandinitril, nebo-li dikyan, CAS 460-19-5, EDN, je bezbarvy hotlavy plyn.
Je to chemicka sloucenina s velmi malym rozdilem teploty varu (-21 °C) a teploty tuhnuti
(-28 °C). Vykazuje druhou nejvyssi znamou teplotu hoteni 4640 °C. Ma pronikavy zapach

po hoikych mandlich. ***°

N=C—C=N

Obrézek 3 — Vzorec a struktura ethandinitrilu *°
Dikyan je oznaCovan jako lakrimdtor, slzotvorna latka. Mize byt sorbovan

pies kuzi. Drazdi o€i, nos a horni cesty dychaci. Jeho drazdivé vlastnosti byly testovany
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jak u muzd, tak i u Zen od 21-65 let. Jeho typicky zépach po hotkych mandlich nebyl
detekovan u koncentraci 50, 100 a 250 ppm. Pii koncentracich 8§ a 16 ppm doslo
k podrazdéni oc¢i a nosu az po pusobeni 6-8 minut. Po dlouhodobém ptisobeni miize dojit
az ke ztraté zraku. Dikyan se snadno rozpada, ¢imz se ziskd jedna molekula kyanovodiku
a jedna molekula kyanatanu. Na zdklad¢ toho se predpokladd, Ze dikyan ma srovnatelné
toxické uc¢inky jako kyanovodik. Po uvolnéni kyanidového iontu v téle zplsobuje asfyxii,
duseni z nedostatku vzduchu. Ptiznaky se objevuji béhem nékolika sekund nebo minut po
poziti nebo vdechnuti par. Mezi ptiznaky patii tfesSnoveé Cervené rty, zrychlené dychani,
zpomaleni srde¢ni frekvence, bolesti hlavy, zavraté, kiece. Smrt nastavd béhem nékolika

: y 24
minut po velké davce.

24.1 Vyroba

Dikyan se vyrabi ne€kolika zplisoby. Prvni zplisob vyroby je oxidaci kyanovodiku
vzduchem s pouzitim katalyzatoru jako stiibro na nosici z inertniho porézniho materialu,
napt. kiemelina, ,,Alfrax®, tj. komercni forma oxidu hlinit¢ho a lze pouzit 1 silikagel.

Maximalni vytézek viak byl pouze 22,87% dikyanu, a to p¥i reakéni teploté 500 °C. *’
HCN + '/, O, — (CN); + H0

Lepsich vytézkli se dosdhne katalytickou oxidaci kyanovodiku vzduchem
(kyslikem) v roztoku alesponn 0,01mol/l dusi¢nanu médnatém v alifatickych etherech
jako napt. dialkylehtery etylenglykol, naptiklad dimethylether nebo diethylether,
nebo v nitrilech, napf. acetonitrilu, které obsahuji od 0-20 hmotnostnich %
vody. Vodu je nutno ze systému odstrafiovat napi. azeotropickou destilaci s benzenem

nebo 1-chlorbutanem, nebo pouzZitim dehydratagniho &inidla, napt. oxid fosfore¢ny. 2*

Cu(NO,),
4 HCN + O, — 2 (CN), + 2 H,0

Oxidaci kyanovodiku pouzitim oxida¢niho ¢inidla oxidu dusi¢itého vzniké dikyan
a oxid dusnaty, ktery lze snadno odd¢lit od produktu a Ize ho oxidovat proudem vzduchu
arecyklovat. Pouziva se katalyzator z vapennych kuli¢ek a sloucenin sodiku, hoic¢iku
a vapniku na nosic¢ich s nizkou povrchovou plochou. Za atmosférického tlaku a pii teploté
200 — 350°C lze doséhnout velmi vysokého vytézku dikyanu a nevznikaji nezadouci

vedlejsi produkty. *°

HCN + NO, —— (CN), + NO + H,0
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Dikyan vznika reakci kyanovodiku a chloru v plynné fazi pfi dostatecné vysoké
teploté. Pfi reakci nevznikaji Z4dné nezadouci polymerni produkty. Pokud je reakéni
komora prazdna nebo je z kiemenné trubice s hladkymi sténami, je nutno udrzet reakcni
teplotu od 600 °C do 700 °C, aby se dosahlo konverze kyanovodiku na dikyan. Na druhou
stranu lze reakci provést uz pii teplotdch okolo 200 °C, a to v piipadé, kdy je reakcni
komora naplnéna povrchové aktivnimi latkami, napt. aktivnim uhlim nebo silikagelem.

Obecné plati, Ze &im v&tsi je povrchova aktivita materialu, tim niZ§i je reakéni teplota. *°
2 HCN + Cl, —= (CN), + 2 HCl

2.4.2 Vyuziti

Diky jeho vysoké teploté hofeni se pouzivad ve smési s kyslikem jako svafovaci
médium. Vyuziti se nachdzi pfedevSim pro svafovani a fezani novych tepelné¢ odolnych
kovti. Je povazovan za slibné raketové palivo ve smési s oxidacnim ¢inidlem, napt. ozon
nebo fluor. Je pouzivan v organické syntéze pro meziprodukty farmaceutického
a agrochemického primyslu. Jako vysoce Ccisty je pouzivan pro piipravu polymerti
ethandinitrilu (parakyan) v nanotechnologiich na polymerni polovoditové vrstvy. !

Vzhledem k jeho toxickym vlastnostem a schopnosti efektivniho rozkladu
v Zivotnim prostfedi na amoniak a uhli¢itanovy ion se pouziva ve smési s kyanovodikem,
popf. s oxidem uhli¢itym jako fumigacni piipravek jako ndhrada za methylbromid.
Jako fumigant se pouzivd pro ochranu obilovin, v¢etné ryze, dieva, ovoce a zeleniny
pred zivo¢iSnymi $kidci, plisnémi a dalSimi mikroorganismy. Ze stejnych divodi

se pouziva jako sterilizaéni prostiedek pro pudu. *>!
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3 Stanoveni vybranych fumiganti

Dle zadani diplomové prace bude vénovand pozornost pouze kyanovodiku a
dikyanu. Stanoveni plynného kyanovodiku se nejcastéji provadi pomoci plynové
chromatografie. Dikyan jako plyn se stanovuje téz plynovou chromatografii. Po ptfevedeni
kyanovodiku na kyanidy lze jejich stanoveni provést né¢kolika zptisoby a nejpouzivangjsi
metody v praxi jsou argentometricka titrace a fotometrie. Uvedené metody budou ve

stru¢nosti popsany.
3.1 Argentometricka titrace

Argentometrie tzn. titrace odmérnym roztokem AgNOs, je nejrozSifené)si srazeci

odmérnou metodou, jejiz princip vystihuje jednoducha rovnice:

X + Ag — | AgX

kde X jsou nejc¢astéji halogenidové (CI, Br, I'), kyanidové nebo thiokyanatanové
ionty, tvofici vesmés malo rozpustné stfibrné soli. Ve vSech piipadech je odmérnym
roztokem dusi¢nan stifibrny v koncentracich 0,05 az 0,1 mol/l. Titra¢ni ¢inidlo
se pfipravuje z tuhého preparditu AgNOs;. Odmérny roztok se standardizuje pomoci
chloridu sodn¢ho p.a.. Roztok je nutny skladovat vtmavé lahvi vzhledem k jeho
nestalosti. >

Nejpouzivangjsi metoda pro stanoveni kyanidi je metoda Liebigova, tj, titrace
odmérnym roztokem dusi¢nanu stifibrného na indikator jodid draselny do vzniku trvalého

, 33
zékalu.

CN + Ag —— [Ag(CN),]

[Ag(CN),] + Ag" —= | Ag[Ag(CN),]

Spotfeba odmérného roztoku odpovidd obsahu kyanidiit ve vzorku. Stanoveni
kyanovodiku lze provést téz titraci, avsak je nutné do ptredlohy ptidat hydroxid sodny pro
prevedeni na kyanid sodny. **

Pro stanoveni volného kyanovodiku se vyuziva reakce kyanovodiku s dusicnanem
sttibrnym v kyselém prostfedi. Prebytek dusi¢nanu stfibrného se retitruje thiokyanatanem

draselnym na indikator NH4Fe(SO4),- 16H,0. 33
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HCN + AgNO; — HNO; + AgCN
AgNO3 + KCNS —> KNO; + AgCNS

3.2 Fotometrické stanoveni

Fotometrie patii pod UV-VIS spektrofotometrii, kterd je zalozena na absorpci
ultrafialového nebo viditelného zareni (200-800 nm) molekul ve zfedénych roztocich.
Principem fotometrie je méfeni proslého zatfivého toku (svétla) ze zdroje meéfenym
absorbujicim prostfedim, ktery dopadd na detektor. K meéfeni se pouzivaji
spektrofotometry, které obsahuji monochrométor. Cim je vyssi koncentrace vzorku, tim

v s 5o ’ v s 34,35
vétsi je zeslabeni ptivodniho zareni. ™

zdroj svétla

sterbma
detektor
optlcka I
mrizka kyveta

Obrazek 4 — Usporadani spektrofotometru 36

Jako zdroj zéafeni ve viditelné oblasti se nejcastéji pouzivaji wolframova
a halogenova zarovka, pro ultrafialovou oblast se pouZiva deuteriova lampa. >

Monochromator vstupujici zéafeni rozd€li na fadu monochromatickych paprski,
z nichz je vybrana pozadovand vinova délka. Sklada se ze vstupni $térbiny pro pfivadény
paprsek, disperzniho prvku a vystupni $térbiny pro paprsek vybrané vinové délky.
Jako disperzni prvky se pouzivaji hranol nebo mfizky. **

Vzorek je umistény v kyveté. Kyveta je z materialu, ktery v pouzivané spektralni
oblasti neabsorbuje zafeni, pro viditelnou oblast je ze skla obycejného, organického
(plexiskla) anebo z kfemenného skla, pro UV oblast vyhovuje pouze sklo kiemenné. *°

Jako detektory zafeni se nejCastéji pouzivaji fotondsobice a diodova pole.
Fotonasobi€ je bézn¢ pouzivany detektor v ultrafialové s viditelné oblasti. Diodové pole je
multikanalovy detektor, jehoz elementy méfi najednou paprsek rozlozeny disperznim

prvkem. **
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Pii kvalitativni analyze slouzi absorpcni spektra pouze jako dopln€k k identifikaci
neznamych latek. Pii kvantitativni analyze se méfend absorbance vyuzivd k urceni
koncentrace sloucenin s chromofory. Obvykle se pracuje s metodou kalibragni kiivky. **

Stanoveni kyanovodiku se provadi po oddestilovani s vodni parou, kdy je veskery
kyanovodik v roztoku NaOH pteveden na kyanid. Kyanidy reaguji s chloraminem T na
chlorkyan, ktery dava s pyridinovym roztokem kyseliny barbiturové pii pH 4-5
Cervenofialové zbarveni vhodné pro fotometrii. M¢Efi se absorbance pii 580 nm proti

slepému vzorku. *’

3.3 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie je separa¢ni metoda, kterd k separaci plynl a par vyuziva
dv¢ heterogenni faze, mobilni a stacionarni. Mobilni faze je zpravidla inertni plyn (dusik,
hélium). Stacionarni fazi je nejCastéji pevnd nebo kapalnd latka zakotvena na inertnim
nosi¢i. V prvnim piipadé dochazi k separaci na principu rozd€lovani analytu mezi
kapalnou a plynnou fazi, v druhém ptipad€ na principu adsorpce. Rozdélené slozky jsou
nasledn& unaseny kolonou az k detektoru, kde jsou zaznamenany. ***°

Znacnou vyhodou plynové chromatografie vic¢i ostatnim chromatografickym
metodam je pouziti plynu jako mobilni faze. Nosny plyn je malo viskozni a je stlacitelny.
Difuzni koeficienty slozek v plynech jsou mnohem vétsi nez v kapalindch a interakce
molekul v plynné fazi jsou ve vétsing piipadii podstatné mensi neZ v kapalné fazi. **

Zatizeni pro plynovou chroamtografii, nebo-li plynovy chromatograf, se sklada
ze zdroje nosného plynu, davkovaciho zafizeni, termostatové separacni kolony, detektoru

a vyhodnocovaciho zatfizeni. Zdrojem plyné mobilni faze a dalSich pracovnich plynii jsou

tlakové ldhve nebo v posledni dobé Casto pouzivané generatory plynt (dusik, vzduch,

vodik). Schematické znazornéni je uvedeno na obr. **
_ T
(E 1 4
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Obrazek 5 — Schematické znazornéni GC, 1 — zdroj plynu, 2 — regulace tlaku a pratoku, 3 —
termostat, 4 — mikrodavkovac¢, 5 — nastiikové zafizeni, 6 — kolona, 7 — detektor, 8 — zesilovaé
signalu, 9 — integrator, 10 — zapisovac, 11 — tiskarna (¢asti 9-11 byvaji nahrazeny pocitacem) 39
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3.3.1 Nosny plyn

Volbu nosného plynu ovlivituje vice faktort. Jednim zrozhodujicich je typ
pouzitého detektoru. Mezi dalsi faktory patii inertnost, Cistota, viskozita, hustota plynu
a bezpe&nost pii praci. Jako nosné plyny se nejéastéji pouzivaji dusik, vodik a helium. **
3.3.2 Davkovaci systémy

Ulohou davkovaée je davkovat do kolony plynny, kapalny nebo tuhy vzorek.
Pti davkovani je tieba zajistit, aby vzorek v co nejkrat§im case vnikl do kolony jako pist,
aby se nezménily tepelné a tlakové podminky v koloné¢ a aby davkovani bylo
reprodukovatelné a po dobu davkovani nedochazelo ke zméné slozeni vzorku. **

U kapilarnich kolon se zpravidla vzorek po zplynovani v davkovaci rozd¢€li na dvé
¢asti. Hlavni ¢ast (napt. 99 %) se nosnym plynem vymyje do ovzdusi a zbytek vzorku
se nosnym plynem piivede do kapilarni kolony. **

3.3.3 Chromatografické kolony

Chromatografické kolony jsou zakladni soucasti plynového chromatografu. Existuji
dva typy kolon: ndpliové a kapilarni. Napliové kolony se v dnesni dobé pouzivaji velmi
malo, a to pfedev§im pro separaci smési plynd. Kapilarni kolony se vyuzivaji pro separaci
vysokomolekularnich a tékavych latek a vSude tam, kde je tfeba dosahovat vyssich
separacnich ucinnosti. Vlastni chromatograficka kolona musi byt dobie termostatovana
tak, aby separatni teploty byly dobfe reprodukovatelné. Bézné se pracuje v rezimu
teplotniho gradientu, kdy se teplota v termostatu méni béhem separace v zavislosti na Case

podle pfedem zvoleného programu. *°

3.3.4 Detektory

Po rozdéleni latek v chromatografické kolon¢ se jednotlivé slozky smési detekuji
pomoci detektoru. Od detektoru se vyzaduje rychla odezva, velkd citlivost a stabilita
mezi detekcee, tj. odlisit slaby signal, ktery odpovidd malému mnozstvi stanovované latky,
od Sumu detektoru. Univerzalni detektor, ktery by spliioval vSechny pozadavky, neexistuje.
38,39

Detektory je mozno rozdélit na destrukéni a nedestrukéni. V nedestrukénich
detektorech latka prochazi detektorem, aniz by se chemicky zménila. Mezi tyto typy patii
tepelné vodivostni detektor, detektor elektronového zachytu, argonovy a héliovy detektor,

infraerveny spektrometr a nékteré dalsi. V destruk¢nich detektorech se latka pti detekci
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nevratné¢ zmeéni. Do této skupiny patii plamenovy ionizacni a termoionizacni detektor

a hmotnostni spektrometr. **

Tepelné vodivostni detektor (Thermal Conductivity Detector — TCD)

Predstavuje univerzalni detektor se sttedné velkou citlivosti. Principem je odvadéni
tepla proudem nosného plynu s vysokou tepelnou vodivosti (He, H;) z rozzhaveného
odporového dratku. Zmeéna teploty zpusobi 1 zménu odporu dratku a tim dojde k poruseni
rovnovahy ve Wheatstonové miustku, jehoz soucasti odporovy dratek je. Obnoveni
rovnovahy se dosdhne zménou kompenzaéniho odporu a tato zména se vynasi v zévislosti
na Case. Detektor se skladd ze dvou komiirek, z nichz jedna je mérna a druhd srovnavaci.
Nejvhodnéj§im nosnym plynem pro pouziti TCD je plyn s co nejvyssi tepelnou vodivosti,

tedy vodik nebo helium. ***°

Plamenovy ionizacni detektor (Flame Ionisation Detector — FID)

FID je nejpouzivangj$im detektorem v plynové chromatografii. K ionizaci molekul
vymyvanych z kolony dochazi v plazmé vodikového plamene, ktery hoii mezi dvéma
elektrodami. Pii spalovani se vazby organickych molekul §t€pi za vzniku iontl, radikalii
a elektrontl, které vedou mezi elektrodami elektricky proud. Velikost vzniklého proudu
odpovidd poctu iontd v detektoru. Odezva detektoru je zavisld na poctu aktivnich
uhlikovych atomt, na charakteru vazby mezi uhliky a na poc¢tu neuhlikatych atomi,
napf. inertni uhlik v oxidu uhli¢itém neposkytuje signal. 39
Detektor elektronového zachytu (Electron Capture Detektor — ECD)

ECD detektor je dal$im ionizacnim detektorem. K ionizaci se zde vSak vyuziva
zéteni P, které poskytuje zati¢ **Ni nebo *H. Jeho principem je zachycovani elektront
elektronegativnimi atomy, funk¢nimi skupinami nebo molekulami. Detektor se sklada
ze dvou elektrod, z nichz katoda je potazena vrstvou ®Ni a anoda slouZi jako sb&ma
elektroda. V detektoru se ucinkem radioaktivniho zafi¢e B ionizuje nosny plyn (dusik)

a vznikaji tak kationty plynu a pomalé elektrony: ***

B +

N2 —_— N2 + e-

Slozky vychazejici z kolony, které maji velkou elektronovou afinitu (latky
obsahujici halogen, aromatické uhlovodiky), zachycuji tyto pomalé elektrony a nabiji
se zaporné. Pohyblivost téchto iontd je mnohem mens$i nez volnych elektronli, coz se
projevi zpomalenim pifenosu ndboje a poklesem elektrického proudu a jeho velikost

se zaznamenava v dase. -
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ECD je velmi selektivni zvlasté k sloucenindm obsahujicim atomy halogent,

fosforu, siry, olova, kysliku, k nitroslou¢enindm a aromatickym uhlovodikiim. 38

Dusikovo-fosforovy detektor (Nitrogen-Phosphorus detektor — NPD)

Detektor NPD se podoba plamenovému ioniza¢nimu detektoru. Misto plamene
vSak pouziva krouzek z alkalickych chloridi rubidia nebo cesia, ktery se vyhtiva civkou
a pres ktery prochazi nosny plyn smichany s vodikem. Horky krouzek emituje elektron
termionickou emisi, které jsou sbiran na anodé¢, a piedstavuji proud pozadi. Pokud se na
detektor dostane latka obsahujici dusik nebo fosfor, je spalen na detektoru a zvysi se emise

o r v ’ vvr 40
elektronil a nasledné proud, ktery se méfi.

3.3.5 Stanoveni HCN, EDN

Stanoveni kyanovodiku pomoci plynové chromatografie je nejpouzivanéjsi
anejjednodussi metoda. Stanoveni je piimé bez jakékoli upravy vzorku. Detekce
kyanovodiku je nejjednodussi a nejacinnéjsi pomoci hmotnostné spektrometrické detekce,
avSak hmotnostni spektrometr je ndkladové nejdraz$im detektorem, ktery se v plynové
chromatografii pouziva. Dalsi pouzivané detektory jsou TCD, ECD, NPD a FID.

Pro stanoveni dikyanu plati skoro totéz, co pro kyanovodik. Hmotnostni
spektrometrie je op€t nejlepSi variantou. AvSak pro jiné detektory neplati to samé.

Pro dikyan davaji nejlepsi odezvy detektory TCD, FID a NPD.
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4 Mikroextrakce tuhou fazi

Mikroextrakce tuhou fazi (Solid Phase Microextraction - SPME) je jednoducha
aucinna sorpcné-desorpéni technika zakoncentrovani analyzovaného vzorku (analytu).
Tato technika byla vyvinuta v 90. letech skupinou analytiki pod vedenim profesora
Janusze Pawliszyna. Metoda SPME se rozsitila do laboratofi po celém svété pro jeji rychlé
aucinné pouziti pii izolaci latek, zakoncentrovdni a stanoveni organickych sloucenin
z ptirodnich vzorkii. SPME sehodi jak pro kvalitativni, tak 1 kvantitativni
analyzu vzorka. *"**

Podstatou metody SPME je kiemenné vldkno pokryté riznymi typy stacionarni
faze, které se od sebe 1isi riznou polaritou i sorpénimi vlastnostmi. SPME vlakna mohou
byt pouzivana opakované¢ az cca 100 analyz v zdvislosti na typu aplikace a péci
o vladkno. Pfi opakovaném pouziti se vlakno aktivuje zahtatim. Sorpce analytu probihd na
zminéném vladkné, dokud neni dosazena rovnovaha. SPME se liSi od klasickych
extrakénich metod tim, Ze analyt neni extrahovdn ze vzorku v co nejvétsi koncentraci,
ale jen do dosazeni rovnovédzného stavu. Z fyzikalné-chemického hlediska je rovnovazny
stav. u SPME metody zavisly na koncentraci analytu ve vzorku a na druhu a tloustce
polymeru, ktery tvoii povrch kiemenného vlakna. *'***

Spravnost a celkovou presnost vysledki u SPME ovliviluje cela fada faktorii
(vybér vlakna, iontova sila, pH, michani, velikost a druh molekul sorbované latky, teplota
atd.). U SPME se pro jeji linearitu v Sirokém koncentracnim rozmezi obvykle pouziva
kalibracni metoda. Pfi spravném vybéru vhodného typu vlakna lze dosahnout
reprodukovatelnych vysledkl i pfi nizkych koncentracich analytl. Jeji pouziti mé velky

vyznam ve spojeni GC-MS a split/splitless nebo pro piimy nastiik na kolonu. *'+*

4.1 Zarizeni pro mikroextrakci tuhou fazi

SPME zatizeni (obr. 6) se skladd z pistu, drzaku, ocelové jehly a kifemenného
vlakna. Kfemenné vlakno potazené sorpcni vrstvou je piipojeno na ocelovy pist a umisténo
v duté ocelové jehle, kterd ma ochranou funkci pred mechanickym poskozenim vlakna.
Jehlu s pozadovanym vlaknem Ize jednoduSe vyménit za jinou. Pro rozliSeni se pouzivaji

: 44
barevné koncovky.
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Obrazek 6 — Zatizeni pro mikroextrakci tuhou fazi, 1 — pist, 2 — zajisténi pistu, 3 — t€lo drzaku, 4 —
ochranna jehla, 5 — ocelova tyc¢inka, 6 — SPME vlakno “

4.2 Princip metody HS-SPME

Obr. 7 schématicky ukazuje postup pii extrakci a nasledné desorpci analytu
umetody HS-SPME, head-space SPME. Ocelova jehla propichne septum v zatce
zkumavky. Pomoci pistu se vlakno dostane nad hladinu vzorku, kde je koncentrace par
zkoumanych latek nejvétsi. Analyt je extrahovan do vrstvy pokryvajici vlakno.
Po dosazeni sorp¢ni rovnovahy je vlakno opét zasunuto do jehly a spolu s ni je vytaZzeno
z vialky. V této fazi je velmi dulezité urcit délku extrakce (extrak¢ni Cas), ten je riizny
a zavisi na mnoha faktorech (tloustka sorp¢ni vrstvy, uprava vzorku, poloha vldkna
atd.). ¥

Po vytaZzeni jehly ze zkumavky nasleduje desorpce analytu. Jehla je zavedena
do nastfikového prostoru plynového chromatografu, kde je analyt tepelné desorbovan

a unasen na GC kolonu. *
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PHiprava vzorku Inkubace HS-5PME ‘

Desorpce a regenerace

viakna v GC njeldtorn
Obrazek 7 — Extrakéni a desorpéni postup u metody HS-SPME 46

4.3 Optimalizace metody

Ptesnost a spravnost vysledkii je ovlivnéna celou fadou faktort, napt. polaritou
a tloustkou stacionarni vrstvy, zplisobem vzorkovani, hodnotou pH, iontovou silou
roztoku, teplotou vzorku, michanim apod.
4.3.1 Stacionarni vrstva

Vybér vhodné stacionarni vrstvy je velmi dilezity pro dosazeni dobré selektivity
stanovovaného analytu, ktery hraje klicovou roli v procesu SPME. Na zékladé¢ zndmého
pravidla, ze podobné se rozpousti v podobném, je tfeba vybirat 1 vladkno. Znamena to,
ze nepolarni vlakna by se méla pouzivat pro extrakci nepolarnich analyti a naopak.

Prehled komeréné dostupnych stacionarnich fazi je uveden v tabulce 1. ¥/
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Tabulka 1 - Pfehled komer¢né dostupnych stacionarnich fazi 48

Max.
Tloustka Doporucené teplota
Stacionarni vrstva Aplikace
vrstvy pouziti (pro
GO)
100 pm GC-HPLC 280 °C Te&kavé léltky, nepola’u’ni
a tekavé organickeé
Polydimethylsiloxan 30 um GC-HPLC 280 °C .
slouceniny,
(PDMS) lvevklicke
7um  GC-HPLC  340°C POYEYEHeKe
aromatické uhlovodiky
Poléarni organické
Polyakrylat (PA) 85 um GC-HPLC 320 °C  slouceniny; triaziny
a fenoly
Polydiethylsiloxan- 65 um GC 270 °Cc  Aromatické uhlovodiky
divinylbenzen a t¢kava rozpoustédla;
(PDMS-DVB) 60 pm HPLC - analyza vzduchu
Plyny a
nizkomolekularni latky,
Carboxen- tékavé organické
polydimethylsiloxan 75 pm GC 320 °C  slouceniny a
(CAR-PDMYS) uhlovodiky, stopové
koncentrace té¢kavych
latek
Carbowax-divinylbenzen Polarni organické
65 um GC 265 °C .
(CW-DVB) slouceniny; alkoholy
Carbowax-pryskifice '
50 pm HPLC - Povrchové¢ aktivni latky

(CW-TRP)

Stacionarni faze lze rozd¢€lit na homogenni Cist¢é polymery — absorbenty a na

porézni castice suspendované v polymeru — absorbenty. Mezi vlakna s homogennimi

polymery se fadi polydimethylsiloxan (PDMS) a polyakrylat (PA). Divinylbenzen (DVB)

suspendovany v PDMS, divinylbenzen suspendovany v Carbowaxu (CW) a Carboxen patii

do skupin vldken s poréznimi adsorpcnimi casticemi.

znazornény na obrazcich 8 a 9. **#
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absorpce adsorpce na velkych pérech  adsorpce na malvch parech

Obrazek 8 — Schéma extrakénich mechanismil absorpce a adsorpce — pocatek sorpce 49
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ahsorpce adsorpce na vellkych porech  adsorpce na malvch parech

. . Y P y 49
Obrazek 9 - Schéma extrakénich mechanismi absorpce a adsorpce — rovnovazny stav

Citlivost metody SPME ovliviiuje tloustka stacionarni fdze vlakna. Silnéjsi vrstva
je schopna vyextrahovat vice analytu, proto se vlakna se siln€j$i vrstvou pouzivaji pro
zachyceni tckavéjSich latek. Tenka vldkna zajiStuji zrychlenou diftzi a uvolnéni vyse
vroucich latek béhem tepelné desorpce. Silnd vrstva u€innéji extrahuje vyse vrouci slozky
ze vzoru, ale desorpce je dlouhotrvajici proces. Analyt tak mtze byt prenaSen az do dalsi

extrakce. 4%

4.3.2 Délka doby sorpce

Doba sorpce se voli tak, aby bylo dosazeno rovnovahy, tj. co nejvétsi extrakce
analytu, nejvyssi citlivosti a dobré opakovatelnosti. Optimalni doba se zjisti proméfenim
zavislosti vytéznosti analytu na dobé sorpce. V nékterych piipadech se vSak ustanoveni
rovnovahy nedosdhne ani po nékolika hodinach, a proto lze volit kratsi extrakéni dobu,
kterou je vhodné dodrzovat pti vSech analyzdch pro zajisténi dobré opakovatelnosti.
Extrakce vétSinou trva 15-20 minut, ale mize byt samoziejmé kratsi, nékdy i v fadech

desitek sekund. ** 4’
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4.3.3 Zpisob vzorkovani

Existuji dva zplsoby vzorkovani. Prvni zpisob je piima SPME, oznafovana
zkratkou DI-SPME (Direct Immersing SPME), pfi které dochéazi k ponoieni vldkna do
vzorku. Druhym zplisobem je headspace SPME, oznaCovand zkratkou HS-SPME
(Headspace SPME), kterd vyuziva extrakci analytii z prostoru nad vzorkem v uzaviené
nadobé. DI-SPME se pouziva predev§im pro latky v kapalném skupenstvi a u nékterych
tuhych latek. HS-SPME se pouziva pro extrakci tékavych latek. Ustdleni rovnovahy mezi
vldknem a analytem v plynném stavu je rychlejsi nez u DI-SPME, protoze molekuly
analytu se rychleji pohybuiji v plynu nez v ostatnich skupenstvich. Cas, ktery je potieba pro

vzorkovani HS-SPME je vétsinou relativng kratky, 5-15 min. ¥’

4.3.4 Zahiivani vzorku

Zahtivani vzorku obecné zkracuje ¢as potiebny k dosazeni rovnovahy, a tudiz se
zkracuje 1 doba sorpce. U nékterych vzorki je zahtivani nutné, napft. pti headspace analyze
a analyze malo tékavych latek. V headspace prostoru se zvysi koncentrace analytl, coz
umoziuje rychlejsi a ucinnéjsi extrakei. 47
4.3.5 Michani vzorku

Michani vzorku zlepSuje a zkracuje extrakci, zejména u molekul s vyssi
molekulovou hmotnosti. Proménlivé michani je nezddouci, protoze zpusobuje nizsi

opakovatelnost stanoveni. Je to dal§i faktor, ktery ovliviiuje reprodukovatelnost. **

4.4 Vyuziti SPME

Metoda SPME ma fadu aplikacnich vyuziti. Pouzivéa se zejména v oblasti zivotniho
prostiedi a stanoveni zneciStujicich latek, napt. PCB, PAH, pesticidy, fenoly,
organokovové slouCeniny — Hg, Sn, Pb, ve farmaceutickém pramyslu pii stanoveni
obsahovych a ucinnych latek pfitomnych v synteticky piipravenych léCivech i ve
fytofarmakéch, dale se pouziva v potravinafstvi pfi stanoveni vonnych a chutovych latek,
mastnych kyselin, nezadoucich exogennich a endogennich kontaminantli. Rovnéz tato

metoda nasla uplatnéni ve forenzni analyze, toxikologii a dalsich oborech. *°

4.5 Stanoveni HCN pomoci SPME
Takekawa a kol. pouzili HS-SPME pro stanoveni kyanidi pomoci GC/NPD na

carboxen-divinylbenzenovém vldkng. Stanoveni kyanidl prokazovali v krvi. Sheely a kol.
stanovovali plynny kyanovodik metodou HS-SPME/GC v polnich podminkach. Prokézali,
ze vlakno carboxen-divinylbenzen ma mnohem mensi analytickou kapacitu nez vlakno

potazené carboxen-polydimethylsiloxanem. Pro analyzu pouzili vlakno CAR/PDMS
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o tloustce 85 um. Pied odbérem vzorkl byly vldkna podrobeny zahtivani po dobu 5 minut
pti teploté 280 °C. Odbér vzorkii probihal v komorach, ve kterych byly vlozeny kanystry
se vzorky kyanovodiku. Odbér vzorku zahrnoval soucasnou expozici sedmi vldken po
dobu 2 minut. Po dokonceni odbéru vzorkii byla vlakna rychle vytazena a kazdy ocelovy
pist byl uzavien silikonovym septem. Takto izolovand vldkna byla umisténa do chladice
naplnénym suchym ledem a byla piepravena do laboratoie pro analyzu. Od odbéru vzorkl
a analyz uplynulo méné nez 12 hodin a vldkna byla timto zplisobem chlazena az do
1 minuty pfed analyzou. Prokézali, ze mezi analyzou takto odebranych a uskladnénych
vzorkll a analyzou vzorkd odebranych tésné pied analyzou neni statisticky rozeznatelny
rozdil. Pti pouziti GC/NPD vykazoval kyanovodik linearitu od koncentraci 1 ppm
az do 50 ppm. "2

Metoda stanoveni rezidui po fumigaci kyanovodikem a EDN ve vybranych
komoditach byla vletech 2015 a 2016 vyvijena v LZ Draslovka a.s. ve spolupraci
s Ustavem analyzy potravin a vyzivy na Fakulté potravinaiské a biochemické technologie
VSCHT Praha pod vedenim prof. Ing. Hajslové, CSc. Jejich vyzkum vedl k pouZiti
automatizované techniky headspace mikroextrakce tuhou (HS-SPME) fazi pro izolaci
EDN a HCN v je¢meni. Identifikace a kvantifikace byla provedena pomoci plynové
chromatografie ve spojeni s hmotnostné spektrometrickym detektorem s méfenim doby
letu. Jako staciondrni fazi pouzily carboxen/polydimethylsiloxan. Inkubace vzorka trvala
10 min pti 30 °C, sorpce trvala 10 minut pii teploté 30 °C a desorpce trvala 2 minuty pfi
teploté 220 °C vrezimu splitless. Na zékladé vysledkti provedenymi VSCHT bylo
doporuceno LZ Draslovka pro stanoveni rezidui po fumigaci obilovin pravé vyuziti HS-

SPME techniky. >*
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5 Validace metody

Validace je proces, jehoz cilem je demonstrovat a dokumentovat kvalitu analytické
metody ustanovenim definovanych kritérii a méfenim hodnot téchto kritérii, které jsou
definovany v nasledujicich kapitolach. Zjednodusené fteceno jde o ovéfeni platnosti

zvoleného analytického postupu. >*

5.1 Linearita

Linearita metody je schopnost (v ramci urCitého rozsahu) métit vysledky piimo
imé&mé koncentraci analytu ve vzorku. >*

Linearita je tedy chapédna jako pifimkova zavislost mezi dvéma nahodnymi
proménnymi, tj. analytickym signdlem a koncentraci analytu. T€snost vzajemné zéavislosti
dvou nahodnych proménnych charakterizuje hodnota korelaéniho koeficientu RZ.
Pii linearni zavislosti nabyva hodnoty +1. Cim vice se blizi jedné, tim je zavislost obou
promé&nnych t&sn&jsi. >
5.2 Opakovatelnost

Opakovatelnost vyjadiuje tésnost souhlasu mezi vysledky nezévislych méteni
stejného analytu provedenych stejnou metodou, stejnym experimentatorem, na stejném
pristroji, na stejném misté, za stejnych podminek. Opakovatelnost je vlastnosti metody,

ne vysledku. >

5.3 Mez detekce

Mez detekce (LOD) daného analytického postupu je dana jako nejmensi mnoZzstvi
analytu ve vzorku, které¢ mtize byt detekovano. LOD je takova koncentrace latky, ktera
vyvola odezvu méFiciho systému vétsi neZ trojnasobek urovné Sumu. *°

U separacnich metod se pouziva k vypoctu meze detekce velikost hodnoty signalu
slepého pokusu a smérnice kalibra¢ni pfimky. Z chromatogramu slepého pokusu se urci

maximalni kolisani zdkladni linie /. Mez detekce pak po&itime podle vztahu: *°

LOD = 3
b

Smérnice kalibracni ptimky b musi byt z koncentracni zavislosti y =b-x, kde y
je vyska chromatografického piku a ne plocha, jak je obvyklé. *°

5.4 Mez stanovitelnosti

v

stanoveno s pfijatelnou presnosti a spravnosti za uvedenych podminek. Mez stanovitelnosti
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je koncentrace latky, kterd vyvold odezvu méfticiho systému vétsi nez je desetindsobek
urovné Sumu. U separacnich metod plati stejné podminky jako pro mez detekce. V této
praci byla mez stanovitelnosti uréena pomoci nasledujicich vztahii: >

10-4,.
b

LOQ =
Pro y =b-x plati stejné podminky jako pro mez detekce. 26

5.5 Statistické parametry pro zpracovani namérenych dat

5.5.1 Aritmeticky pramér
Aritmeticky primér je definovan jako soucet vSech naméfenych hodnot vydélenych

jejich poctem. *°
;—1 (x, +x, + +x)—1 Zn:x
n 1 2 n n <= i
kde n je pocet méteni x.

5.5.2 Smérodatna odchylka

Charakterizuje rozptyleni jednotlivych hodnot x;, kolem aritmetického priméru.

Uvadi se ve stejnych jednotkach, v jakych je vyjadiena veli¢ina x a je definovéna jako: >

1 & -
S—\/;-Z(xi - X)

i=1

5.5.3 Relativni smérodatna odchylka
Relativni smérodatnd odchylka udavd procentudlni rozptyleni od aritmetického

priméru, uvadi se v procentech a je definovéana vztahem: >

RSD =2 100 [%]
X
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6 Experimentalni Cast

6.1 Pouzité chemikalie

Kyselina boritda H3BO;, CAS 10043-35-3, p.a. 99,8% byla pouzita od firmy
Lachner.

Kapalny roztok kyanovodiku, CAS 74-90-8, byl pouzit od firmy Lucebni zavody
Draslovka a.s. Kolin pod novym obchodnim nazvem BLUEFUME s obsahem
kyanovodiku 97,6 % a stabilizatory oxidu sifi¢ittho v obsahu 0,9-1,1 % a kyseliny
fosfore¢né v obsahu 0,09-0,1 %.

Od firmy Lucebni zavody Draslovka a.s. Kolin byl pouzit i dikyan, CAS 460-19-5,
ktery firma vyrabi. Slozeni pouZivan¢ho dikyanu je 97,6 hmotnostnich % dikyanu
a 0,2 hmotnostnich % kyanovodiku.

Pro GC analyzy byly pouzity plyny od firmy Linde Gas a.s. CR, a to vodik 3.0,
hélium 4.6, dusik a vzduch.

Pro argentometrické stanoveni byly pouzity hydroxid sodny, NaOH, CAS 1310-73-
2, p.a. 99,5 % od firmy Lachner, dusi¢nan sttibrny, AgNOs;, CAS 7761-88-8, od firmy
Safina, chroman draselny, K,CrO4, CAS 7789-00-6, p.a. 99,3 % od firmy Lachner, chlorid
sodny, NaCl, CAS 7647-14-5, p.a. 99 % od firmy Penta a jodid draselny KI, CAS 7681-
11-0, p.a. 99,5% od firmy Penta.

Pro fotometrické stanoveni byly pouzity hydroxid sodny NaOH, CAS 1310-73-2 od
firmy Lachner, kyselina barbiturovd, C4H4N,Os3, CAS 67-2-7, p.a. 99% od firmy Sigma
Aldrich, pyridin, CsHsN, CAS 110-86-1, 99,9% LZ Draslovka, kyselina sirova, HySOy,
CAS 7664-93-9, p.a. 97% od firmy Lachner, chloramin T, C;H;CINNaO,S-3H,0,
CAS 127-65-1, p.a. 99 % od firmy Sigma Aldrich a dihydrogenfosforecnan sodny,
NaH,PO4-2H,0, CAS 13472-35-0, p.a 99 % od firmy Penta.

Vsechny roztoky byly pfipraveny v deionizované vodé a byly probublany plynnym
argonem 4.6 od firmy Linde Gas a.s..

Od vyrobce Mlyn Havlickiv brod spol. s.r.o. byly testovany vzorky mouky z 1 kg

baleni. Zrni pSenice bylo dodano od soukromého dodavatele a bylo sklizeno v roce 2016.
6.2 Pristroje a zarizeni

e Sklenéné headspace vialky o objemu 20 ml s vicky se silikonovymi septy

(CHROMSERVIS s.r.0., CZ)
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e Drzak pro manuélni SPME a vldkno (Supelco, USA) - faze
Carboxen/polydimethylsiloxan 75 pm
e Zatizeni pro upravu deionozované vody Aqua osmotic 03
e Tiepacka Sklarny Kavalerie Votice, 214-70, Ceskoslovensko
e Block heater STUART SBH200D, teplota do 200 °C
e Analytické vahy KERN ACJ/ACS, ACJ-420-4M, s piesnosti na 4 desetinna mista
e Spektrofotometr DR-4000V UV/VIS, 190-1100 nm od spole¢nosti Hach
e Plynovy chromatograf od firmy DANI Instruments, Master GC s NPD detektorem
o Kapilarni kolona RT-QBond 30 m dlouhd, ID 0,53 mm, film 0,2 pum
o S/SL injektor
o Focus S/SL liner sklenény se ziizenim 4 mm ID, Restek
o Dusiko-fosforovy detektor, NPD (DANI Instruments, Italy)
o Sbér a zpracovani dat na pocitaci pomoci softwaru Clarity od firmy Dataapex.
e Plynovy chromatogram od firmy Shimadzu, Shimadzu GC-17A.
o Kapilarni kolona RT-Q-Bond, 30 m dlouha+2x10 m trap, ID 0,53 mm, df
20 pm
o Plamenové-ionizaéni detektor, FID (Shimadzu)

o Sbér a zpracovani dat na pocitaci pomoci softwaru Clarity od firmy Dataapex.
6.3 Priprava roztoki

6.3.1 Priprava 1% vodného roztoku kyseliny borité

Zasobni 1% roztok kyseliny borité v deionizované vod€ se pfipravi rozpuSténim
10 g v 1 litru vody probublané¢ plynnym argonem. Vodu je nutné probublat plynnym
argonem, aby nebyl pfitomen kyslik a nedochéazelo k rozkladu kyanovodiku. Roztok se po
nékolika pouziti opét probublda argonem. Vodny roztok kyseliny borité se pouziva
z ditvodu stabilizace
6.3.2 Priprava roztoku 0,1M dusi¢nanu stfibrného

Zasobni roztok 0,1M dusi¢nanu stiibrné¢ho se piipravi rozpusténim 17,1 g AgNOs
v 1 000 ml neionizované vody. Takto piipraveny roztok je nutné stanovit na cistou latku.
Stanovuje se na chlorid sodny, ktery se nejprve vyzihd a da se na urcitou dobu do
exsikatoru. Navazi se 0,1g (pfimo z vazenky) NaCl, rozpusti se v 30 ml vody, k roztoku se

piida 1 ml 10% K,CrOy a titruje se AgNO3 do zlutohnédého zbarveni. 33
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6.3.3 Priprava pyridinového roztoku kyseliny barbiturové

Do kéadinky o objemu 150 ml se navdzi 3 g kyseliny barbiturové a za stalého
intenzivniho michani pfidd 20 ml demineralizované vody a 15 ml pfedestilovaného
pyridinu. Smés se dale intenzivné micha (cca 10 minut) do Uplného rozpusténi kyseliny
barbiturové a vycefeni roztoku. Obsah kadinky se kvantitativné prevede 5 ml
demineralizované¢ vody do 50 ml odmérné banky. Do odmérné banky se ptidaji 4 ml
koncentrované HCI a smés se nechd jesté dalSich 10 minut intenzivné michat. Po uplynuti

této doby se vyjme michadlo a obsah se doplni demineralizovanou vodou po rysku. *’

6.3.4 Priprava roztoku kyanovodiku
Kapalny kyanovodik (BLUEFUME) se navazi do 100 ml odmérné banky a doplni
se po rysku pfipravenym roztokem kyseliny borité. Takto pfipraveny roztok je skladovan

pii 4°C. Pfesné stanoveni kyanovodiku se provede argentometrickou titraci.

6.3.5 Priprava roztoku dikyanu

Do 250 ml uzaviratelné nddoby s vickem se septem se ptedlozi 100-150 ml roztoku
kyseliny borité. Plynny dikyan je davkovan do roztoku ptes septum. Probublani roztoku
kyseliny borité dikyanem trva cca 1 min. Takto pfipraveny roztok je uchovavan v lednici.

Stanoveni dikyanu je po vychlazeni provedeno opé€t argentometrickou titraci.

6.3.6 Priprava vzorki
1 g hrubé mouky nebo zrni se navazi do 20 ml SPME vialky. Vzorek matrice se
zvazi a vialka se vzduchotésné uzavie. Do vialky se pfes septum piidd 5 ml roztoku

kyseliny borité a matrice se tak prevrstvi.
6.4 Meéreni a stanoveni

6.4.1 Stanoveni koncentrace zasobniho roztoku HCN a EDN
Do titracni banky se ptfedlozi 100 ml destilované vody, 10 ml 5% NaOH
a2ml 10 % KI. Z injekeni stiikacky se pfedlozi dostate¢né mnozstvi vzorku a titruje se

0,1 M roztokem AgNOs do prvniho zékalu. **

6.4.2 Fotometrické stanoveni kyanovodiku v oSetfenych komoditiach

5 g vzorku se ptedlozi do 10 ml 5 % roztoku hydroxidu sodného a roztok
se 1 hodinu intenzivné michd. Nasledné se pipetuje 1 ml vylouhovaného roztoku do 200 ml
odmémné banky, vzorek se okyseli na methyloranz ze zlut¢ho do rizového
zbarveni. Pak se v rychlém sledu ptfidaji 3 ml roztoku dihydrogenfosfore¢nanu sodného
a za michani se prikapava roztok chloraminu T do odbarveni methyloranze a pak se ptida

jesté 1 ml navic. Déle se ptidaji 3 ml pyridinového roztoku kyseliny barbiturové, banika
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se doplni po rysku vodou a obsah se promichd. Roztok se nechd vybarvit a nasledné se
vvvvv 37

6.4.3 HS-SPME

Vldkno je nutno pied kazdou analyzou tepelné aktivovat. Vzorek je temperovan
a tfepan 10 minut pfi teploté 30 °C. Nasledna sorpce na vlakno trvd 15 minut pfi teploté
30°C z headspace prostoru. Pii sorpci je hrot vladkna umistén 5 mm nad hladinou roztoku.
Desorpce v injektoru probéhne do 2 minut pii 220 °C a vldkno je ponechano v nastiikovém

prostoru béhem celé analyzy.

644 GC

Mg¢éteni bylo provadéno na plynovém chromatografu od firmy DANI Instruments,
Master GC. Na tomto plynovém chromatografu byly méfeny veSkeré analyzy spojené
se stanovenim vzorkli odebranych metodou SPME. Pro detekci byl pouzit NPD detektor.
Teplota na detektoru byla nastavena na 250 °C. Injektor byl vyhiivan na teplotu 220 °C.
Déavkovani je provadéno v rezimu splitless po dobu 2 minut.

Kolona byla vyhfivand na 100 °C po dobu 6 min a nésleduje teplotni program
50 °C/min do konec¢né teploty 240 °C, kdy byla kolona na tuto teplotu vyhtivana po dobu
2,20 minut. Celkova délka analyzy je 11 minut. Jako nosny plyn bylo pouzito helium.

Déle byl pouzit plynovy chromatograf od firmy Shimadzu GC-17A vybaveny
prepinacem na detektory TCD a FID. Na tomto chromatografu byla provadéna pouze
dopliiuyjici méteni analyzovanych roztokli. Pro detekci byl pouzit FID detektor. Teplota
termostatu byla nastavena 100 °C, teplota detektoru na 200 °C a teplota injektoru na

100 °C. Celkové doba analyzy je 5 minut. Jako nosny plyn bylo pouzito helium.
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7 Vysledky a diskuze

7.1 Optimalizace extrakénich podminek

Pro ucely této prace byly optimalizovany podminky HS-SPME extrakce a desorpce
scilem dosdhnout co nevyssi extrakéni uCinnosti béhem pfiijatelné doby. Byly
optimalizovany nasledujici parametry: inkubace, doba sorpce a teplota pfi sorpci.

Na zéklad¢ ziskanych informaci zvySe uvedenych publikaci byly nékteré
parametry pouZity pro udely této prace. " °* 7 K testovani bylo vybrano vldkno
CAR/PDMS 75 um i s ohledem na skupenstvi a tékavost analytl. Teplota pii inkubaci
a sorpci na vldkno byla zvolena na 30 °C, protoze po prométeni vzorkl pti 40 °C nebylo
dosazeno opakovatelnych vysledkii. Temperovani vzorku bylo podpofeno tfepanim.
Desorpce na injektoru pii GC analyze probihala pfti teploté 220 °C.

Ve snaze wurCeni dobyinkubace byla provedena analyza roztoku HCN
o koncentraci 3,42 ppm, kdy byly proméfeny 3 roztoky o stejné koncentraci s riznou
dobou temperovani roztokli. Na zéklad¢ této analyzy byla stanovena doba inkubace
10 minut (viz graf 1).
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Graf 1 — Zavislost plochy piku kyanovodiku na dob¢ inkubace
K uréeni doby sorpce bylo provedeno 5 analyz pro koncentrace 34,9 ppm
a 3,42 ppm standardu HCN. VSechny roztoky byly 10 minut ttepany pii 30 °C a sorpce na
vladkno trvaly 5, 10, 15, 20 a 25 minut. Na zéklad¢ vysledkt (viz graf 2) byla urcena

optimalni doba sorpce 15 minut.
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Graf 2 — Zavislost plochy pikii na dobé extrakce pro koncentrace kyanovodiku 34,9 ppm
a 3,42 ppm

Dalsi parametr, ktery byl nutny optimalizovat, byla doba louhovani fumigované
matrice ve vodném roztoku kyseliny borité¢. Testovani délky louhovéani bylo provedeno
u zrni pSenice, kterd byla odebrand po 23 hodinach odvétrani. Odbér byl proveden po
10 minutach a nésledné po 1, 2 a 3 hodinach. Z namétenych ploch pika byl sestrojen
graf 2. Nasledné¢ byl roztok nechan v termostatu do druhého dne, kdy bylo méteni
zopakovano. Naméfend hodnota odpovida hodnoté ziskané po 3 hodinach louhovani.
Z namétenych dat byla zvolena doba louhovani na 3 hodiny.

Tabulka 2 — Tabulka zavislosti ploch pikl kyanovodiku na dob¢ louhovani zrni (p$enice)

Plocha piku
Doba louhovani [min]
[mV/s]

10 623,456

60 1410,153

120 1407,561

180 1424914

1440 (24h) 1429,079
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Graf 3 — Grafické znazornéni zavislosti doby louhovani na plochach pikt kyanovodiku
Po aplikaci takto optimalizované metody na standard EDN ve vodném
roztoku kyseliny borité nastal problém srozkladem EDN na HCN. Pfi rtznych
koncentracich standardi EDN byl pomér piki EDN/HCN pokazdé jiny (viz obrazky
10a11). Krozkladu maze dochazet bud’ v zdsobnim roztoku standardu EDN vlivem

nestability EDN, na povrchu vlakna, nebo vlivem vysoké teploty pfi desorpci v injektoru.
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Obrazek 10 — Chromatogram HS-SPME/GC-NPD analyzy EDN ve vodném roztoku kyseliny
borité o koncentraci 8,43 ppm, 1 — EDN, 2 — HCN, 3 — neznamy pik

[min.]

38



[m\]

800+

00+

Voltage

400+

200+

0 3 i 3 |
Retention Time [min.]

Obrazek 11 — Chromatogram HS-SPME/GC-NPD analyzy EDN ve vodném roztoku kyseliny
borité o koncentraci 26,23ppm, 1 — EDN, 2 — HCN, 3 — nezndmy pik

Déle byly provedeny srovnavaci GC analyzy s pouzitim FID detektoru za ucelem

kvantifikovat skute¢né mnozstvi kyanovodiku v roztoku. Bylo prokazéano, Zze zasobni

roztok o koncentraci 0,2 % ani nafedény roztok o koncentraci 26,23 ppm neobsahuji

kyanovodik v detekovatelném mnozstvi (viz obrazky 12 a 13).
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Obrazek 12 — Chromatogram GC-FID analyzy kapalné faze zasobniho roztoku standardu EDN ve
vodném roztoku kyseliny borité o koncentraci 0,2 %, 1 - EDN
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Obrazek 13 — Chromatogram GC-FID analyzy plynné faize EDN ve vodném roztoku kyseliny
borité o koncentraci 26,43 ppm, 1 — EDN, 4 — neznamy pik

Aby byl jednoznaéné prokdzan vliv teploty na rozklad EDN, byla provedena GC-
FID analyza EDN ve vodném roztoku kyseliny borité o koncentraci 56,66 ppm pii riznych
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teplotaich na injektoru. U zelen¢ho chromatogramu byla teplota na injektoru 200 °C
a u ¢ervené¢ho chromatogramu 100 °C (viz obrazek 14). Pii vyssi teploté na injektoru je

patrny naruast koncentrace kyanovodiku.
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Obrazek 14 — Chromatogram GC-FID analyzy plynné faize EDN ve vodném roztoku kyseliny
borité o koncentraci 56,66 ppm, 1 — EDN, 2 - HCN

Déle byla také provedena HS-SPME/GC-NPD analyza EDN ve vodném roztoku
kyseliny borité pfi snizené teploté na injektoru na 100°C. Ackoliv byl evidentné prokazan
vliv zvySené teploty na rozklad EDN, z chromatogramu (viz obrazek 15) je patrné, ze 1 pii
nizsi teplote na injektoru dochazi k rozkladu EDN, z ¢ehoz vyplyva, Ze v takovém piipadé
neni mozné zaruCit opakovatelnost vysledkti. Domnivam se, Ze naméfeny vyrazny rozpad
EDN na HCN miize byt zptisoben vlivem teploty a delsi doby desorpce spole¢né s velkym
povrchem SPME vlakna.
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Obrazek 15 — Chromatogram HS-SPME/GC-NPD analyzy EDN ve vodném roztoku kyseliny
borité o koncentraci 22,24 ppm pii teploté¢ 100 °C na injektoru, 1 — EDN, 2 — HCN, 5 — acetonitril

Aby se vyloucil vliv vody na rozklad EDN, byly provedeny obdobné testy
v acetonitrilu. Roztok EDN v acetonitrilu byl prométen pii riznych teplotach na injektoru,
a to pii 200, 150 a 100 °C (viz obrazek 16). Z vysledkl vyplyva, Ze sniZeni teploty pfi
metodé SPME/GC je sice mozné, protoze plocha pikd zlstava pii vSech teplotach stejna,
tzn., ze dojde ke kvantitativni desorpci, ale bohuzel i pii nizSich teplotach dochézi
k rozkladu EDN na HCN, tak jako je tomu u EDN ve vodnych roztocich kyseliny borité.

Z namétenych dat byly stanoveny mez detekce a mez stanovitelnosti. Vypocet LOD
vychazi z vysky piku (viz kapitola 5.3). Z linedrni zavislosti vysky piku na koncentraci
analytu byla odectena smérnice pifimky, b, =0,074 a ze zdznamu Sumu detektoru bylo

ur¢eno maximalni kolisani zékladni linie, 4_, =0,688 mV . Vypoctend mez detekce

uroztoku EDN v acetonitrilu je 28 ppm. Obdobnym zpisobem byla vypoctena mez

detekce ve vodnych roztocich na hodnotu 0,2 ppm (b, =10,105,4 . =0,0,722 mV").

Vlastni tékavost acetonitrilu potlacuje rovnovazny obsah stanovovanych slozek v plynné
fazi, coz vede k vyraznému sniZeni citlivosti metody. Vzhledem k o¢ekavanym piisnym
limitim rezidui EDN a HCN ve fungovanych komoditdch je pozadovana vétsi citlivost
metody (fddoveé v jednotkach ppm). Z tohoto pohledu je pouziti acetonitrilu jako

rozpoustédla pro stanoveni SPME/GC s NPD detektorem nevhodné.
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Obrazek 16 — Chromatogram HS-SPME/GC-NPD analyzy roztoku EDN v acetonitrilu
o koncentraci 60,84 ppm, 1 — EDN, 2 — HCN, 5 — acetonitril, 6 — neznamy pik

7.2 Validace metody

Validace metody byla provedena pouze pro kyanovodik prostfednictvim stanoveni
linearity, opakovatelnosti, meze detekce a meze stanovitelnosti.
7.2.1 Opakovatelnost

Opakovatelnost metody byla stanovena na zaklad¢ 5 méfeni roztoku kyanovodiku
o koncentraci 34,9 ppm. Z naméienych ploch piki byla vypoctena relativni smérodatna

odchylka RSD [%]. Namétené a vypoctené hodnoty jsou uvedeny v tabulce 3.
Tabulka 3 - Opakovatelnost metody pro koncentraci kyanovodiku 34,9 ppm

. Plocha piku
Vialka [mV/s]
1 4315,021
2 4354,444
3 4343,444
4 4230,757
5 4221,043
x[mV /s] 4292,942
s[mV/s] 56,31495
RSD [%] 1,312
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Graf 4 — Grafické znazornéni opakovatelnosti metody pro koncentraci kyanovodiku 34,9 ppm

Hodnota RSD by neméla piesahnout 10 %, coz bylo splnéno. Relativni smérodatna
odchylka vychazi 1,312 %, coz je velmi dobry vysledek.
7.2.2 Linearita

Linearita pro NPD detektor byla proméfena na standard HCN, pro ktery byly
pfipraveny 3 roztoky o riznych koncentracich. Postup pfipravy vzorkli byl popsan
v kapitole 7.3.4.

Po analyze standardi byly vyneseny =zavislosti ploch pikti na koncentraci
(viz tabulka 4) a byly proloZeny spojnici trendu, ¢imz byla ziskdna rovnice regrese
a korelac¢ni koeficient (viz graf 5).

Tabulka 4 - Koncentrace a plochy piki standardt kyanovodiku

Koncentrace HCN [mg/I] | Plocha piku [mV/s]
828,5374
6,18
794,6836
1772,776
16,54
1834,600
2873,834
25,72
2973,975
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Graf 5 — Linearni zavislost plochy piku na koncentraci kyanovodiku

Hodnota korela¢niho koeficientu 0,9935 je vyhovujici, avSak detektor NPD

po vypnuti nedavéd stejnou odezvu a bylo by nutné provefovat kalibraci kazdy den.

Z tohoto diivodu byla zvolena metoda standardniho piidavku (viz tabulka 5 a graf 6).

Tabulka 5 - Koncentrace a plochy pikt standardnich piidavkt kyanovodiku

A [mV/s] Hmotnost STDP [g] | Koncentrace [ppm]
794,869 - 10,83
1715,384 0,0502 23,37
2600,337 0,0497 35,78
3271,501 0,0493 48,10
4000 -
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Graf 6 — Linearni zavislost standardniho ptidavku kyanovodiku
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7.2.3 Stanoveni meze detekce a meze stanovitelnosti

U testovaného standardu kyanovodiku byla zaroven stanovena mez detekce a mez
stanovitelnosti. Vypocet LOD a LOQ vychazi z vysky piku (viz kapitoly 5.3 a 5.4).
Po analyze byl sestrojen graf linearni zéavislosti vysky piki na koncentraci analytu a byl
proloZzen spojnici trendu. Ze zjist€né rovnice linearni regrese byla odectena smérnice

kalibra¢ni pfimky b, =7,8222 a ze zdznamu Sumu detektoru bylo uréeno maximalni

kolisani zakladni linie, A =0,377 mV .

max

Tabulka 6 - Mez detekce a mez stanovitelnosti standardu kyanovodiku

Analyt LOD [ppm] | LOQ [ppm]
HCN 0,15 0,48
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Graf 7 — Linearni zavislost vysky pikd na koncentraci kyanovodiku

7.3 Analyza vzorki

V soucasné¢ dobé neni zatim stanovena doba fumigace ani cilovd koncentrace
fumigantu (BLUEFUME) pro pesticidni pouziti (registrace BLUEFUME se pftipravuje).
Po vyfeseni analytickych metod budou podrobné testovany rtizné zpusoby odvétrani (sila
vrstvy, pritoky a zplisoby provzdusiiovani atd.) a bude sledovan jejich pribéh, na zakladé
nichZ se ve spolupraci s Ustavem analyzy potravin a vyzivy (VSCHT) nasledné navrhnou
pripustné limity rezidui. Pro pesticidni vyuziti se predpoklada, ze podle vysledkii bude
nutné doby expozice a koncentrace snizit tak, aby fumigace byla stale G€inna a zaroven
zbytkové koncentrace v komoditach po odvétrani byly pro dalsi zpracovani obilovin zcela
bezpecné.
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Pro modelové testy fumigaci byla zvolena koncentrace 10 g/m’ po dobu 24 hodin.
Takto nastavené parametry vyplyvaji pravé z doporu¢ené metodiky uvedené v registraci
BLUEFUME CZ-0008969-0000. >

Validovand metoda HS-SPME/GC-NPD byla aplikovana na vzorky hrubé mouky
azrni (pSenice). Fumigace vzorkii probéhla v 10 litrovém tésnicim uzaviratelném
plastovém boxu. Do boxu byly vlozeny misky se vzorky a nasledné byl nadavkovan
kapalny kyanovodik (BLUEFUME). Po 24 hodinach byly vzorky vyndany zboxu
do digestofi a nechaly se odvétravat. Vzorky byly odebrany po 4,5 hodinach
a 24 hodinach. Odebrany vzorek mouky a zrni se nasledné¢ nechal louhovat v roztoku
kyseliny borité 3 hodiny v uzavienych vialkach.

Cilem bylo aplikovat validovanou metodu na fumigované vzorky pro zjiSténi
koncentrace kyanovodiku v matrici. Kurceni koncentrace byla pouzita metoda
standardniho pfidavku. Jako srovnavaci metoda pro spravnost vysledkd byla pouzita
fotometrie.

Koncentrace kyanovodiku ve fumigované a odvétrané matrici byla vypocitana
podle nasledujicich vzorct:

Mgpp - Conen - 1000000

Csrppl PPM] = e +m
o STDP
c - A
col ppm]=—"—
ASTDP -4
C, ‘In
c[ppm] = —">—2

matrice

Copp --- koncentrace standartniho ptidavku kyanovodiku [ppm]
Mg,y ... hmotnost standartniho pfidavku kyanovodiku[g]
Concy --- kKoncentrace roztoku kyanovodiku [%]

mg ... hmotnost roztoku [g]

o ... koncentrace kyanovodiku v roztoku [ppm]

¢ ... celkova koncentrace kyanovodiku v ptiivodnim vzorku [g]

U vzorku mouky po 4,5 hodinach odvétrani byla metodou HS-SPME/GC-NPD
pomoci standardniho piidavku stanovena koncentrace kyanovodiku 196,48 ppm

a fotometricky bylo stanoveno 197,8 ppm (viz tabulka 7 a obrazek 17).
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Tabulka 7 — Hodnoty k vypoctu obsahu kyanovodiku ve fumigovaném vzorku mouky odebrané po
4,5 hodinach odvétrani

Koncentrace

Hmotnost Hmotnost | Hmotnost
. A [mV/s] ASTDP[I’I’IV/S]
roztoku HCN | matrice [g] | roztoku [g] | STDP [g]
Mouka 0,12% 1,0344 5,4903 0,0498 | 3313,124 4278,543
[mW]
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Obrazek 17 — Chromatogram HS-SPME/GC-NPD analyzy vzorku mouky po 4,5 hodinach
odvétrani, 2 — HCN, 5 — acetonitril, 6 — neznamy pik, 7 — nezndmy pik, 8 — neznamy pik

Po 24 hodinach odvétravani byla stanovena metodou HS-SPME/GC-NPD u vzorku

mouky koncentrace kyanovodiku 52,29 ppm a fotometricky bylo stanoveno 56 ppm
(viz tabulka 8 a obrazek 18). U vzorku zrni bylo stanoveno HS-SPME/GC-NPD metodou

koncentrace kyanovodiku 69,67 ppm a fotometricky bylo stanoveno 69,35 ppm
(viz tabulka 8 a obrazek 19).

Tabulka 8 — Hodnoty pro vypoéty koncentraci kyanovodiku ve fumigovanych vzorcich mouky a

zrni odebranych po 24 hodinach odvétrani

Koncentrace Hmotnost Hmotnost | Hmotnost
. A [mV/s] ASTDP[I’I’IV/S]
roztoku HCN | matrice [g] | roztoku [g] | STDP [g]
Mouka 0.12 1,0205 4,8312 0,0497 777,76 1638,151
, ()
Zmi 1,0045 4,565 0,0497 1056,319 1946,815

48



[mv]

i
120 l
I
|
1004 |‘
|
a0 |
@«
\
£ 60

40 { !

;o

=
=2}
o

Retention Time [min.]

Obrazek 18 - Chromatogram HS-SPME/GC-NPD analyzy vzorku mouky po 24 h odvétrani, 2 —
HCN, 5 — acetonitril, 6 — neznamy pik, 7 — neznamy pik

|
100

Voltage

50 |
50 | ?})Ill
1\
\
........ = fk | |
o | | |
0 2 A B H 10

Retention Time [min.]

Obrazek 19 — Chromatogram HS-SPME/GC-NPD analyzy vzorku zrni po 24 h odvétrani, 2 —
HCN, 5 — acetonitril, 6 — nezndmy pik, 7 — neznamy pik, 8 — neznamy pik
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8 Zavér

Tato diplomova prace se zabyva stanovenim rezidui kyanovodiku a dikyanu
ve vybranych komoditach. Teoreticka ¢ast je vénovana jejich vlastnostem, vyrob¢ a vyuziti
jako fumigacnich prostfedkl. Nésledujici kapitoly podavaji informace o jejich stanoveni
pomoci analytickych a instrumentéalnich metod. Dale je zde zminéna metoda SPME, ktera
je vyuzita v experimentalni ¢asti. Na konci teoretické ¢asti je zminéna validace metod.

Cilem prace bylo navrhnout a validovat metodu HS-SPME/GC pro stanoveni
fumigantti kyanovodiku a dikyanu ve vybranych komoditach.

V experimentalni Casti jsou popsany parametry instrumentalnich metod, které byly
pouzity v ramci diplomové prace. Nejprve byl proveden vyvoj a ndslednd optimalizace
metody HS-SPME/GC-NPD pro roztok kyanovodiku a takto optimalizovand metoda byla
aplikovana i na roztok dikyanu.

V ramci provedenych praci byla optimalizovana navrzena SPME/GC-NPD metoda,
prizptiisobena instrumentalnimu vybaveni laboratoie odboru vyzkumu LZ Draslovka a.s.
anasledné byla provedena jeji validace (linearita, opakovatelnost, mez detekce a mez
stanovitelnosti). Opakovatelnost poskytla uspokojivé vysledky (RSD < 2 %). Metoda je
v oblasti métenych hodnot linearni, korela¢ni koeficient u obvyklé kalibrace ani pfi metodé
standartniho piidavku neklesl pod 0,99. Mez detekce u HCN byla stanovena 0,15 ppm
a mez stanovitelnosti na 0,48 ppm.

Vysledky diplomové prace potvrdily, ze doporu¢ena HS-SPME metoda je vhodna
pro rychlé¢ a dostatecné piesné stanoveni zbytkovych mnozstvi HCN v obilovinach.
Pro EDN je HS-SPME/GC-NPD metoda z diivodt rozkladu pii vysSich teplotach, nutnych
k desorpci v injektoru, nevhodnd a musi byt tedy zvolena jind Setrnéjsi technika (napf.
fotometrie).

Prace vyznamné ptispéla i k nalezeni vhodnych podminek piedevsim pro stabilizaci
roztoki EDN. Jako 1idedlni se jevi mirné¢ kysel¢ prostiedi kyseliny borité.
Takto stabilizované roztoky EDN ve vod¢ jsou pomérné stabilni dokonce 1 pii pokojové
teploté. Tyto roztoky byly analyzovany nejprve argentometricky nebo fotometricky
a nasledné byly pouZity pro testovani vyvijené metody a tvorbu kalibraci. Pfi analyzach
fumigovanych vzorki obilovin byla pouzita metoda standardniho piidavku, ktera se jevi
z davodi horsi opakovatelnosti odezvy na detektoru (NPD) jako vhodnéjsi nez obvykla

jednorazova kalibrace.

50



Prvni vysledky na redlnych vzorcich umoznily urcit ptibliznou dobu nutnou
k odvétrani obilovin a pfedbézné stanovit ocekavatelny cilovy obsah rezidui HCN a EDN.
Po 5 dnech odvétrani bylo dosazeno koncentrace pod 10 ppm. Vysledky stanovené
metodou HS-SPME/GC-NPD jsou vdobré shodé¢ s fotometrickym stanovenim
kyanovodiku.

Do budoucnosti pro vyvoj stanoveni EDN a HCN metodou HS-SPME by bylo
vhodné odzkouset jiné linery a ptipadné jiné typy vlédken. Z pohledu vyvoje jinych metod
by bylo vhodné se zaméfit na selektivni stanoveni EDN vedle HCN, napiiklad

fotometricky.
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