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Abstract

This thesis deals with determination of polycyclic aromatic hydrocarbons in surface water
using high performance liquid chromatography with spectrophotometric and fluorescence
detection. Firstly, optimization of detection conditions was performed. Excitation
wavelength, emission wavelength, emission filter and sensitivity were optimized. After
optimization, the method was successfully validated. Then parameters of liquid-liquid
extraction procedure (extraction time, amount of sodium chloride addition, amount of water
sample) were optimized. Finally, the method was tested for determination of polycyclic

aromatic hydrocarbons in river water.
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Seznam pouzitych zkratek a symboli

BaP Benzo[a]pyren

BgP Benzo[g,h,i]perylen

BkF Benzo[k]fluoranthen

C18 Oktadecyl

CR Ceska republika

CSN Ceska technicka norma

DBA Dibenzo[a,h]anthracen

DLLME Dispersive liquid-liquid microextraction
DNA Deoxyribonucleic acid

EN Evropska norma

EU Evropska unie

FLD Fluorescence detector

GC/MS Gas chromatography/mass spectrometry

HFLPME Hollow fiber liquid phase microextraction

HMW High molecular weight

HPLC High performance liquid chromatography
IARC International Agency for Research on Cancer
IDL Instrumental detection limit

IP Indeno[1,2,3-c,d]pyren

IQL Instrumental quantification limit

ISO International Organisation for Standardisation

LLE Liquid-liquid extraction



LLME
LMW
LOD
LOQ
LPME
MF

PAU
PDA

QC

RSD
SBSE
SPE
SPME
USA

US EPA
VALLME

VS

Liquid-liquid microextraction

Low molecular weight

Limit of detection

Limit of quantification

Liquid phase microextraction

Mobilni faze

Polycyklické aromatické uhlovodiky
Photodiode array detector

Quality coefficient

Relative standard deviation

Stir bar sorptive extraction

Solid phase extraction

Solid phase microextraction

United States of America

United States Environmental Protection Agency
Vortex assisted liquid-liquid microextraction

Vnitini standard
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Cile prace:

1
2)

3)

4)
5)

Vypracovat reserSi na dané téma.

Vypracovat postup extrakce 16 indikatorovych polycyklickych aromatickych
uhlovodikti dle US EPA zvody do kapaliny (LLE) a provést zakladni
optimalizaci tohoto postupu.

Vypracovat analytickou metodu na stanoveni 16 indikatorovych polycyklickych
aromatickych uhlovodikii dle US EPA pomoci vysokouc¢inné¢ kapalinové
chromatografie (HPLC) se spektrofotometrickou detekci s diodovym polem
(PDA) a fluorescen¢ni detekci (FLD), véetné provedeni zakladni optimalizace
této analytické metody.

Provést validaci analytické metody.

Provést zakladni testovani vypracované analytické metody pro jeji planované
pouziti na stanoveni 16 indikatorovych polycyklickych aromatickych uhlovodikt

dle US EPA v povrchovych vodéch.



1 Teoreticka Cast

1.1 Polycyklické aromatické uhlovodiky

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) jsou aromatické uhlovodiky tvofené
dvéma a vice kondenzovanymi aromatickymi jadry (1). Vyskytuji se v atmostéte, pude (2),
a pfestoze vykazuji hydrofobni vlastnosti, byvaji pfitomny také ve vodach (3). Mohou také
mezi jednotlivymi slozkami zZivotniho prostfedi migrovat, napt. z vysoce kontaminovanych
vod se mohou uvoliiovat do atmosféry (4). Vznikaji pfirodnimi procesy 1 ¢innosti clovéka.
Mezi nejvyznamnéjSi piirodni zdroje patii lesni pozary a sopecna cCinnost (5).
Antropogennimi zdroji PAU jsou spalovaci motory, tepelné elektrarny, Uniky oleji
a prumyslové procesy (6). Dulezitym zdrojem PAU jsou spalovaci procesy, predevsim
nedokonalé spalovani organickych latek (7), pfi némz nedochazi k oxidaci uhliku na oxid
uhlicity, ale dochazi ke vzniku uhlovodikt, které spolu reaguji a vytvareji polycyklické
struktury (8). Polycyklické aromatické uhlovodiky tedy produkuje spalovani biomasy,
odpadu, oleje (6), benzinu, nafty (1), uhli, zemniho plynu a jinych uhlovodikli (7).
Vyznamné mnozstvi PAU se déle vytvari pfi vyrobé koksu a hliniku (9) a velkym zdrojem
jsou 1 uniky ropy (10). Zatimco v rozvinutych zemich jsou emise PAU z fosilnich paliv
kontrolovany, v rozvojovych zemich je obsah polutanti v zivotnim prostiedi kontrolovan
vyrazné¢ méné (6). Obecné antropogenni zdroje produkuji vétSinu PAU nachdzejicich se

v prostiedi (11).

Hlavni cesty vstupu PAU do téla clovéka predstavuji dychani, piijem potravy
a kontakt kiize s materidlem obsahujicim PAU (12). Pokozkou mohou do lidského téla
vstoupit 1z kontaminované vody pii koupani (13). Je prakticky nemozné, aby se ¢lovek
v bézném zivot¢ vyhnul vystaveni se stopovym mnozstvim PAU (8). Pokusy na zvifatech
prokézaly karcinogenni, mutagenni a genotoxické vlastnosti PAU (14). Vyssi karcinogenitu
a mutagenitu obecn¢ vykazuji takové PAU, které obsahuji Ctyfi az sedm jader (5), nejvyssi je
u téch, které maji jader pét. Karcinogenni u¢inky PAU také zavisi na jejich struktute. Ty,
které ve své molekule maji oblast tzv. zatoky nebo fjordu (Obr. 1), jsou karcinogenni.
Z 16 PAU podle US EPA obsahuji zatoku napiiklad benzo[a]antracen, chrysen nebo
benzo[a]pyren. Na protilehlych stranach zatoky (fjordu) je zvySend hustota elektroni,
tzv. oblast K. Tato oblast je velmi reaktivni a snadno zde dochazi k adici riiznych sloucenin
(15). Benzo[a]pyren je podle Mezinarodni agentury pro vyzkum rakoviny (IARC)

prokazanym lidskym karcinogenem, dibenzo[a,h]anthracen je pravdépodobny karcinogen.
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Polycyklické aromatické uhlovodiky jsou relativné inertni hydrofobni slouceniny, které jsou
v télech savcl metabolizovany na vysoce reaktivni dihydrodiol epoxidy. Tyto epoxidy
reaguji s DNA za vzniku cis a trans aduktd (10). Poskozeni DNA muze zplsobit mutaci
a iniciovat vznik nadoru (5). Polycyklické aromatické uhlovodiky mohou také zpusobit

oxidativni stres a vznik reaktivnich forem kysliku (16).

Bay
Hegion

Bla]P B[c]Ph

Obr. 1: Oblast zatoky (Bay Region) v molekule benzo[a]pyrenu a oblast fjordu (Fjord

Region) v molekule benzo[c]fenanthrenu (17).

Vzhledem k negativnimu vlivu PAU na lidské zdravi a Zivotni prostfedi stanovila
americkd agentura na ochranu zivotniho prostiedi (US EPA) 16 nesubstituovanych PAU
jako prioritni polutanty, z nichz nékteré jsou mozné nebo pravdépodobné karcinogeny (18).
Do této skupiny byly zafazeny: naftalen, acenaftylen, acenaften, fluoren, fenanthren,
anthracen, fluoranthen, pyren, benzo[a]anthracen, chrysen, benzo[b]fluoranthen,
benzo[k]fluoranthen, benzo[a]pyren, dibenzo[a,h]anthracen, benzo[g,h,i]perylen,
indeno|[1,2,3-c,d]pyren (19). Z vice nez 100 PAU byly jako prioritni vybrany ty, které maji
vyssi toxicitu, je o nich dostupnych vice informaci, je u nich vétsi moznost lidské expozice
a Casto se vyskytuji na rizikovych mistech (5). V roce 2005 Evropska legislativa sestavila
seznam 15 PAU, ve kterém je 8 sloucenin stejnych jako v seznamu 16 PAU US EPA
(benzo[a]anthracen, chrysen, benzo[b]fluoranthen, benzo[k]fluoranthen, benzo[a]pyren,
indeno[1,2,3-c,d]pyren, dibenzo[a,h]anthracen a benzo[g,h,i]perylen. Benzo[a]pyren je
jednim znejvice karcinogennich a stabilnich PAU. Z téchto divodi byl vybran jako
indikator pfitomnosti dalSich PAU ve vod¢, pidé nebo potravinach a byl mu pfifazen
ekvivalent toxicity jedna (20). Vyskyt PAU je Casto uvadeén také jako koncentrace souctu
benzo[b]fluoranthenu, benzo[k]fluoranthenu, benzo[g,h,i]perylenu a indeno[1,2,3-c,d]pyrenu

@1).



1.1.1 Polycyklické aromatické uhlovodiky ve vodach

Polycyklické aromatické uhlovodiky jsou vyznamné polutanty vody. V pitné vod¢ se
nejCastéji  vyskytuji fluoranthen, fenanthren, pyren a anthracen. Pfitomnost PAU
v povrchové nebo podzemni vod¢ indikuje zdroj znecisténi (1). Polycyklické aromatické
uhlovodiky jsou Siroce rozsifeny ve sladkovodnich jezerech, fekdch a umélych nadrzich.
Dlouhodoby ptisun PAU do téchto vodnich ploch miize ovlivnit kvalitu vod, protoze mize
dochazet k akumulaci PAU nejen v sedimentech, ale 1 v potravnim fetézci na rtiznych

urovnich, kterd vede ke zméné bioty (22).

Polycyklické aromatické uhlovodiky v povrchovych a podzemnich vodach pochazeji
z atmosféry, odpadnich vod, zpracovani dieva, olejovych skvrn (5), z méstskych odtoki,
prumyslovych splachti, uniki ropy a ropnych derivata (23), splachii ze silnic a zeméd¢lstvi
(24). Splach oleji usazenych na zemi a cestach prispiva ke vstupu PAU do vodnich téles
(25). Béhem intenzivnich destd® mohou byt do vodnich ttvarh splachnuty priimyslové ¢éstice
kontaminované¢ PAU destovou kanalizaci, zejména pokud je kombinovéana s kanalizaci na
odpadni vodu (26). V mistech, kde neni zneciSténi z bodovych zdroju, je tento zpiisob
prisunu PAU do tek nejvyznamnéjsi (27). Znecisténé ovzduSi a atmosférické depozice
(suché i mokré) jsou hlavnim zdrojem PAU ve vodé v aridnich a semiaridnich oblastech
(28). Plyny a castice uvolnéné spalovacimi procesy v atmosféte, na které¢ jsou navazany
polycyklické aromatické uhlovodiky, jsou rozptyleny vétrem, klesnou na pevninu, mohou
klesat do vod nebo jsou destém splachnuty do potokii, odkud se fekami dostanou az do
oceanu (25; 29). Polycyklické aromatick¢é uhlovodiky z primyslovych odpadi,
zemédélskych zdrojii a automobilovych emisi mohou byt vlivem povrchovych odtokt
a destové vody rozptyleny do povrchovych vod, odkud mohou pronikat piidnimi vrstvami
a kontaminovat podzemni vody (30). Dal$imi zdroji zneciSténi podzemnich vod jsou
pramyslové a domovni odpady, skladky odpadi, zpracovand voda z doll, prosakujici
podzemni zasobniky oleje a potrubi, splaskové kaly a septiky. Sezéonni zmény klimatickych
podminek mohou vést k rozdilné koncentraci PAU v podzemni vod¢ (31). Zdroji PAU
v pobfezni vod¢ jsou nejcastéji odpady z pobieznich rafinerii a tiniky olejti z podvodniho
vrtani (25). Znecisténé fi¢ni koryto a suspendovany sediment mohou vyznamné ovlivnit

lokéalni fiéni ekosystém (27).

Transport hydrofobnich organickych polutantti v fekdch je spojen s transportem
rozptylenych Castic (26), na které jsou PAU navazany. Nejvyssi koncentrace PAU ve

vodnich ttvarech a také nejvyssi rychlost jejich transportu se vyskytuje béhem povodni, kdy



energie vody dokaze rozpohybovat sedimentované kontaminované castice. Celkova
koncentrace PAU ve vod¢ je linearné zavisla na koncentraci suspendovaného sedimentu.
Reky piedstavuji hlavni transportni cestu polutantl z pevniny do mote (27). Usti fek, ktera
tvoii pfechodovou zénu mezi fekou a oceanem, hraji dalezitou roli v pfenosu polutantt

z pevniny do mofe a z fek do oteviené¢ho oceanu (32).

Voda ptes povrchové splachy do ek, jezer i podzemnich vod ptfenasi polutanty do
rostlin, zivoCicht 1 Clov€éka. Vodni rezervoary jsou také mistem akumulace rtznych

sedimentl a maji funkci jako skladovaci nadrze pro rozpusténou a pevnou hmotu (33).

Rozpustnost 16 PAU podle US EPA ve vod¢ se pohybuje od 32 mg/l do 0,00026 mg/I1.
V disledku takto nizké rozpustnosti ve vodé maji PAU tendenci sorbovat se na Castice
a zustavat tak suspendované nebo klesat ke dnu (5). Podle molekulové hmotnosti se PAU
de€li do dvou skupin. Prvni skupina zahrnuje PAU s nizkou molekulovou hmotnosti (LMW),
které obsahuji dvé nebo tfi jadra, druhou skupinu tvoii PAU s vysokou molekulovou
hmotnosti (HMW), které maji ¢tyii az Sest jader. Ob¢ skupiny vykazuji rozdilné chovani ve
vodé. Zatimco LMW PAU obvykle uniknou do atmosféry, HMW PAU ziistavaji ve vode
nebo se usadi v sedimentu na dné vodnich tokii (34). Hlavnimi zpasoby pfemény PAU ve
vod¢ jsou fotooxidace, chemickda oxidace abiodegradace (5). Ta spocivd v pieruseni
chemickych vazeb mikroorganismy nebo enzymy. Degradovat mohou také reakci s oxidem
sifi¢itym, oxidy dusiku nebo ozonem za vzniku derivatd (34). V disledku hydrofobniho

charakteru jsou vSak tyto mikropolutanty vici pfirozené degradaci pomérné odolné (35).

Vétsina povrchovych vod obsahuje jednotlivé PAU do koncentrace 0,05 pg/l, silné
znecisténé feky az do 6 pg/l. Koncentrace v povrchové a pitné vodé se pohybuje od 0,0002
do 0,0018 pg/l, v destové vodeé je od 0,01 do 0,2 pg/l. V siln€ urbanizovanych oblastech
bylo zjisténo do 1 pg/l PAU i ve snéhu a v mlze (36). Kvili ochran¢ lidského zdravi
a vodnich organismt stanovily US EPA a Evropské unie limity pro prioritni karcinogenni
PAU v povrchovych vodach. Limit US EPA ¢ini 3,8 ng/l, limit Evropské unie 2—100 ng/I
(37). V Ceské republice je pro pitnou a teplou vodu zdkonem ¢&. 83/2014 Sb. stanoven limit
0,1 pg/l pro soucet benzo[b]fluoranthenu, benzo[k]fluoranthenu, indeno[1,2,3-c,d]pyrenu
a benzo[g,h,i]perylenu (38). Podle zékona ¢.401/2015 Sb. plati pro povrchové vody
vyuzivané pro vodarenské tcely rocni primér nejvyssiho piipustného znecisténi 0,1 ug/l pro
soucet benzo[b]fluoranthenu, benzo[k]fluoranthenu, benzo[a]pyrenu, benzo[g,h,i]perylenu

aindeno[1,2,3-c,d]pyrenu (39). Pro podzemni vody jsou podle metodického pokynu
4



Ministerstva zivotniho prostiedi limity koncentraci jednotlivych PAU nésledujici: naftalen
0,14 pg/l, acenaften 400 pg/l, fluoren 220 ug/l, antracen 1300 pg/l, fluoranthen 630 pg/l,
pyren 87 png/l, benzo[a]antracen 0,029 pg/l, chrysen 2,9 pg/l, benzo[b]fluoranthen
0,029 pg/l, benzo[k]fluoranthen 0,29 ng/l, benzo[a]pyren 0,0029 pg/l, dibenzo[a,h]antracen
0,0029 pg/l, indeno[1,2,3-c,d]pyren 0,029 pg/l. Tyto limity predstavuji indikatory znecisténi
a vychazeji z doporuc¢eni US EPA. Pro acenaftylen, fenantren a benzo[g,h,i]perylen nejsou

indikatory znecisténi stanoveny (40).

1.2 Stanoveni PAU ve vodach

Stanoveni PAU v odpadnich a povrchovych vodéch je Casto slozité. V téchto matricich
se vlivem nizké rozpustnosti ve vodé vyskytuji ve velice nizkych koncentracich (41). Prave
kvali extrémné nizkym koncentracim téchto hydrofobnich latek hrozi ztraty tékanim,
adsorpci na sklo a degradaci vzorku béhem piepravy a extrakce, a jejich stanoveni je proto
pomérné komplikované (42). Rutinni kvantifikace PAU v povrchovych vodach v nizkych
koncentracich podle norem US EPA a EU vyzaduje analytickou metodu, kterd umozni
efektivni extrakci 1 nasledné koncentracni kroky a jednoduché, rychlé, spolehlivé
a ekonomicky pfijatelné stanoveni (37). Z davodu obohaceni, vysoké vytéznosti,
jednoduchosti, rychlosti, sniZzeni efektl matrice a nizké spotteby rozpoustédel je preferovana

extrakce tuhou fazi (SPE) v kombinaci s kapalinovou nebo plynovou chromatografii (41).

Analyza vzorkil ficni vody adnovych sedimenti vyzaduje analytické procedury
zalozené na oddéleni analytd od ostatnich slozek matrice a zakoncentrovani analytl. Cela
procedura se pak stava Casové a pracovné ndrocnou a zajiSténi spravné kvality vysledkl se
ktery zpusobuje relativné velkou fluktuaci zastoupeni rtiznych fyzikalnich forem. Mnoho
laboratofi proto vyviji nebo modifikuje staré analytické metody pro stanoveni stopovych
mnozstvi PAU v sedimentech a fi¢nich vodach. Béhem filtrace se PAU sorbuji na ¢asti filtru
ana formujici se vrstvu suspenze. Proto stanovovana koncentrace PAU ve filtratu
neodpovidd jejich skutecnému zastoupeni ve vodné fazi. Postup pro analyzu PAU
v povrchovych vodach by tedy mél zahrnovat oddéleni suspenze a stanoveni téchto
sloucenin ve vodné i suspendované fazi. Oddé€lovaci proces by mél byt veden zpiisobem,
ktery zajisti, ze bude analyzovan stejny objem filtratu a suspenze povrchové vody a bude

stanovena hmotnost suspenze (33).

Dobie zavedené metody na stanoveni PAU v odpadnich a povrchovych vodéach

zahrnuji extrakci kapalina-kapalina (LLE) s pouzitim hexanu, toluenu, benzenu,
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dichlormethanu nebo cyklohexanu a néslednou analyzu plynovou nebo vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii (23). Ve spojeni s plynovou chromatografii byva pouzivan
hmotnostni detektor, ve spojeni s HPLC ultrafialovy, fluorescenéni nebo hmotnostni
detektor (43). Standardni metoda na stanoveni PAU ve vodé doporucena organizaci
International Organization for Standardization (ISO) ISO 17993:2002 je zaloZena na LLE
a stanoveni pomoci HPLC (44). Kapalinovd chromatografie s fluorescen¢ni nebo
ultrafialovou detekci je také doporucend v metodach US EPA pro analyzy prioritnich PAU
v pitnych, odpadnich a podzemnich vodach (37). Polycyklické aromatické uhlovodiky totiz
vykazuji relativné charakteristickd UV spektra, vétSina jich rovnéz vykazuje fluorescenci
(45). Praveé diky silné fluorescenci PAU je fluorescencni detekce velice vhodna pro jejich

kvantitativni stanoveni i ve stopovych mnozstvich (20).

1.2.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie nabizi nékteré vyhody pro stanoveni 16 PAU podle
US EPA. Pokud je pouzita oktadecylova stacionarni faze, je kapalinovd chromatografie
selektivni 1 pro izomery. Kapalinova chromatografie je vyhodné&jsi oproti chromatografii
plynové, ktera neumoziiuje nékteré izomery rozliSit. Tato schopnost rozliSovat mezi
podobnymi chemickymi strukturami (izomery PAU) byva oznaCovdna jako tvarova
selektivita nebo molekularni rozpoznavani (46). Vysokoucinna kapalinova chromatografie je
nejlepsi metoda pro piimé stanoveni PAU v piirodnich vodach diky jeji schopnosti pracovat
s organickymi teplotné nestabilnimi latkami o vysoké molekulové hmotnosti (47) a moznosti
pouziti nékolika detekcénich systému, které mohou byt pouzity i v tandemovém zapojeni

(48).

1.2.2 Spektrofotometricka detekce

Spektrofotometrické detektory pracuji na principu absorpce zarfeni o vlnovych délkach
v rozsahu nejcastéji 200 az 800 nm. Kvantitativni vyhodnoceni je provadéno na zékladé
Lambert-Beerova zakona, ktery vyjadiuje zavislost absorbance na tloust’ce absorbujici
vrstvy, koncentraci absorbujici latky a molarnim absorpénim koeficientu absorbujici latky.
Podle konstrukce lze spektrofotometrické detektory rozdélit na detektory s fixni vinovou
délkou, proménnou vinovou délkou a detektory s diodovym polem (PDA). Hlavni vyhodou
PDA detektoru je schopnost méfit celé absorpéni spektrum v realném c¢ase a moznost
detekce i téch PAU, které nevykazuji fluorescenci (napft. acenaftylen) (49). PDA detektor Ize
pouzit nejen k detekci latky pii zvolené vinové délce, ale i k vypoctu Cistoty piku. Zméefena

spektra je mozné porovnat s knihovnou spekter, ale tato spektra nejsou pftili§ specificka (50).



Mezi vyznamné nevyhody tohoto typu detekce, v porovnani s fluorescen¢ni detekci, patii

vV

niz$i selektivita a vyssi detekéni limity.

1.2.3 Fluorescencni detekce

Fluorescenc¢ni detekce je zalozena na schopnosti molekul nékterych latek emitovat ¢ast
absorbované energie po excitaci valen¢nich elektronti jako luminiscenci trvajici 10® az
107 s. Zvlastni forma luminiscence se nazyva fluorescence. Intenzita fluorescence je zavisla
na vlnové délce zaieni pouzitého k excitaci valen¢nich elektronli (excitani zafeni) ana
vlnové délce zareni pouzit¢ho k méfeni intenzity emitovaného zafeni (emisni zareni).
Zavislost intenzity fluorescence na vlnové délce emisniho zafeni méfeného pii urcité
konstantni vlnové délce excitaéniho zafeni se nazyva fluorescencni emisni spektrum.
Zavislost intenzity fluorescence na vinové délce excitatniho zareni pii urcité konstantni
vlnové délce emisniho zéafeni se nazyva fluorescen¢ni excitani spektrum. Fluorescen¢ni
emisni spektrum vykazuje maximum intenzity fluorescence vzdy pii vySSich vinovych
délkach nez spektrum excitacni. S fluorescenci se lze setkat u sloucenin se systémem
konjugovanych dvojnych vazeb. Intenzita fluorescence roste s poctem téchto dvojnych
vazeb (51). Mira fluorescence je hodnocena pomoci poméru poctu vyzafenych
a absorbovanych fotonii. Cim vice dana latka fluoreskuje, tim je tento pomér vétsi. Hodnota
poméru je vSak vzdy mensi nez jedna (52). Fluorescence miize byt ovlivnéna rozpoustédlem,
pH, teplotou a koncentraci fluoreskujiciho analytu. VétSina aromatickych uhlovodiki
vykazuje silnou fluorescenci, zejména po excitaci zafenim z ultrafialové oblasti (51). Ne
vSechny PAU vsak vykazuji fluorescenci. Z 16 EPA PAU se jedné o acenaftylen, ktery byva
stanovovan UV detektorem (46).

Hlavnimi soucastmi fluorescen¢niho detektoru jsou zdroj zéafeni, mérna cela,
fotonasobi¢ a zaznamové zafizeni. Jako zdroj zafeni mohou byt pouzity wolframové lampy,
ale zvlasté vhodné jsou rtutové, xenonové nebo rtuto-xenonové vybojky (51).
Z polychromatického zareni emitovaného zdrojem zéafeni je monochromatorem izolovano
zéfeni o urcité vhodné vinové délce. Jeho energie musi byt stejna nebo vyssi (a vinova délka
stejna nebo krat$i) neZ energie (vinova délka) sekundarniho emitovaného zateni (53). Cast
energie je totiz spotfebovéana vibra¢nimi relaxacemi. Tento rozdil se nazyva Stokestiv posun
(52). K excitaci fluorescen¢niho zafeni se proto pouziva zéafeni z ultrafialové oblasti. Toto
zafeni prochdzi méfenym vzorkem, ktery je umistén v cele detektoru (53). Po absorpci

elektromagnetického zareni (svétla) dojde k pfechodu molekul ze zakladniho singletového

elektronového stavu do excitovaného singletového elektronového stavu. Excitovana



molekula absorbovanou energii vyzaii jako fluorescenci, pfeméni na energii vibra¢ni nebo ji
vibra¢ni hladiny (v = 0) excitované¢ho singletového stavu S; a potom emituje fluorescencni
zafeni o stejné nebo vyssi vinové délce nez je vinova délka absorbovaného zateni (49).
Vystupujici (sekundarni) zéfeni prochazi optickym filtrem nebo monochromatorem a dopada
na detektor, kterym je fotondsobi¢. Métfeni vystupujiciho zafeni je uskutecnéno ve sméru

kolmém k zatfeni vstupujicimu (53).

Optimalizace fluorescen¢ni detekce je provadéna za ucelem dosazeni co nejvyssiho
poméru signdlu analytu k Sumu zdkladni linie. Mezi optimalizované parametry patii
parametry, které je tieba optimalizovat, jsou excita¢ni a emisni vinova délka (55). Nejprve je
provedeno zméieni emisnich spekter, pii kterém excita¢ni vinova délka zlstdva konstantni
a monochromator opakované skenuje nastaveny rozsah emisnich vlnovych délek. Po ziskani
emisnich spekter jsou zméfena spektra excitacni. Emisni vinovéa délka zistava konstantni
a monochromator skenuje nastaveny rozsah excitacnich spekter (54). Zmétenim excitacnich
a emisnich spekter jsou ziskdna excitacni a emisni maxima jednotlivych sloucenin, podle
kterych jsou voleny excitacni a emisni vlnové délky. Vybrana emisni vlnovéa délka by méla
byt minimalné¢ o 20 nm vyss$i nez excitacni. K potlaceni bloudivého svétla (sekundarni
difrakce) jsou vyuzivany emisni filtry. Tyto filtry maji ur¢itou nominalni hodnotu vinové
délky (cut-off). Propoustéji svétlo, které ma vinovou délku delsi nez jejich cut-off, ale
nepropoustéji svétlo s kratsi vinovou délkou nez je vinova délka jejich cut-off. Vhodny
emisni filtr mze byt volen automaticky nebo manualné. V ptipadé¢ manudlni volby emisniho
filtru by cut-off zvoleného filtru méla byt o minimalné 15 nm vyssi nez emisni vinova délka.
Optimalizace citlivosti detektoru je provadéna pomoci zmény napcti na fotonasobici
a nasledného hodnoceni jeho saturace vyjadiované v procentech (55). Prili§ vysoké napéti
muze zpusobit neimérné vysoky tok elektronii nebo dokonce poskodit svétlocitlivou
fotokatodu. Pfili§ nizké napéti zvySuje Sum, ¢imz dochazi ke snizeni poméru signdlu k Sumu.
Idedlni nasyceni fotondsobice se pohybuje v rozmezi 30—-80 %. Pokud je nasyceni niZ§i nez
30 %, je tteba zvysit citlivost. Pokud je nasyceni 100 %, pfistroj citlivost automaticky snizi,

aby nedoslo k poskozeni fotonasobice (54).

Fluorescencni detekce patii mezi nejcitlivéjsi optické detekce, které jsou vyuzivany ve
spojeni s HPLC (54). Kromé vysoké citlivosti (az pikogramy analytu), nabizi spojeni HPLC

s programovatelnym vicekandlovym fluorescencnim detektorem vysokou selektivitu



(redukce interference matrice), a lze jej v piipadé koeluce analytl s dostate¢né rozdilnymi
spektralnimi vlastnostmi pouzit ke spektralnimu rozliSeni téchto analytii (56). Diky vysoké
selektivité¢ a citlivosti nachazi vyuziti v komplikovanych matricich a pfi stopovych
analyzach. Dal§imi vyhodami fluorescen¢niho detektoru jsou jednoduchost a robustnost
provedeni a relativné nizkd cena (napfiklad ve srovnani s detektorem hmotnostnim).
V ptipadé absence molekularnich struktur umoziujicich fluorescenci (fluorofor) v molekule
analytu je mozné provést tzv. derivatizaci, tzn. zavedeni fluoroforu do nefluoreskujici latky
za pomoci derivatizacnich ¢inidel (57). Vyhodou spojeni HPLC a fluorescen¢ni detekce je
schopnost kvantitativniho stanoveni jednotlivych izomeri PAU, které jsou obtizné
kvantifikovatelné pomoci GC/MS. Nevyhodou fluorescencni detekce je, podobné jako
u spektrofotometrické detekce, identifikace analytli pouze pomoci reten¢niho Casu a popi.

1 pomoci excita¢nich a emisnich spekter (58).

1.2.4 Hmotnostni detekce

Dva nejbéznéjsi zpiisoby ionizace pouzivané pii spojeni kapalinové chromatografie
s hmotnostni detekci — ionizace elektrosprejem a chemické ionizace za atmosférického tlaku
— nejsou efektivni pii ionizaci nepolarnich latek, mezi které patii i PAU. Tento problém byl
vyfeSen vyvojem fotoionizace za atmosférického tlaku, kterd je schopna ionizovat i PAU
(46). Kapalinova chromatografie ve spojeni s fotoionizaci za atmosférického tlaku
a tandemovou hmotnostni spektrometrii dokaze detekovat PAU v koncentracich fadové ng/l.
Tato metoda jiz byla uspé$né aplikovana na rizné piirodni vody vcetné vod motskych (59).
Iionizace elektrosprejem muze byt pouzita k analyze PAU, ale musi byt pouzita
postkolonova derivatizace. Lze pouzit i chemickou ionizaci za atmosférického tlaku, pokud
je pridan vhodny dopant, napi. anizol. Toto spojeni muze predstavovat jistou alternativu
k plynové chromatografii, zejména pro analyzu vysokomolekuldrnich PAU, kde byvaji
problémy s jejich nizkou t€kavosti. Pfi spojeni hmotnostni detekce s kapalinovou
chromatografii na normalnich fazich byva problémem omezend kompatibilita s vodou ve

vzorcich, coz mé za nasledek omezenou reprodukovatelnost metody (60).

1.3 Metody pripravy vzorki pro chromatografickou analyzu
Polycyklické aromatické uhlovodiky jsou ve vodach obsazeny fadové v ng/l, coz témér
vzdy vyzaduje provedeni extrakce a néasledné zakoncentrovani analytu, aby je bylo mozné

detekovat pomoci PDA nebo FLD detektoru (36).

24

predstavuje jejich extrakce. Nejcastéjsi zplisoby extrakce PAU z vody jsou extrakce tuhou

9



fazi (SPE) a extrakce kapalina-kapalina (LLE). Ob¢ tyto metody poskytuji vytéznost vyssi
nez 70 % pro benzo[a]anthracen, chrysen, benzo[b]fluoranthen, benzo[k]fluoranthen,
benzo[a]pyren, dibenzo[a,h]anthracen a indeno[1,2,3-c,d]pyren. Dtllezitym faktorem, ktery
je tieba vzit v tivahu pfi vyvoji extrakéni metody, je silna adsorpce PAU na stény nadob, coz
je zpusobeno jejich hydrofobnim charakterem. Hrozi tak ztraty téchto latek b&hem
skladovani vzorkl. Adsorpci lze piedejit pfidanim organického rozpoustédla (acetonitril,
isopropanol, methanol) v koncentraci 2040 objemovych procent. U extrak¢nich technik
pouzivajicich pevnou fazi je vSak tfeba zkontrolovat vliv ptidavku rozpoustédla na vytéznost

(37).

Je vSak nutné mit na paméti, ze nejvétsi vliv na nejistotu analyzy ma témét vzdy odbér

a nasledné upravy vzorku (21).

1.3.1 Extrakce kapalina-kapalina

Extrakce kapalina-kapalina (LLE) je zaloZena na odliSné rozpustnosti analytu ve vodé
a v organickém rozpoustédle nemisitelném s vodou (51). Rozpustnost analytu ve vodé by
méla byt co nejmensi, rozpustnost v organickém rozpoustédle zase naopak co nejvétsi (57).
Distribuci charakterizuje Nernsttiv rozd€lovaci (distribu¢ni) koeficient. Je roven podilu
koncentrace analytu v organické a ve vodné fazi (61). Distribuce analytu mezi dvé faze je
déana typem organického rozpoustédla, hodnotou pH vodné fadze a pomérem objemu
organické a vodné faze. Vybér rozpoustédla je dan polaritou analytu (51). Pro extrakci PAU
jsou pouzivana rozpoustédla jako methanol, aceton, chloroform, dichlormethan, hexan
a cyklohexan (62). Extrakce je zahajena piidanim organického rozpoustédla ke vzorku.
Samotné prevedeni analytu ze vzorku do organického rozpoustédla je obvykle provadéno
ttepanim. Poté nasleduje odebrani supernatantu, ve kterém je rozpustén sledovany analyt.
Piebytek organického rozpoustédla je tfeba odstranit napiiklad odfoukdvanim proudem
dusiku (61). Klasické odpatfovani nebo koncentrovani v proudu plynu vSak mtize zplsobit
ztratu analytu jeho odfoukanim, rozkladem teplotné citlivé latky, tvorbou aerosolu nebo
adsorpci na povrchy. V soucasné dob¢ je mozné pouzit rotacni odparovace, které umoziuji
rychlé odpafeni za mirnych podminek (51). Extrakce kapalina-kapalina vSak vyzaduje
pomérné velké objemy vzorkt, je Casové narocna a spotiebuje velké objemy rozpoustédla,
které je pti koncentrovani analytti odpafeno do atmosféry. Preferovanym rozpoustédlem je
pro svij nizky bod varu (40 °C) dichlormethan, ktery minimalizuje ztraty t¢kavych PAU pfi
nizkoteplotnim odpafovani. Toto organické rozpoustédlo je vSak povazovéano za karcinogen

s pomérn¢ vysokou perzistenci v prostiedi (23).
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Extrakce kapalina-kapalina je stale jednou z nejpouzivanéjSich technik na piipravu
vzorku v analytickych laboratotfich. Mezi vyhody LLE patii jednoduchost a vysoka uc¢innost
(90-100 %) (63; 64). Extrakce kapalina-kapalina umoznuje analyzovat vodu bez filtrace,
diky ¢emuz lze extrahovat polutanty, které maji tendenci k akumulaci v pevnych latkach
(65). Na druhou stranu LLE vyZzaduje velké mnozstvi rozpoustédel, ¢isténi nddobi, dostatek
prostoru v laboratoii a zakoncentrovani vzorku odpafenim rozpoustédla. Tyto skutecnosti
¢ini zLLE techniku c¢asové néarocnou, problematickou v oblasti bezpecnosti prace
a rizikovou pro zivotni prostiedi. Proto béhem poslednich desetileti ucinila LLE vyznamny
pokrok ve vyvoji miniaturizovanych metod nazyvanych mikroextrakce kapalnou fazi

(LPME), které odstranily ptedchozi problémy (64).

Pro pfirodni, uzitkové a po urcité upravé i pro odpadni vody je vhodna metoda
extrakce kapalina-kapalina s naslednou analyzou pomoci HPLC s fluorescen¢ni detekci.
Tato metoda umoziuje stanoveni PAU v povrchovych vodach v koncentracich vétSich nez
0,01 pg/l av pitnych a podzemnich vodach v koncentracich vétSich nez 0,005 pg/l. Extrakce
PAU je provadéna pomoci hexanu, ktery je poté zakoncentrovan odpafenim a odparek je
pieveden do rozpoustédla vhodného pro HPLC. Tuto metodu popisuje norma CSN EN ISO
17993 (75 7555) a tyka se 15 PAU. Norma ISO 28540 popisuje stanoveni 16 PAU ve vod¢
metodou plynové chromatografie s hmotnostni detekci. Je vhodnd pro vSechny druhy vod.

(66).

1.3.2 Extrakce tuhou fazi

Extrakce tuhou fazi je zalozena na rozdéleni analytu mezi dvé nemisitelné faze,
pricemz jedna z téchto fazi je tuha (sorbent) a druhd kapalnd nebo plynna (vzorek). Mezi
vyhody SPE patii vysoka vytéznost (70,0-127,0 %), kratk4 doba extrakce (<60 min), vysoky
faktor obohaceni (81-135) (67) a snadnd automatizace. Tyto vyhody ¢ini z SPE metodu
univerzalné pouzitelnou pro koncentrovani PAU ve vodnych vzorcich. Vybér adsorbentu je
dualezity faktor pro ziskéni vysoké ucinnosti extrakce. Pro zakoncentrovani PAU ve vodnych
vzorcich byvaji pouzivany porézni organokrystalovy kompozit, matrici imobilizované
organokrystaly, polyvinilydenfluorid a bambusové dievéné uhli. Nejrozsitenéjsi je vSak
oktadecyl navdzany na silikagelovy nosi¢ (16). Extrakce tuhou fazi poskytuje podobné

vysledky jako LLE, v ptipadé SPE vsak jsou vSak zavislé na ztratach béhem pienosu vzorku

na extrak¢éni kolonu (44).

Extrakce kapalina-kapalina je efektivni pro PAU s vy$s§i molekulovou hmotnosti,

zatimco SPE je vhodna pro vSechny PAU (68).
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1.3.3 Jiné extrak¢ni metody

Vzhledem k Casové narocnosti LLE a pouzivani velkého objemu rozpoustédla pfi této
technice jsou pro stanoveni PAU v pfirodnich vzorcich pouzivany i jiné druhy extrakci,
napiiklad mikroextrakce kapalnou fazi, mikroextrakce tuhou fazi nebo extrakce pomoci

michadla pokrytého polydimethylsiloxanem (43).

Mikroextrakce kapalnou fazi

Mikroextrakce kapalnou fazi (LPME) vychazi zLLE, je to v podstaté jeji
miniaturizovana forma. Objem pouzité extrakéni faze je u LPME mensi nez 100 pl, snizeno
je rovnéz mnozstvi vzorku (pro extrakci PAU z vody 3—10 ml). Extrakéni rovnovahy je
dosazeno v krat§Sim case (20—60 min). Vice se vSak projevuje vliv matrice (iontova sila,
suspendované Castice, viskozita, teplota), diky ¢emuz pak neni kontakt mezi obéma fazemi
tak piimy jako v piipadé LLE (64). V poslednich letech se LPME stava pomérné casto
pouzivanym zpisobem extrakce environmentéalnich, potravinovych a farmaceutickych
vzorkll. Tato metoda je jednoduchd, rychld acenové dostupnd pro extrakci Siroké Skaly
analyti z komplexnich matric. Mikroextrakce kapalina-kapalina (LLME) je jedna z hlavnich
skupin patiicich do kategorie LPME. Mikroextrakce kapalina-kapalina zahrnuje dalsi Ctyti
skupiny: disperzni mikroextrakce, mikroextrakce magnetickymi kapalinami, mikroextrakce

supramolekularnim rozpoustédlem a mikroextrakce s pomoci vortexu (69).

Disperzni mikroextrakce kapalina-kapalina (DLLME) je zalozena na vstiiknuti smési
extrakéniho a dispergujiciho rozpoustédla do vodného vzorku (70). Tim jsou vytvofeny
velmi jemné kapicky extrakéniho rozpoustédla. Velky povrch plochy mezi jemnymi
kapickami a vodnou fazi umoziuje rychly pfesun analytl zroztoku vzorku do extrakéni
faze. Centrifugace smési zplisobi sedimentaci kapicek na dné zkumavky. Nakonec mtze byt
sediment odebran stfikackou a analyzovan odpovidajicim zafizenim. Metoda DLLME se
stala velmi oblibenym typem mikroextrakce diky vyhoddm jako rychlost, jednoduchost,
vysoky faktor obohaceni (pro extrakci PAU zvody 1630-2637) a nizka spotieba
rozpoustédla (n€kolik mikrolitrr) (71; 69).

Magnetické tekutiny jsou kapaliny tvofené magnetickymi nanocasticemi a nosnou
kapalinou. Aplikace magnetickych kapalin je vSak stdle omezena, nebot’ povrch nanocastic
je citlivy na zménu pH a iontové sily. Proto tyto castice byvaji pokryty organickymi
1 anorganickymi latkami, které je stabilizuji aumozni tak vyhnuti se nezadoucim

komplikacim (69).

12



Supramolekularni rozpoustédla jsou s vodou nemisitelné nanostrukturni kapaliny.
Poléarni oblasti SURPAS sestavaji z karboxylovych nebo amoniovych skupin. Diky tomu je
mozné vytvofeni m-kationtovych, elektrostatickych a vodikovych vazeb s analyty.
Usporadana struktura uhlovodikovych fetézcl poskytuje hydrofobni interakce s nepolarnimi
slouceninami. Vysokd koncentrace agregatl umoznuje rozpusténi velkého mnoZstvi
polarnich i nepolarnich molekul. Tyto vynikajici vlastnosti supramolekularniho rozpoustédla

jako extrakcni faze dovoluji rychlou, jednoduchou a efektivni ptipravu riznych latek (69).

Mikroextrakce s pomoci vortexu (VALLME) je technika ptipravy vzorku disperzi
extrakéniho rozpoustédla za pomoci michani vortexem. Cilové molekuly mohou byt
extrahovany z vody do jemnych kapicek extrakéni faze diky velmi velké plose povrchu
a kratké difuzni vzdalenosti téchto kapicek. Po centrifugaci mize byt plovouci mikrokapka
jednoduse odebrana mikrosttikackou z hladiny vodné faze a muze byt pouzita v nasledujici
analyze. Jednoduchost, rychlost a eliminace disperzniho rozpoustédla déld z VALLME
uc¢innou metodu pro extrakci a analyzu organickych 1 anorganickych polutantt
environmentalnich vzork s vysokym faktorem obohaceni (68-78) a nizkymi mezemi

detekce (2—5 ng/l) (72; 69).

Mikroextrakce kapalinou s pomoci dutého vlakna

Mikroextrakce kapalinou s pomoci dutého vlakna (HFLPME) je zalozena na rozdéleni
organické slouc¢eniny mezi vodnou fazi a organické rozpoustédlo, které je umisténo v duting
vldkna (lumen). Tato technika ma nékolik vyhod: je jednoduchd, levna, dosahuje vysokého
faktoru obohaceni (48-95), je pouzit velice maly objem organického rozpoustédla (jednotky
mikrolitri) a mize byt realizovana v mnoha konfiguracich (73). Mikroextrakce kapalinou
s pomoci dutého vldkna je jednokrokova metoda, kterd poskytuje lepsi stabilitu organické
faze nez jiné mikroextrakce, protoZe je umisténa v dutin€ v mikroporézni sténé kapilarniho
vldkna. Dalsi vyhodou HFLPME je, Ze cilové slouCeniny mohou byt zakoncentrovany
piimo v rozpoustédle, ve kterém jsou poté bez dalSich uprav nadavkovany do kapalinového

nebo plynového chromatografu (74; 75).

Mikroextrakce tuhou fazi

Mikroextrakce tuhou fazi (SPME) pfindsi oproti klasické SPE ftadu vyhod. Je
jednoducha, prakticka, nepouziva se pii ni rozpoustédlo a navic je pouzitelna pro stanoveni
1 stopovych koncentracich kontaminanti, které odpovidaji jejich obsahu v Zivotnim
prostfedi. Umoziluje zahrnout vicestupniové procedury (extrakce, zakoncentrovani, ¢isténi)

do jednoho kroku. Také snizuje riziko ztraty analyti, které¢ je obvyklé u LLE. Metoda SPME
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muze byt také automatizovdna, coz zni ¢ini metodu vyuzitelnou v rutinni analyze (76).
I ptes tyto vyhody jsou nékteré aspekty, které si zaslouzi byt studovany. Protoze je SPME
pouzivana pro extrakci organickych sloucenin ve stopovych koncentracich z polarnich
matric, je nutny piidavek soli ke zvySeni iontové sily roztoku a tim i efektivity extrakce.
V tomto ptipad¢ je pak nutné provést hodnoceni ptidavku soli na funkci sorbentu a vliv
tloustky vrstvy sorbentu na separaci analyti. Dal§im predmétem zkoumani je optimalizace
objemu vzorku (77). Vldkna vSak maji kratkou zivotnost a jejich nestabilita pfi styku

s organickymi rozpoustédly do urcité miry omezuje jejich spojeni s HPLC (69).

Extrakce pomoci michadla pokrytého polydimethylsiloxanem

Extrakce pomoci michadla pokrytého polydimethylsiloxanem (SBSE) mé fadu vyhod,
mezi néz patifi vysoka citlivost (0,05-2,94 ng/l), dobré reprodukovatelnost (4,8-16,9 %),
vysoka vytéZznost (70,8-122 %) a mald spotieba organickych rozpoustédel (desitky
mikrolitrl). Byla uspéSné aplikovand ve stopové analyze piirodnich, potravinovych

a biochemickych vzorki (43).

1.4 Stanoveni PAU v Fi¢nich vodach ve svété a v Ceské republice

Reka Qiantang protéka regionem Yangzi River Delta. Tento region patii
k nejrozvinuté&j$im oblastem v Ciné. Reka Qiantang je navic jeden z nejdtlleZitgjsich zdrojt
pitné vody v této oblasti. Chen a kol. (78) sledovali mistni a casové rozsiteni 15 PAU podle
US EPA. Vynechan byl acenaftylen, a to z divodu absence fluorescence. Voda byla
odebrana ze 45 mist podél feky. Ztéchto 45 mist se jich 15 nachdzelo v méstskych
prumyslovych oblastech, 30 v oblastech venkovskych. Vzorky byly pfipraveny extrakci
tuhou fazi. Pied extrakci byla oktadecylova faze promyta 5 ml dichlomethanu, 5 ml
methanolu a 5 ml ultracisté vody. K vodnému vzorku o objemu 1 1 bylo pfidano pfiblizné
150 ml methanolu. Roztok byl procezen ptes kazetu pfi pratoku 3 ml/min ve vakuu. Po
extrakci byly zachycené PAU eluovany do sklenéné trubice 5 ml dichlormethanu.
K odstranéni zbytka vody bylo ptidano 0,2 g bezvodého siranu sodného. Rozpoustédlo bylo
po pridavku 30 pl dimethylsiloxanu odpafeno mirnym proudem dusiku. Poté bylo do trubice
pfidano 970 ul acetonitrilu a obsah pfenesen do 2 ml vialky. Pro kazdy set vzorkl byl
pripraven slepy vzorek a také kontrolni vzorek obsahujici vSechny reagenty pro kontrolu
interferenci a kontaminace. Pét samostatnych Cistych vod bylo zakoncentrovano pracovnim
roztokem obsahujicim vSech 15 PAU, potom extrahovano a analyzovano stejné jako redlné
vzorky. Analyza byla provedena na HPLC s fluorescencni detekci. Primérna vytéznost PAU

byla nad 72 %. Relativni smérodatna odchylka metody byla < 5 %. Koncentrace
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dvoujadernych PAU se pohybovaly vrozmezi od 7,7 do 1038,0 ng/l, koncentrace
tiijjadernych PAU od 1,7 do 472,1 ng/l, ¢tyfjadernych PAU od 4,3 do 311,3 ng/l,
petijadernych PAU do 75,6 ng/l a pro Sestijaderné PAU do 118,4 ng/l. Celkové koncentrace
potencidlné¢ karcinogennich PAU se pohybovaly od 1,9 do 234,7 ng/l, primérna hodnota
byla 25,5 ng/l. Koncentrace sumy PAU se pohybovala od 70,3 do 1844,4 ng/l. Byla
zaznamenana sezonni zména v koncentraci PAU. Primérnd koncentrace sumy PAU byla
v lednu 386,9 ng/l, v dubnu 257,7 ng/l, v ¢ervenci 199,2 ng/l a v fijnu 289,2 ng/l. Tyto
koncentrace souvisi srozdilnym pritokem vody vifece. S vySSim pratokem stoupa

rozptylovaci pomgr.

Reka Huaihe je jednou z nejvétsich fek v Cing. Liu a kol. (11) sledovali prostorové
a Casove rozsifeni PAU v této fece. Voda byla odebirana v prosinci, dubnu a srpnu v hloubce
0,5 m pod hladinou do pfedem vycisténych nadob o objemu 25 1 pomoci valcovych
vzorkovaci. Extrakce byla provedena pomoci SPE kazet, které byly pred extrakei
kondicionovany 20 ml dichlormethanu, 20 ml methanolu a 20 ml ultracisté vody. K extrakci
bylo pouzito 2 1 vody a extrakce byla provedena rychlosti 5 ml/min. Kazety byly vysuseny
mrazenim po dobu 72 h pro odstranéni vlhkosti. Poté byly 3x promyty 6 ml ethylacetatu.
Pomoci rota¢niho odparovace byl objem rozpoustédla snizen na 1 ml. Koncentrovany extrakt
byl precistén pres sklenénou kolonu, kterd byla v horni ¢asti pokryta 1 g bezvodého siranu
sodného a v dolni casti 2 g silikagelu. Po pocatecnim promyti kolony 8 ml hexanu byla
frakce obsahujici PAU eluovana smési n-hexanu a dichlormethanu (1:1, v/v). Vzorky byly
zakoncentrovany na 1 ml pomoci rota¢niho odpatfovace. Byla provedena kontrola kvality
analyzou slepych vzork rozpoustédla, obohacenych vzorkii i matrice. Analyza byla
provedena v systtmu HPLC-FLD. Procentové zastoupeni PAU bylo nasledujici:
dvoujaderné od 3,54 % do 17,06 %, tiijjaderné od 73,32 % do 92,67 %, Ctyijaderné od
3,20 % do 13,05 %, pétijaderné od 0,06 % do 0,58 % a Sestijaderné od detekcniho limitu do
obsahy byly zjistény v piipad¢ BkF, BaP, DBA, BgP a InP. Primérné koncentrace BkF byla
0,01 ng/l, BaP nebyl detekovan, primérma koncentrace DBA byla 0,10 ng/l, primérna
koncentrace BgP 0,01 ng/l a primérna koncentrace InP 0,07 ng/l. Koncentrace sumy PAU
ve vodé se pohybovala od 79,94 do 421,07 ng/l. Nejvyssi koncentrace (178,00 ng/l) byly
téz zjistovany zdroje PAU pomoci poméru nékterych PAU. Pomér anthracenu a souctu
anthracenu a fenanthrenu byl nizs§i nez 0,1, coZz poukazuje na ropny ptivod PAU. Pomér

fluoranthenu a souctu fluoranthenu a pyrenu byl vyssi nez 0,5, coZ naznacuje ptivod ze

15



spalovacich procesti. Pomér benzo[a]anthracenu a souctu benzo[a]anthracenu a chrysenu byl
ze 41,90 % mezi 0,2 a 0,35 a z 21,70 % nizsi nez 0,2, coZ znaci smiSeny puvod (ropny i ze

spalovacich procest).

Vyrobna plynu v Némecku v Meklenbursku-Pfednim Pomotansku vypoustéla béhem
50 let odpadni vody piimo do feky Warnow ze které mésto Rostock odebira pitnou vodu pro
svych 250 000 obyvatel. Randow a kol. (79) zjistovali skladbu polutanti a jejich mozné
uvoliiovani ze sedimentu do feky. Vzorky vody byly odebirany z hladiny ze stfedu teky.
Extrakce PAU byla provedena pomoci cyklohexanu ze vzorkii o objemu 1 1 a stanoveni PAU
pomoci HPLC s UV detektorem a fluorescenénim detektorem. Detekéni limit byl 4 ng/l pro
6 PAU podle némecké normy. Koncentrace PAU se pohybovaly od 4 do 18 ng/l. Ve
srovnani s némeckou normou, ktera stanovuje limit 200 ng/l, jsou tyto koncentrace velmi
nizké. Hlavnim zdrojem PAU je sediment, ktery uvoliluje malé konstantni mnozstvi PAU, ve
vod¢ jsou rozpusSténa pouze stopova mnozstvi. Huminové kyseliny a seston snizuji

koncentraci PAU.

Wolska a kol. (80) analyzovali vodu a sediment a zji§t'ovali obsah rtiznych polutantt
véetné PAU. Nejprve byly vzorky obohaceny vnitinimi standardy naftalen-ds
a benzo[a]antracen-d;,. Analyty byly izolovany pomoci SPE. Pted izolaci byl nosi¢ sorbentu
vysusen a analyty poté¢ byly eluovany dichlormethanem Eluat byl poté odpafen mirnym
proudem dusiku na 0,3 ml. Analyza byla provedena pomoci GC-MS. Detekéni limit metody
byl 1-5 ng/l, relativni smérodatna odchylka 10-20 % Kvalita vysledkti byla kontrolovana
analyzou roztoku standardu simulujiciho ptecistény extrakt vzorku k zhodnoceni Gc¢innosti
separace a realnych vzorka analyzovanych 1 v jinych laboratofich. Celkovy obsah 16 PAU
podle US EPA se pohyboval od hodnot pod detek¢nim limitem az po 1,5 pg/l. Ve vzorcich
po povodnich byl obsah PAU od 2,0 do 2,4 pg/l, v jednom piipad¢ dokonce 3,35 pg/l. Pti
vetsing méfeni byla koncentrace okolo 0,5 pg/l. Obecné vyssi koncentrace byly na hornim
toku Odry. To miize byt zptisobeno tim, Ze feka protéka vysoce urbanizovanymi uzemimi
Skorogoszcz a Otawa. Sever Ceské republiky, odkud feka pfitéka, je vysoce pramyslovou
oblasti a vpovodi Odry se dale nachazi polskd elektrarna a tepldrna Opole. Nejvyssi
povolena hodnota koncentrace benzo[a]pyrenu (0,2 ug/l) nebyla ptekrocena. Bylo zjisténo,
ze znecCisténi feky PAU se méni se stavem hladiny feky; niz$i koncentrace byly

zaznamenany pii vySsich vyskach hladiny.

Prokes a kol. (42) sledovali mistni a casové rozsifeni hydrofobnich polutanti vetné

PAU v fece Morav¢ a jejim pfitoku Dfevnici v primyslovych oblastech Zlina a okoli. Voda
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v této oblasti byla v minulosti ovlivnéna primyslem a zeméd¢lstvim. Odbér byl provadén na
péti mistech. Voda byla nabirana do zluté sklenéné lahve o objemu 2,5 | se Sroubovacim
uzavérem v hloubce 1 m pod hladinou. Pasivni vzorkovace z polydimethylsiloxanu byly
vyplachnuty vodovodni vodou, destilovanou vodou a vysuSeny papirovym kapesnikem. Poté
byly extrahovany Soxhletovou extrakci v methanolu po dobu 12 h. Objem extrakti byl
snizen na 15 ml pomoci Kuderna-Danishova koncentratoru. Kone¢né odpateni rozpoustédla
bylo provedeno proudem dusiku, objem byl snizen na 2 ml. Vzorky byly pfeciStény za
pouziti silikagelové kolony, redukovéany a byl pfidan vnitini standard, kterym byl terpenyl.
Vzorky byly analyzovany pomoci GC/MS. Nejvyssi sttedni koncentrace vSech PAU (kromé
anthracenu) byly pozorovany v fece Dievnici (suma PAU 93,19 ng/l). Tato feka absorbuje
zneCisténi z primyslové oblasti s chemickym, plastikaiskym, gumarenskym, obuvnickym
a strojirenskym. Diky malé velikosti je tato feka vice ovlivnéna lokalnim zneciSténim nez
vEtsi feka Morava. V fece Moravé byly zjistény zvySené koncentrace anthracenu (3,40 ng/l).
Mistni variabilita se pohybovala mezi 7,8 a 25,7 % s vyjimkou anthracenu, ktery vykazoval
variabilitu 47,7 %. ZvySené koncentrace anthracenu byly zjistény v jednom misté, které se
nachdzi v blizkosti producenta anthrachinonu. Koncentrace souc¢tu PAU se pohybovala od
47,77 do 93,19 ng/l. Jasny trend poklesu koncentrace s rostouci teplotou vody byl
zaznamenan u dvou nejtékavéjSich PAU, naftalenu a acenaftylenu, slabsi trend lze
zaznamenat u fluorenu a fenanthrenu. Vzrist koncentrace PAU s poklesem teploty také
muze souviset s intenzivnéj$im vytapénim domacnosti béhem zimnich mésicti, a tim i vyssi
koncentraci PAU v atmosféie a vyS$$imi atmosférickymi depozicemi. RovnéZ byl pozorovan

pokles koncentrace PAU v zavislosti na toku.
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2 Material a metody

2.1 Pristroje a pomiicky
Chromatografické separace byly provadény na kapalinovém chromatografu Dionex
UltiMate 3000 od firmy Thermo Scientific (USA), ktery je vybaven nasledujicimi

komponentami:

- zasobnik mobilni faze SR-3000

- ¢erpadlo LPG-3400SD

- autosampler WPS-3000TSL

- kolonovy termostat TCC-3000SD

- ptepinac kolon PD 715-025

- UV/VIS detektor DAD-3000RS

- fluorescenc¢ni detektor FLD-3400RS

Na ovladani chromatografu a zpracovani chromatogramii byl pouzit program
Chromeleon 7.2.1.5537., validace metody byla provedena v programech EffiValidation 3.0
a Microsoft Excel 2013.

Byla pouzita chromatografickd kolona PAH C18 od firmy Waters (USA) o rozmérech

250 x 3,0 mm a velikosti ¢astic napIn€ 5 um. Tato kolona je specialn€ urcend pro PAU.

Objemy kapalnych latek byly odmétovany automatickymi pipetami Biopette PLUS od
firmy Labnet (USA) o objemech 100 az 1000 pl, automatickou pipetou Transferpette S od
firmy BRAND (Némecko) o objemu 1-10 ml a sklenénymi stfikackami od firmy Hamilton
(USA) o objemech 5; 10; 25; 50; 100, 250 a 500 pl. Deionizovand voda byla pfipravena
pfistrojem Smart2Pure 6 UV/UF od firmy Thermo Scientific (USA). Extrakce byly
provadény na orbitalni tfepacce ORBIT 1000 od firmy Labnet (USA), centrifugace na
centrifuze
3-30Kod firmy SIGMA Laborzentrifugen (Némecko). K odstranéni extrakéniho
rozpoustédla byl pouzivan termoblok SBH130D/3 a koncentrator vzorkit SBHCONC/1 od
firmy Stuart (UK).

Pro odbér vody z feky byla z bezpecnostnich diivodl pouzita plastova ldhev o objemu
21 sufiznutym hrdlem. Voda byla navazovana na vahach od firmy DENVER
INSTRUMENT (Némecko).
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2.2 Chemikalie
V prubehu prace byly pouzity nasledujici chemikalie:

- smésny standard PAU MIX-9 od firmy Dr. Ehrenstorfer (Némecko), Sarze 30325AL,
objem 10 ml, koncentrace 100 mg/l, ktery obsahoval 16 prioritnich PAU podle US EPA:

naftalen, acenaftylen, acenaften, fluoren, fenanthren, anthracen, fluoranthen, pyren,
benzo[a]anthracen, chrysen, benzo[b]fluoranthen, benzo[k]fluoranthen,
benzo[a]pyren, dibenzo[a,h]anthracen, benzo[g,h,i]perylen, indeno[1,2,3-c,d]pyren.

- vnitini standard 9,10-difenylanthracen od firmy Sigma-Aldrich (Némecko), Sarze

SZB8186XV

- acetonitril gradient grade pro kapalinovou chromatografii od firmy Merck (Némecko)
- hexan Cistoty 95,0 % od firmy J.T. Baker (USA)

- hexan Cistoty 98,0 % od firmy Merck (Nemecko)

- cyklohexan ¢istoty 99,8 % od firmy Merck (Némecko)

- isopropanol pro kapalinovou chromatografii a UV detekci od firmy Macron Fine

Chemicals (USA)

- diethylenglykol ¢istoty p.a. od firmy Sigma-Aldrich (Némecko)
- chlorid sodny &istoty p.a. od firmy Penta (CR)

- bezvody siran sodny &istoty p.a. od firmy Lach-Ner (CR)

- dusik 4.0 (99,99 obj. %) od firmy Linde Gas (CR)

2.3 Priprava mobilnich fazi
Mobilni faze A (MF-A) byla pfipravena smichanim 500 ml vody a 500 ml acetonitrilu
ve sklenéné lahvi se Sroubovacim uzavérem. Mobilni faze B (MF-B) byla pfipravena odlitim

acetonitrilu ze zasobni lahve do sklenéné lahve se Sroubovacim uzavérem.

2.4 Priprava roztokii standardnich sloucenin a vnitiniho standardu

Zasobni roztok analyti PAU-ST-A o koncentraci 100 mg/l byl zakoupen od vyrobce
ve sklenéné lahvic¢ce se Sroubovacim uzavérem o objemu 10 ml. Zasobni roztok vnitiniho
standardu PAU-VS-A byl pfipraven navazenim 50 mg 9,10-difenylanthracenu a rozpu$ténim
v 1000 ml acetonu. Vysledna koncentrace vnitiniho standardu v roztoku PAU-VS-A byla
50 mg/1.
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Pracovni roztok analyti PAU-ST-B byl pfipraven smichanim 0,1 ml roztoku
PAU-ST-A s 50 % acetonitrilem v 10 ml odmérmné batice. Vyslednd koncentrace analytl
v roztoku PAU-ST-B byla 1000 pg/l. Pracovni roztok vnitiniho standardu (PAU-VS-B) byl
pfipraven smichanim 1 ml roztoku PAU-VS-A s 50 % acetonitrilem v 10 ml odmérné bance.

Vysledna koncentrace vnitiniho standardu v roztoku PAU-VS-B byla 5000 pg/l.

Pracovni roztok analyti PAU-ST-C byl pfipraven smichdnim 0,2 ml roztoku
PAU-ST-B a 50 % acetonitrilu v 10 ml odmérné baiice. Vyslednd koncentrace analytl
v roztoku PAU-ST-C byla 20 pg/l. Pracovni roztok vnitiniho standardu PAU-VS-C byl
pfipraven smichanim 1 ml roztoku PAU-VS-B a 50 % acetonitrilu v 50 ml odmérné bance.

Vysledné koncentrace vnitfniho standardu v roztoku PAU-VS-C byla 100 pg/l.

Uzavéry vSech odmérnych ban¢k obsahujicich roztoky standardu a vnitiniho standardu
byly prekryty parafilmem pro zamezeni odpaieni rozpoustédla, coz by zptlisobilo zmény
v koncentracich téchto slouc¢enin. VSechny tyto roztoky byly skladovany v chladnic¢ce pii

teploté 4 °C po dobu maximalné¢ 1 roku.

2.5 Priprava roztoku — optimalizace metody

Roztoky PAU pouzité pro ucely optimalizace metody byly pfipraveny smichanim
0,4 ml MF-A, 0,1 ml PAU-VS-C a 0,5 ml PAU-ST-C do hnédych sklenénych krimpovacich
vialek apoté ihned hermeticky uzavieny hlinikovym uzdvérem a teflonovym septem
o objemu 1,8 ml. Mobilni faze byla davkovana automatickou pipetou, standard a vnitini

standard stiikackami Hamilton. Vysledné koncentrace jednotlivych sloucenin byla 10 pg/l.

2.6 Priprava roztokii — validace metody

Roztoky PAU pouzité pro ucely validace metody (PAU-ST-D) byly pfipravovany
do hnédych sklenénych krimpovacich vialek a poté ithned hermeticky uzavieny hlinikovym
uzavérem a teflonovym septem o objemu 1,8 ml. Mobilni faze byla davkovana automatickou
pipetou, standard a vnitini standard stfikackami Hamilton. Postup pfipravy roztoki

1 koncentrace jednotlivych sloucenin je uveden v Tab. 1.
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Tab. 1: Ptiprava roztokli PAU pro tcely validace.

Koncentra¢ni Davkovany objem
uroven [ul]

g/l PAU-ST-C PAU-VS-C MF-A
0,01 0,5 100 899,5

0,02 1 100 899
0,05 2,5 100 8975

0,1 5 100 895

0,2 10 100 890

0,5 25 100 875

1 50 100 850

2 100 100 800

5 250 100 650

10 500 100 400

2.7 Odbér Fi¢ni vody

K odbéru byla pouzita aparatura popsand v kapitole 2.1. Lédhev na provazu byla
spusténa z mostu do feky, asi 20 cm pod hladinu. Poté byla vyzvednuta na most a jeji obsah
byl pielit do hnédé sklenéné lahve o objemu 2,5 1 se Sroubovacim vickem. Tento postup byl
pii kazdém odbéru opakovéan 2—3 krat. Hnéda sklenéna lahev s vodou byla poté dopravena

do chemické laboratote, kde byla voda jesté tyz den spotfebovana na analyzu.

2.8 Postup extrakce PAU z vody

Do hnédych sklenénych lahvi o objemu 500 ml se zabrusovou sklenénou zatkou bylo
navazeno presné asi 500 g vzorku vody. Do vody bylo piidano 100 ul PAU-VS-C, 5 ml
cyklohexanu a 5 g chloridu sodného. Lahve byly uzavieny a zajistény kovovou pojistkou,
umistény nalezato na orbitalni tfepacku, kde byly tfepany po dobu 30 min pfi frekvenci
150 ot/min. Poté byly lahve dolity pitnou vodou tak, aby hladina dosahovala asi 1 cm od
horniho okraje. Cyklohexan byl z hladiny odebirdn automatickou pipetou do vialek, do
kterych bylo nadavkovano 500 pl fixa¢niho roztoku (smés diethylenglykolu a isopropanolu
v poméru 1:4, v/v). Vialky byly vlozeny do termobloku, ktery byl vyhtaty na 30 °C. Do
vialek byly zavedeny jehly koncentratoru umisténého nad termoblokem. Obsah vialek byl
odfoukavan dusikem z tlakové lahve napojené na koncentrator na objem ptiblizn¢ 100 pul.

Nakonec bylo do vialek pfidano 400 pul MF-A, vialky byly uzavieny a analyzovany v den
piipravy.
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3 Vysledky a diskuze

3.1 Optimalizace metody

Metoda optimalizovana v této praci vychazela z jiz diive vyvinuté a optimalizované
metody (81). Podminky chromatografické separace zustaly zachovany (Tab. 2), ale kromé
spektrofotometrického detektoru byl také pouzit detektor fluorescencni. Acenaftylen vSak
nevykazuje fluorescenci, a tak nemtlize byt detekovan fluorescenénim detektorem. Z tohoto
divodu byl acenaftylen stanovovan pouze spektrofotometrickym detektorem pii vinové
délce 230 nm. Tato vlnova délka je pro detekci acenaftylenu optimalni, jak bylo zjisténo pfi
chromatografické metody bylo tedy zejména nalezeni vhodnych podminek fluorescencni
detekce pro kazdou slouc¢eninu. Optimalizovanymi parametry byly excita¢ni a emisni vinova

délka, emisni filtr a citlivost.

Tab. 2: Podminky chromatografické separace.

Parametr Hodnota
Teplota kolonového prostoru 35°C
Objemovy prutok mobilni faze 1 ml/min
Objem néstiiku 90 ul

0-2,5 min: 0 % MF-B

2,5-10 min: 0 — 100 % MF-B

Gradientovy program 10—-14 min: 100 % MF B

14-16 min: 100 — 0 % MF-B

16-18,5 min: 0 % MF-B

Optimalizace byla zahdjena zméfenim absorpCnich spekter jednotlivych sloucenin,
¢imz byla zjiSténa jednotlivd absorpcni maxima. Dale byla zméfena emisni spektra vzdy
v uritém rozsahu emisnich vlnovych délek a pfi urc€ité vhodné excita¢ni vinové délce, ktera
vychézela z charakteru jednotlivych absorpcnich spekter. Zjisténé vinové délky emisnich
maxim byly zvoleny jako optimalni. Podobnym zptisobem byla zméfena i excitacni spektra
pii optimalni emisni vinové délce a jejich maxima byla zvolena jako optimalni. Emisni filtry
byly voleny tak, aby se hodnota jejich cut-off nachizela mezi excitacni a emisni vinovou
délkou. Pouzity pfistroj nabizi Ctyfi emisni filtry, které maji hodnoty cut-oft 280, 370, 435
a 540 nm. Nakonec byla optimalizovana citlivost detektoru. Zde byly voleny hodnoty od
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1 do 8 tak, aby signal byl dostatecny a zarovenl aby nedochazelo k piesyceni fotonasobice.
Pro kazdy analyt byla zvolena nejnizsi hodnota, ktera byla postupné zvySovana az do prvni
deformace piku, kterd byla zpilisobena automatickym snizenim citlivosti detektoru. Pii
vyskytu tohoto jevu byla pro pfislusny analyt zvolena takova hodnota, kterd byla o jednotku

niz$i nez ta, pii které doslo k deformaci piku. Vysledky optimalizace jsou shrnuty v Tab. 3.

Tab. 3: Optimalni parametry fluorescencni detekce pro jednotlivé PAU.

Analyt Excita¢ni Emisni vinova | Emisni Citlivost
vinova délka délka filtr [1]
[nm] [nm] [nm]
Naftalen 219 331 280 7
Acenaften 227 337 280 4
Fluoren 261 310 280 4
Fenanthren 247 366 370 8
Anthracen 248 401 370 3
Fluoranthen 233 459 435 8
Pyren 237 391 370 6
Benzo[a]anthracen 283 389 370 5
Chrysen 264 382 370 5
VS 257 410 370 3
Benzo[b]fluoranthen 247 436 435 7
Benzo[k]fluoranthen 245 411 370 3
Benzo[a]pyren 261 406 370 4
Dibenzo[a,h]anthracen 293 397 370 6
Benzo[g,h,i]perylen 293 411 370 8
Indeno[1,2,3-c,d]pyren 247 504 435 8
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Na Obr. 2 je uveden chromatogram sledovanych analyti pii optimalnich podminkach

fluorescenéni detekce.
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Obr. 2: Chromatogram 15 fluoreskujicich PAU a vnitiniho standardu za optimalnich
podminek fluorescencni detekce: naftalen (1), acenaften (2), fluoren (3),
fenanthren (4), anthracen (5), fluoranthen (6), pyren (7), benzo[a]anthracen (8),
chrysen (9), VS (10), benzo[b]fluoranthen (11), benzo[k]fluoranthen (12),
benzo[a]pyren (13), dibenzo[a,h]anthracen (14), benzo[gh,i]perylen (15),
indeno[1,2,3-c,d]pyren (16).

Pfi porovnani excitacnich a emisnich vlnovych délek pouzitych v této praci
(viz v Tab. 3) s hodnotami, které ve svych pracich pouzili jini autoii (viz Tab. 4) je zfejmé,
ze se tyto hodnoty v nekterych piipadech pomérné vyrazné 1isi. V publikaci autort
Williamson a kol. (56) bylo zvoleno pouze 5 hodnot excitac¢nich a emisnich vlnovych délek.
Nejvyssi rozdil excitaéni vinové délky oproti této praci byl u naftalenu (61 nm), nejvyssi
rozdil emisni vlnové délky u benzo[g,h,i]perylenu (54 nm). V publikaci autortt Brum a kol.
(82) bylo zvoleno 7 hodnot excitacnich vinovych délek, ale u emisnich vinovych délek byla
zvolena pro kazdy analyt jind hodnota. Nejvyssi rozdil excitaéni vinové délky oproti této
praci byl uindeno[l1,2,3-c,d]pyrenu (53 nm), nejvys$i rozdil emisni vlnové délky
u benzo[b]fluoranthenu (21 nm). Tyto rozdily jsou vSak zpiisobeny ziejm¢é moznostmi
pouzité instrumentace, protoze charakter emisnich 1 excitac¢nich spekter sloucenin je do jisté

miry stabilni. V této praci byly voleny vzdy optimélni hodnoty excitacnich i emisnich

v
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Tab. 4: Excitacni a emisni vlnové délky fluorescen¢ni detekce z jinych zdroji.

Analyt Williamson a kol. (56) Brum a kol. (82)
Excitaéni Emisni Excitaéni Emisni
vinova délka | vinova délka | vinova délka | vinova délka
[nm] [nm] [nm] [nm]
Naftalen 280 355 224 332
Acenaften 280 355 230 336
Fluoren 280 355 230 316
Fenanthren 280 355 252 364
Anthracen 250 420 252 404
Fluoranthen 250 420 252 452
Pyren 250 420 238 388
Benzo[a]anthracen 270 390 238 396
Chrysen 270 390 238 376
Benzo[b]fluoranthen 290 410 268 447
Benzo[k]fluoranthen 290 410 268 432
Benzo[a]pyren 290 410 268 412
Dibenzo[a,h]anthracen 290 410 292 400
Benzo[g,h,i]perylen 300 465 292 420
Indeno[1,2,3-c,d]pyren 300 465 300 500
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3.2 Validace metody

Po optimalizaci analytické metody byla provedena jeji validace. Pro cely validace
byly pfipraveny roztoky PAU o koncentracich 0,01-10 pg/l, jejichz postup pfipravy je
uveden v Tab. 1. Valida¢nimi parametry byly linearita, pfesnost, spravnost, rozsah, mez
detekce amez stanovitelnosti. Pro hodnoceni parametrii linearita, pfesnost, spravnost
arozsah byly pro kazdy analyt vybrany ty koncentra¢ni trovné, na kterych bylo pro dany
analyt dosazeno poméru signalu odezvy detektoru (S) k Sumu zékladni linie (N) vzdy

minimalné S/N > 10.

Linearita byla hodnocena pomoci korela¢niho koeficientu a QC koeficientu. Kritérium

pfijatelnosti pro korelacni koeficient je > 0,99000 a pro QC koeficient < 5,00 %.

Tab. 5: Korela¢ni koeficient a QC koeficient.

Analyt Korela¢ni QC Analyt Korela¢ni QC
koeficient | koeficient koeficient | koeficient

1] [%o] [1] [%o]
Naftalen 0,99998 0,79 Benzo[a]anthracen 0,99998 0,84
Acenaftylen | 0,99984 1,74 Chrysen 0,99998 0,82
Acenaften 0,99998 0,77 Benzo[b]fluoranthen 0,99998 0,81
Fluoren 0,99998 0,89 Benzo[k]fluoranthen 0,99997 0,94
Fenanthren 0,99997 0,94 Benzo[a]pyren 0,99991 1,69
Anthracen 0,99997 0,99 Dibenzo[a,h]anthracen | 0,99997 1,02
Fluoranthen 0,99998 0,84 Benzo[g,h,i]perylen 0,99993 1,56
Pyren 0,99996 1,13 Indeno[1,2,3-c,d]pyren | 0,99990 1,59

Z dat uvedenych v Tab. 5 vyplyva, Ze hodnoty korelacniho koeficientu a QC

koeficientu vyhovuji kritériim pfijatelnosti u vSech analyti.

Cioroiu a kol. (83) provedli validaci HPLC-FLD metody pro PAU. Byla sestrojena
sedmibodova kalibracni kiivka v rozsahu koncentraci od 5 do 400 pg/ul. Standardni roztoky
byly analyzovany ve tiech opakovanich. Korela¢ni koeficient pro vSech 16 PAU byl

minimalng¢ 0,999, stejné jako v této praci.

Dal$im hodnocenym validacnim parametrem byla pfesnost. Nejprve byla vyjadiena
jako opakovatelnost pomoci relativni smérodatné odchylky (RSD) pro koncentracni Girovné
0,1; 1 a 10 pg/l. Ptijatelnd hodnota RSD pro koncentracni troven 10 pg/l ¢ini < 21 %, pro
koncentra¢ni uroven 1 pg/l to je < 15 % a pro koncentraéni troven 0,1 pg/l také < 15 %

(84).
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Tab. 6: Presnost vyjadiena jako opakovatelnost.

Analyt RSD [%] Analyt RSD [%

0,1% 1 10 0,1% 1 10

ng/l | pgll | pg/l pg/l | pgl | pgi
Naftalen 3,6 2,1 0,5 | Benzo[a]anthracen 1,5 0,5 0,1
Acenaftylen | 12,0 2.3 0,3 | Chrysen 1,7 0,6 0,3
Acenaften 1,2 0,5 0,3 | Benzo[b]fluoranthen 3,3 0,5 0,1
Fluoren 4.4 0,1 0,3 | Benzo[k]fluoranthen 1,1 1,6 0,1
Fenanthren 8,1 0,7 0,0 | Benzo[a]pyren 2,1 0,8 0,3
Anthracen 0,6 0,6 0,1 | Dibenzo[a,h]Janthracen 1,2 0,5 0,0
Fluoranthen 8,2 1,1 0,1 | Benzo[g,h,i]perylen 3,3 1,0 0,2
Pyren 1,6 1,1 0,2 | Indeno[1,2,3-c,d]pyren 6,9 3,4 0,1

*7 divodu vyssi meze stanovitelnosti byla pro acenaftylen pouzita koncentracni uroven 0,5 pg/l a pro naftalen,
benzo[b]fluoranthen a indeno[1,2,3-c,d]pyren 0,2 pg/l.

ZTab. 6 je zifejmé, ze hodnoty RSD se pohybuji od 0,0 % (fenanthren
a dibenzo[a,h]anthracen) do 12,0 % (acenaftylen), coZ vyhovuje kritériim pfijatelnosti na

vSech koncentra¢nich tirovnich pro vSechny sledované analyty.

V ramci presnosti byla testovana i piesnost mezilehla pro koncentra¢ni urovné 0,1;
1 a 10 pg/l, také pomoci RSD. Ptijatelnd hodnota RSD pro koncentra¢ni uroven 10 pg/l €ini
<21 %, pro koncentracni troven 1 pg/l to je < 15 % a pro koncentraéni troven 0,1 pg/l také
<15 % (84).

Tab. 7: Presnost vyjadiena jako mezilehla presnost.

Analyt RSD [%] Analyt RSD [%]

0,1% 1 10 0,1* 1 250

ng/l | pg/l | pgl ng/l | pgl | pgl
Naftalen 13,6 1,5 1,1 Benzo[a]anthracen 1,2 1,3 1,1
Acenaftylen | 9,2 3,8 1,2 | Chrysen 1,4 0,8 1,0
Acenaften 2,2 0,7 0,6 | Benzo[b]fluoranthen 2,4 1,4 1,5
Fluoren 4,6 0,5 0,5 | Benzo[k]fluoranthen 2,6 1,3 0,4
Fenanthren 9,0 0,8 0,7 | Benzo[a]pyren 3,2 3,5 5,1
Anthracen 2,3 1,6 1,8 | Dibenzo[a,h]anthracen 1,0 1,6 1,4
Fluoranthen | 5,8 1,7 1,5 | Benzo[g,h,i]perylen 3,4 0,9 0,8
Pyren 2,8 0,9 1,0 | Indeno[1,2,3-c,d]pyren 6,5 2,4 1,4

*7 divodu vyssi meze stanovitelnosti byla pro acenaftylen pouzita koncentracni uroven 0,5 pg/l a pro naftalen,
benzo[b]fluoranthen a indeno[1,2,3-c,d]pyren 0,2 pg/l.

Hodnoty RSD v Tab. 7 se pohybuji od 0,4 % (benzo[k]fluoranthen) do 13,6 %
(naftalen), coz vyhovuje kritériim pfiijatelnosti u vSech analytli na vSech koncentracnich

arovnich.
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Pro vypocet mezilehlé piesnosti v publikaci autorti Cioroiu a kol. (83) byl pouzit
vzorek o koncentraci 100 pg/l, ktery byl analyzovan ve dvou rtznych dnech za stejnych
podminek na stejném piistroji dvéma rtiznymi pracovniky. Relativni smérodatna odchylka
pro vSechny analyty byla <2 %. V této praci se hodnoty mezilehlé piesnosti hodnocené jako
RSD pohybovaly v rozmezi od 0,4 do 13,6 %. V této praci RSD sice dosahuje vysSich
hodnot, ale ovSem na az témét 1000x nizSich koncentrac¢nich trovnich (13,6 % na

koncentrac¢ni urovni 0,2 pg/l).

Dal§im hodnocenym validaénim parametrem byla spravnost, kterd byla hodnocena
pomoci vytéznosti. Pfijatelnd hodnota vytéznosti pro koncentra¢ni troven 10 pg/l €ini
60-115 %, pro koncentracni tGroven 1 pg/l to je 40-120 % a pro koncentracni uroven

0,1 pg/l také 40-120 % (84).

Tab. 8: Spravnost vyjadiena jako vytéznost.

Analyt VytéZnost [%] Analyt VytéZnost [%]
0,1* 1 10 0,1* 1 10
ng/l | pg/ll | pg/l ng/l | pgll | pg/l

Naftalen 96,7 | 101,6 | 101,2 | Benzo[a]anthracen 99,3 98,6 | 100,3

Acenaftylen | 104,7 | 100,6 | 100,5 | Chrysen 100,0 | 99,8 | 100,6

Acenaften 97,7 | 99,7 | 100,0 | Benzo[b]fluoranthen 100,5 | 98,8 | 100,9

Fluoren 99,0 | 99,5 | 100,1 | Benzo[k]fluoranthen 95,0 99,0 | 100,3

Fenanthren | 105,3 | 99,4 | 100,6 | Benzo[a]pyren 94,0 106,9 | 110,6

Anthracen 96,7 | 98,3 | 99,1 | Dibenzo[a,h]anthracen 100,3 | 98,5 100,8

Fluoranthen | 94,3 | 98,9 | 100,1 | Benzo[g,h,i]perylen 92,7 99,3 102,7

Pyren 933 98,8 | 99,7 |Indeno[l,2,3-c,d]pyren 98,3 105,2 | 100,4

*Z dtvodu vyssi meze stanovitelnosti byla pro acenaftylen pouzita koncentracni troven 0,5 pg/l a pro naftalen,
benzo[b]fluoranthen a indeno[1,2,3-c,d]pyren 0,2 pg/l.

Hodnoty vytéznosti v Tab. 8 se pohybuji od 92,7 % (benzo[g,h,i]perylen) do 110,6 %
(benzo[a]pyren) a vyhovuji tedy kritériim pfijatelnosti na vSech koncentracnich Urovnich

u vSech analytt.

Spravnost metody v publikaci Cioroiu a kol. (83) byla hodnocena také jako vytéznost,
ale na odliSnych koncentracnich trovnich — 400, 200 a 100 pg/l. Hodnoty vytéZnosti pro
jednotlivé analyty jsou uvedeny v Tab. 9, z niz vyplyva, ze hodnoty vytéznosti se pohybuji
vrozmezi od 82,45 % (dibenzo[a,h]anthracen) do 120,85 % (chrysen). V této praci se
hodnoty vytéznosti pohybovaly v rozmezi od 92,7 % (benzo[gh,i]perylen) do 110,6 %

(benzo[a]pyren). Jedna se tak o uzsi rozsah nez v uvedené publikaci, navic vice nez 1000x
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niz§ich koncentracnich urovnich. Vyrazny rozdil lze pozorovat v pifipadé chrysenu

(120,85 % na koncentraéni trovni 400 pg/l oproti 100,0 % na koncentracni urovni 0,1 pg/l).

Tab. 9: Spravnost hodnocena jako vytéznost (83).

Analyt VytéZnost [%]
400 ng/l1 | 200 pg/l 100 pg/l

Naftalen 97,98 99,95 88,46
Acenaftylen 86,35 90,26 89,47
Acenaften 83,19 85,06 90,58
Fluoren 95,51 91,50 89,45
Fenanthren 103,70 104,40 83,51
Anthracen 84,89 97,74 89,96
Fluoranthen 82,71 83,55 86,45
Pyren 89,87 90,13 88,68
Benzo[a]anthracen 92,12 97,25 91,43
Chrysen 120,85 115,32 90,55
Benzo[b]fluoranthen 90,00 101,20 92,32
Benzo[k]fluoranthen 82,62 92.45 87,39
Benzo[a]pyren 102,66 97,77 90,80
Dibenzo[a,h]anthracen 82,45 89,48 85,82
Benzo[g,h,i]perylen 82,61 83,70 83,65
Indeno[1,2,3-c,d]pyren 87,98 93,54 89,72

Rozsah metody se u vétSiny analytii pohyboval od 0,1 do 10 pg/l (viz. Tab. 10).
Nejuzsi interval byl v ptipadé acenaftylenu (0,5 az 10 pg/l), coz bylo dano nutnosti pouziti
mén¢ citlivého spektrofotometrického detektoru. V ptfipadé naftalenu, benzo[b]fluoranthenu

a indeno[1,2,3-c,d]pyrenu byl rozsah 0,2 az 10 pg/l z davodu nizké odezvy detektoru.

Tab. 10: Rozsah metody.

Analyt Rozsah [pg/1] Analyt Rozsah [pg/l]
Naftalen 0,2-10 Benzo[a]anthracen 0,1-10
Acenaftylen 0,5-10 Chrysen 0,1-10
Acenaften 0,1-10 Benzo[b]fluoranthen 0,2-10
Fluoren 0,1-10 Benzo[k]fluoranthen 0,1-10
Fenanthren 0,1-10 Benzo[a]pyren 0,1-10
Anthracen 0,1-10 Dibenzo[a,h]anthracen 0,1-10
Fluoranthen 0,1-10 Benzo[g,h,i]perylen 0,1-10
Pyren 0,1-10 Indeno[1,2,3-c,d]pyren 0,2-10
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Poslednimi valida¢nimi parametry byly instrumentalni mez detekce (IDL)
a instrumentalni mez stanovitelnosti (IQL). Mez detekce byla hodnocena jako trojnasobek
poméru signalu k Sumu a mez stanovitelnosti jako desetinasobek poméru signalu k Sumu.

Hodnoty IDL a IQL pro jednotlivé PAU jsou uvedeny v Tab. 11.

Tab. 11: Instrumentalni mez detekce a instrumentalni mez stanovitelnosti.

Analyt IDL [ng/l] | IQL [ng/l] | Analyt IDL [ng/l] | IQL [ng/1]
Naftalen 38 160 Benzo[a]anthracen 24 80
Acenaftylen 150 520 Chrysen 3 10
Acenaften 9 41 Benzo[b]fluoranthen 42 170
Fluoren 7 33 Benzo[k]fluoranthen 3 8
Fenanthren 11 61 Benzo[a]pyren 2 7
Anthracen 11 36 Dibenzo[a,h]anthracen 4 13
Fluoranthen 21 69 Benzo[g,h,i]perylen 10 64
Pyren 11 96 Indeno[1,2,3-c,d]pyren 44 170

Z Tab. 11 je zfejmé, ze instrumentalni mez detekce se pohybuje od 2 do 150 ng/l
a instrumentdlni mez stanovitelnosti od 7 do 520 ng/l. Vysoké hodnoty IDL a IQL
u acenaftylenu jsou zpiisobeny pouzitim mén¢ citlivého spektrofotometrického detektoru pro

tento analyt.

Hodnoty meze detekce v publikaci autort Cioroiu a kol. (83) se pohybovaly v rozmezi
od 250 ng/l do 23 230 ng/l a meze stanovitelnosti od 830 ng/l do 77 830 ng/l. V této praci se
meze detekce pohybovaly v rozmezi 2—151 ng/l a meze stanovitelnosti v rozmezi 7-253 ng/1.
Dosazeni vyrazné nizSich hodnot mezi detekce i mezi stanovitelnosti v této praci je velice
pravdépodobné docileno pouzitim naprosto optimalnich spektralnich podminek pro kazdy

analyt a vysokym objemem nastiiku (90 pl).
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3.3 Optimalizace extrakce vzorku

Po uspésné optimalizaci a validaci analytické metody na stanoveni PAU pomoci
HPLC-PDA-FLD byl vypracovan a optimalizovan postup extrakce analytl ze vzorku vody.
Pro relativni jednoduchost provedeni a pfijatelnou finan¢ni naro¢nost byla zvolena extrakce
z kapaliny do kapaliny (LLE). Postup extrakce byl provadén podle kapitoly 2.8. Pro tcely
optimalizace postupu byla pouzita pitna voda z vefejného vodovodu. Extrakce byla
provadéna v hnédych sklenénych lahvich o objemu 1 1 s plastovym tésnénim a plastovou
Sroubovaci zatkou. Jako extrakéni rozpoustédlo byl pouzit cyklohexan. Rozsah optimalizace
LLE extrakce je uveden v Tab. 12. Hodnocena byla spravnost (vyjadiena jako vytéznost

v %) a ptesnost (vyjadiend jako opakovatelnost pomoci RSD v %)

Tab. 12: Rozsah optimalizace LLE extrakce.

Parametr extrakce Rozsah

Obsah NaCl 0;0,5;5a50¢g

Doba extrakce 30, 60 a 120 min
Objem vzorku 100, 200, 450 a 900 ml

3.3.1 Zdroje kontaminace

Po provedeni prvnich analyz extrakti byly v chromatogramech zaznamenany
neobvykle intenzivni piky ¢tyf analyti (konkrétné naftalen, fenanthren, fluoranthen, pyren),
coz by znacilo vysokou koncentraci téchto Ctyt sloucenin v pitné vod¢. Jejich vyskyt v tak
vysoké koncentraci v pitné vodé se vSak zdal byt velice nepravdépodobny. Ziejmé tedy

doslo ke kontaminaci vzorku v nékterém extrakénim kroku.

Pro zjisténi zdroje ¢i zdrojii této kontaminace byla nejprve provedena série analyz bez
zahrnuti LLE extrakce (viz Tab. 13). Byla provedena analyza vSech chemikalii, které byly
pii extrakci pouzity. Dale byly testovany tyto latky: vnitini standard, izopropylalkohol,
diethylenglykol, jejich smés v poméru diethylenglykol-izopropylalkohol (1:4, v/v) (fixa¢ni

smés), hexan od vyrobcti J.T. Baker a Merck a cyklohexan od vyrobce Merck.
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Tab. 13: Piehled provedenych analyz bez zahrnuti LLE extrakce.

Mg¢éteni | Provedend analyza Prokazovana informace
1 1000 pl mobilni faze A Cistota mobilni faze, wvialek, Spicek
1 ptistroje
2 900 ul MF A a 100 pl VS Cistota VS
400 pl izopropylalkoholu a 200 ul MF | cistota izopropylalkoholu
A
4 100 pl diethylenglykolu a 500 ul MF A | Cistota diethylenglykolu
500 pl fixacni smési a 100 pl MF A Cistota fixacni smési
6 500 pl fixacni smési, odfoukat dusikem Sistota evanordtory a dusiku
na 100 pl a poté piidavek 500 ul MF A p
7 500 pl fixacni smési a 1000 pl hexanu | Cistota hexanu od firmy J.T. Baker
J.T. Baker, odfoukat dusikem na 100 pl
a pridat 500 ul MF A
8 500 pl fixaéni smési a 1000 pl hexanu | Cistota hexanu od firmy Merck
Merck, odfoukat dusikem na 100 pl a
ptidat 500 ul MF A
9 500 pl fixacni smési a 1000 pl | Cistota cyklohexanu od firmy Merck
cyklohexanu Merck, odfoukat dusikem
na 100 pl a ptidat 500 ul MF A

V chromatogramu ¢isté mobilni faze (viz obr. 3) nebyl zaznamenan zadny pik, coz

prokazuje, ze mobilni faze, vialky, Spicky 1 vlastni kapalinovy chromatograf nejsou zdrojem

kontaminace. Kontaminace nebyla prokazana ani ve vnitinim standardu (viz Obr. 3).

Fluorescence [1]
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Obr. 3: Chromatogram mobilni faze (¢ern€) a vnitiniho standardu (modte): VS (10).
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V chromatogramech izopropylalkoholu, diethylenglykolu a fixacni smési také nebyla
zjisténa zadnd kontaminace PAU. [ porovnanim hexanii od dvou rGznych vyrobct
a cyklohexanu bylo zjiSténo, ze zadné ztéchto rozpoustédel neni kontaminovano PAU

a muze tedy byt pouzito kterékoliv z nich.

Vzhledem k tomu, Ze Zadnéd z chemikalii nebyla prok4zéna jako zdroj kontaminace,
byl do testovani zahrnut i krok LLE extrakce. Do tii sklenénych lahvi (1000 ml) bylo
nadavkovéano 900 ml pitné vody, Dobré vody a deionizované vody (do kazdé lahve voda
jednoho druhu), ptidano 100 pl vnitiniho standardu, 2 ml hexanu od firmy J.T. Baker. Lahve
byly tfepany po dobu 60 minut pii 150 otaCkach za minutu. Po vytfepani a doliti vody po
okraj lahvi bylo rozpoustédlo odebrano do vialek, odfoukano na 100 ul a pfidano 500 ul
MF A. Ve vSech chromatogramech extrakti (viz. Obr. 4) se objevily piky Ctyf analyth

(naftalen, fenanthren, fluoranthen, pyren), coz prokazuje, ze ke kontaminaci musi dochéazet

v pribéhu LLE extrakce.
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Obr. 4: Chromatogram vzorku po extrakci: naftalen (1), fenanthren (4), fluoranthen (6),
pyren (7), VS (10).

Zdrojem kontaminace PAU je tedy s nejvétsi pravdépodobnosti nddoba pouzivana
k extrakci. Byly tedy provedeny dvé LLE extrakce, pfiCemz jedna extrakce byla provedena
v dosud pouzivané sklenéné lahvi s plastovym uzavérem a druha extrakce byla provedena
nové ve sklenéné odmérné baiice se sklenénym zabrusovym uzavérem. Do obou lahvi bylo
odpipetovano 90 ml vzorku pitné vody, 100 pl vnitiniho standardu a 2 ml hexanu J.T.Baker.
Naslednou analyzou bylo zjisténo, ze 3 ze 4 PAU se nevyskytuji ve vzorku po extrakci

v odmérné barice. Porovnani chromatogramu obou extraktl je uvedeno na Obr. 5.
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Obr. 5: Porovnéani chromatogramil extrakce v lahvi z objemu vzorku 900 ml (rizové€), v lahvi
z objemu vzorku 90 ml (modie) a v odmérné baiice z objemu vzorku 90 ml (Cerné):
naftalen (1), fenanthren (4), fluoranthen (6), pyren (7), VS (10).

Zdrojem kontaminace bylo tedy jednoznacné prokazéano plastové tésnéni sklenénych
lahvi. Z tohoto diivodu byly zakoupeny jiné lahve o objemu 500 ml. Byly rovnéz z hnédého
skla, ale byly uzavieny sklenénymi zabrusovymi zatkami. Mensi objem byl zvolen z diivodu
uzsiho hrdla, které¢ usnadiiuje odbér extrakéniho rozpoustédla. Naftalen se vSak vyskytoval
1 ve vzorku v odmérné bance a zaroven pouze v téch vzorcich, které byly odfoukévany. Jako
nejpravdépodobnéjsi zdroj naftalenu se tedy jevil dusik pouzivany k odfoukavani

rozpoustédla. Kompenzace této kontaminace byla provedena pomoci slepého pokusu.

3.3.2 Optimalizace extrakce

Pii optimalizaci extrakce byly hledany takové hodnoty parametri, pii nichz bylo
dosazeno dostatecnych hodnot pfesnosti a spravnosti, a to i s ohledem na ¢asovou i finan¢ni
naroc¢nost. Stejné¢ jako u validace metody byla pfesnost hodnocena jako opakovatelnost
(pomoci RSD v %) a spravnost jako vytéznost (v %). Postupovano bylo podle postupu
v kapitole 2.8. Do vzorku bylo navic pfidavano 50 pl standardu o koncentraci 20 pg/l
(PAU-ST-C). Kazdd hodnota optimalizovanych parametrii byla analyzovéna ve tiech
opakovanich, véetné jednoho opakovani slepého vzorku. Pro kazdou testovanou hodnotu

parametru byla vypocitana minimalni, maximalni, primérna a stifedova hodnota RSD
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a vytéznosti. Koncentrace standardu PAU ve vzorcich byla 2 ng/l; pfijatelné hodnoty

spravnosti pro tuto troven jsou 40—120 % a ptijatelné hodnoty piesnosti jsou < 30 % (84).

Nejprve byla provedena optimalizace ptidavku chloridu sodného v mnoZstvi
0; 5a 50 g na 450 ml vzorku vody. Pti optimalizaci ptidavku chloridu sodného byla nejprve
vyzkouSena extrakce bez ptidavku chloridu sodného (0 g) a s pfidavkem 50 g chloridu
sodného. Bylo zjisténo, ze vyssi spravnosti je dosazeno s ptidavkem chloridu sodného
(praimérné 100,8 %) nez bez ng& (primérné 91,1 %). Déle bylo mnozstvi ptidavku
optimalizovano v mnozstvi 0; 5 a 50 g, aby bylo dosazeno co nejlepsi spravnosti a zaroven

nedochézelo k vysoké spotiebé této chemikalie. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 14.

Tab. 14: Optimalizace ptidavku chloridu sodného.

MnoZzstvi pfidavku NaCl | Hodnoceny parametr | Hodnota
Og Presnost 13,4 %
Spravnost 91,1 %
S5g Presnost 5,8 %
Spravnost 96,2 %
50¢g Presnost 2,2%
Spravnost 100,1 %

Z Tab. 14 vyplyva, Ze nejlepSich hodnot bylo dosazeno v pfipadé 50 g. Pfijatelné
hodnoty vytéznosti a RSD jsou vSak i u ptfidavku 5 g. Tato hodnota byla zvolena zejména

z divodu nizsi spotieby chloridu sodného.

Nasledné byla provedena optimalizace doby extrakce pro casy 30, 60 a 120 min za

ucelem zkraceni doby piipravy vzorku k analyze.

Tab. 15: Optimalizace doby extrakce.

Doba extrakce | Hodnoceny parametr | Hodnota
30 min Piesnost 5,9 %
Spravnost 94,9 %
60 min Piesnost 3,6 %
Spravnost 96,7 %
120 min Piesnost 2,8 %
Spravnost 93,8 %

Z Tab. 15 vyplyvéa, Ze nejlepSich hodnot bylo dosazeno v ptipadé¢ 60 min. Jako

optimalni vSak byla zvolena doba 30 min, nebot’ i pfi této dobé bylo dosazeno pfijatelnych
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hodnot Pfesnosti 1 spravnosti. Navic je mozné usetfit Cas a elektiinu spotiebovanou béhem

extrakce vzorkd.

Optimalizaci LLE provedli Brum a kol. (82). Extrakce PAU byla provadéna
v Erlenmayerovych baiikkach pomoci magnetického michadla. Pfredmétem optimalizace byly
objem extrakéniho rozpoustédla (hexanu), doba extrakce a pocet extrakénich krokd.
Testované objemy hexanu se pohybovaly od 20 do 80 ml, doba extrakce od 5 do 20 min
a pocet extrak¢nich kroki od 2 do 4. Jako optimalni byl zvolen objem hexanu 77 ml, doba
extrakce 18 min a 4 extrak¢ni kroky. Spravnost stanoveni se pohybovala od 80,9 do 106 %
a pfesnost stanoveni od 0,2 do 14 %. Objem extrakéniho rozpoustédla (cyklohexanu) v této
diplomové praci byl pouhych 5 ml, coz je vyrazné¢ méné nez ve vyse uvedené publikaci.
Naproti tomu doba extrakce je o néco delsi (30 min). Spravnost stanoveni v této praci se pro
extrakéni objem 100 ml pohybovala od 73 do 117 % a ptesnost stanoveni od 1 do 17 %.
Rozsahy hodnot spravnosti i piesnosti jsou v porovnani s praci Brum a kol. (82) Sir$i, avSak

stale se pohybuji v pfijatelnych mezich.

3.4 Aplikace metody na realné vzorky

Metoda byla nasledné pouzita pro monitoring vyskytu PAU v ficni vodé, konkrétné
v fece Vltavé v Ceskych Budgjovicich. Odbér byl provadén dle postupu uvedeného v Kap.
2.7 z chodniku na severni strané Nového mostu (po pravé strané ve sméru k sidlisti Vltava).
Voda byla odebirana ze stiedu toku feky v hloubce asi 15 — 30 cm pod hladinou. Ri¢ni voda
méla byt odebirana 1x tydn¢ ve stejny den a to po dobu 11 tydnii v dobé od 28. 2. do 23. 5.
2017.

V pribéhu monitoringu bylo zjisténo, ze postupné zacalo dochéazet k vyraznym
zménam ve vytéznosti vnitiniho standardu, coz negativné ovliviiovalo presnost a spravnost
analytické metody. Pficinou byl pravdépodobné zluty shluk necistot a pénovita faze, kterd se
po provedeni extrakce tvofila na hladiné. Tim byl jednak prokazatelné ztizen odbér
organické faze a negativné ovlivnéna ucCinnost extrakce analytii i vnitfniho standardu.
Z téchto divodl byly nasledné provedeny upravy procesu extrakce. Pfed odbérem extraktu
byl extrakt v extrakéni nddob& vysuSen piidavkem bezvodého siranu sodného. Extrakt byl
poté odebran do centrifugacnich zkumavek (1,8 ml), které byly odstiedény pti 15 000 G po
dobu 10 min. Po odstfedéni byl extrakt odebran pomoci mikropipety pfenesen do vialky
apostup pokracoval dale podle kapitoly 2.8. Zadné ztdchto opatfeni vsak nevedlo ke

zlepSeni.
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Nakonec bylo tedy provedeno testovani postupného snizovani objemu vzorku vody,

a to na koncentracni urovni 10 ng/l. Nejprve byl objem sniZzen na 450 ml. Z Tab. 16 je

ziejmé, ze hodnoty pfesnosti a spravnosti pro objem vzorku 450 ml u fady sloucenin

neodpovidaji kriteriim pfijatelnosti.

Tab. 16: Vysledky optimalizace objemu vzorku k analyze

Analyt Objem vzorku
450 ml 200 ml 100 ml
Spravnost | Presnost Spravnost | Presnost Spravnost | Presnost

[Yo] [Yo] [Yo] [Yo] [Yo] [Yo]
Naftalen 66 93 104 93 115 3
Acenaftylen 74 43 n.a. 43 n.a. n.a.
Acenaften 44 71 124 71 106 2
Fluoren 84 56 128 56 114 6
Fenanthren 109 104 120 104 112 4
Anthracen 88 42 130 42 117 1
Fluoranthen 230 55 119 55 98 10
Pyren 220 50 130 50 100 8
Benzo[a]anthracen 175 37 120 37 94 7
Chrysen 201 35 127 35 107 7
Benzo[b]fluoranthen 289 46 117 46 73 17
Benzo[k]fluoranthen 140 39 120 39 94 5
Benzo[a]pyren 198 37 111 37 85 6
Dibenzo[a,h]anthracen 88 50 120 50 98 2
Benzo[g,h,i]perylen 188 38 115 38 90 3
Indeno[1,2,3-c,d]pyren 176 36 107 36 114 8
Krit. prijatelnosti 40 - 120 <30 40-120 <30 40-120 | <30
Hodnoceni Nevyhovuje | Nevyhovuje | Nevyhovuje | Nevyhovuje | Vyhovuje | Vyhovuje

Z tohoto divodu byl objem vzorku déle snizovéan, nejprve na 200 ml a poté na 100 ml.

Pro tento ucel byly pouzity mensi lahve z prihledného skla se Sroubovacim vickem.

V ptipadé¢ objemu 200 ml vzorku jesté né€které hodnoty kritériim ptijatelnosti nevyhovovaly,

ale v ptipadé¢ objemu 100 ml vzorku jiz vyhovovaly vSechny hodnoty. Se snizujicim se

objemem vSak dochazelo ke zvysSeni mezi detekce a stanovitelnosti (Tab. 17).
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Tab. 17: Vliv sniZzeni objemu na zvySeni mezi detekce a stanovitelnosti.

Analyt Objem vzorku
450 ml 200 ml 100 ml

LOD LOQ LOD LOQ LOD LOQ

[ng/1] [ng/1] [ng/1] [ng/1] [ng/1] [ng/1]
Naftalen 0,084 0,36 0,19 0,80 0,38 1,6
Acenaftylen 0,33 1,2 0,75 2,6 1,5 52
Acenaften 0,020 0,091 0,045 0,21 0,090 0,41
Fluoren 0,016 0,073 0,035 0,17 0,070 0,33
Fenanthren 0,024 0,14 0,055 0,31 0,11 0,61
Anthracen 0,024 0,080 0,055 0,18 0,11 0,36
Fluoranthen 0,047 0,15 0,11 0,35 0,21 0,69
Pyren 0,024 0,21 0,055 0,48 0,11 0,96
Benzo[a]anthracen 0,053 0,18 0,12 0,40 0,24 0,80
Chrysen 0,0067 | 0,022 0,015 0,050 0,030 0,10
Benzo[b]fluoranthen 0,093 0,38 0,21 0,85 0,42 1,7
Benzo[k]fluoranthen 0,0067 | 0,018 0,015 0,040 0,030 0,080
Benzo[a]pyren 0,0044 | 0,016 0,010 0,035 0,020 0,070
Dibenzo[a,h]anthracen | 0,0089 | 0,029 0,020 0,065 0,040 0,13
Benzo[g,h,i]perylen 0,022 0,14 0,050 0,32 0,10 0,64
Indeno[1,2,3-c,d]pyren | 0,098 0,38 0,22 0,85 0,44 1,7

Z Tab. 17 vyplyva, ze nejvy$Ssi meze stanovitelnosti bylo dosazeno v piipade
acenaftylenu a indeno[1,2,3-c,d]pyrenu. Pro tcely hodnoceni povrchovych vod dle zakona
¢.401/2015 Sb. jsou vsak rozhodujici meze stanovitelnosti benzo[b]fluoranthenu,
benzo[k]fluoranthenu, benzo[a]pyrenu, benzo[gh,iJperylenu a indeno[1,2,3-c,d]pyrenu.
Hodnota ro¢niho priméru nejvyssiho ptipustného znecisténi dle tohoto zakona ¢ini 0,1 pg/l
pro soucet téchto 5 PAU, pfiCemz tato metoda umoziiuje dosazeni hodnoty 0,0042 pg/l.
Meze stanovitelnosti analytické metody tedy vyhovuji pozadavkiim vySe uvedené aktualné

platné legislativy Ceské republiky.
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4 Zavér

V ramci této diplomové prace byla provedena optimalizace podminek fluorescen¢ni
detekce metody na stanoveni 16 indikatorovych polycyklickych aromatickych uhlovodika
podle US EPA ve vod¢ pomoci HPLC s PDA a FLD detekci. Separacni podminky této
metody byly prevzaty z diivéjsi bakalaiské prace autora (81). Pfedmétem optimalizace
fluorescen¢ni detekce byly excitatni a emisni vlnova délka, hodnota emisniho filtru
a citlivost. Pro kazdy analyt byla zvolena optimalni hodnota jednotlivych parametrii tak, aby

kazdy analyt poskytoval co nejvyssi odezvu a nedochazelo k interferencim.

Po uspésné optimalizaci analytické metody byla provedena jeji zdkladni validace.
Hodnocenymi validaénimi parametry byly rozsah, linearita, piesnost (hodnocena jako
opakovatelnost 1 mezilehla ptesnost), spravnost (hodnocena jako vytéznost), instrumentalni
mez detekce a instrumentalni mez stanovitelnosti. Bylo prokézéano, ze analytickd metoda
vyhovuje kritériim pfijatelnosti u vSech valida¢nich parametr v rozsahu 0,1-10 pg/l
u vétsSiny  sloucenin, v rozsahu 0,2-10 pg/l unaftalenu, benzo[b]fluoranthenu

a indeno[1,2,3-c,d]pyrenu a v rozsahu 0,5-10 pug/l u acenaftylenu.

Po optimalizaci fluorescenéni detekce a validaci chromatografické metody byla
provedena optimalizace extrakce PAU z vody. Jako extrakéni rozpoustédlo byl zvolen
cyklohexan. Po provedeni prvni analyzy byla zjiSténa kontaminace vzorku 4 PAU (naftalen,
fenanthren, fluoranthen, pyren). Bylo proto nutné nejprve nalézt zdroj (zdroje) kontaminace.
Za timto Ucelem byly analyzovany veskeré chemikalie pouzité béhem extrakce. Dale byla
otestovana 1 riznd doba odfoukévani extrakéniho rozpoustédla a jina extrakéni nadoba.
Pravé otestovani jiné extrakéni nadoby se ukazalo jako kliCovy krok, nebot’ po provedeni
extrakce v odmérné bafice na rozdil od extrakce v hnédych lahvich byl ve vzorku pfitomen
pouze naftalen. Odmérna bartika totiz byla uzaviena sklenénou zabrusovou zatkou na rozdil
od hnédych lahvi, které byly uzavieny plastovym tésnénim a plastovou Sroubovaci zatkou.
Pravé plastové tésnéni bylo experimentalné prokdzanym zdrojem kontaminace. Po tomto
zjisténi byly zakoupeny jiné extrakéni nadoby (hnédé sklenéné lahve se sklenénou
zabrusovou zatkou). Optimalizovany byly pifidavek chloridu sodného a doba extrakce. Na
zéklad¢ vysledkli optimalizace byly zvoleny optimalni ptidavek chloridu sodného 5 g

a optimalni doba extrakce 30 min.

Analyticka metoda byla nasledné pouzita pro monitoring PAU v fi¢ni vodé. V prabehu
monitoringu vSak zacalo dochdzet k vyraznému kolisani vytéznosti vnitiniho standardu, coz
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negativné ovlivnilo piesnost a spravnost celé metody. Zaroven po extrakci dochdzelo
k vytvareni zlutého shluku necistot na hladiné vzorku. Vlivem téchto necistot byl odbér
extrakéniho rozpoustédla znacné ztizen a tyto necistoty byly pravdépodobnou pfiic¢inou
rozdilné vytéznosti vnitiniho standardu. Z téchto diivoda byl proces ptipravy vzorku rozsifen
o dalsi kroky (pfidani bezvodého siranu sodného pied odbérem extrakéniho rozpoustédla,
odstfedéni extraktu pfed odbérem extrakéniho rozpoustédla). Jelikoz zaddny z téchto krokt
nevedl k odstranéni problému, byly nakonec testovany niz§i objemy vzorku (450, 200
a 100 ml). Tento krok se ukdzal jako kli¢ovy, nebot’ pfi objemu vzorku 100 ml jiz hodnoty
pfesnosti a spravnosti vyhovovaly kritériim pfijatelnosti. NejvyS§i mez stanovitelnosti
metody byla zjiSténa v ptipad¢ acenaftylenu (0,0052 pg/l — spektrofotometrickd detekce)
a benzo[b]fluoranthenu a indeno[1,2,3-c,d]pyrenu (0,0017 pg/l — fluorescenéni detekce).
V ptipadé benzo[b]fluoranthenu, benzo[k]fluoranthenu, benzo[a]pyrenu,
benzo[g,h,i]perylenu a indeno[1,2,3-c,d]pyrenu bylo dosazeno mezi stanovitelnosti
v rozsahu 0,00007-0,0017 pg/l, coz vyjadiené jako suma vsech téchto 5 analytl predstavuje
koncentraci 0,0042 pg/l. Zékon ¢. 401/2015 Sb., ktery plati pro povrchové vody vyuzivané
pro vodarenské ucely, stanovuje rocni primér nejvyssiho piipustného znecisténi 0,1 pg/l pro
soucet téchto 5 PAU. Meze stanovitelnosti analytické metody tedy vyhovuji pozadavkim

aktualné platné legislativy Ceské republiky.
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6 P¥ilohy

Ptiloha 1: Seznam 16 prioritnich polycyklickych aromatickych uhlovodika dle US EPA

a pouzitého vnitiniho standardu (fazeno dle rostouci retence sloucenin).

POLYCYKLICKE AROMATICKE UHLOVODIKY

Analyt Vzorec M, (g/mol CAS
naly Strukturni Sumarni  (g/mol)
Naftalen CioHg 128,17 91-20-3
@ _96-
Acenaftylen OO C1oHg 152,19 208-96-8
(D 39-
Acenaften OO Ci2Hio 154,21 83-32-9
Fluoren () | Cuto 166,22 86-73-7
Fenanthren QGO CisHyo 178,23 85-01-8
Anthracen CraHio 178,23 120-12-7
Fluoranthen 0’8 CisHio 202,25 206-44-0
Pyren Q:Q Ci¢Hio 202,25 129-00-0
Benzo[a]anthracen OOO‘ CisHiz 228,29 56-55-3
Chrysen OO‘O CisHiz 228,29 218-01-9
Vnitini standard CoeHis 330,42 1499-10-1
Benzo[b]fluoranthen OO“O CroHia 252,31 205-99-2
Benzo[k]fluoranthen OOQg CaoHin 252,31 207-08-9
Benzo[a]pyren OO‘O‘ CaoHis 252,31 50-32-8
Dibenzo[a,h]anthracen ‘/Q b ‘\ CxrHis 278,35 53-70-3
Benzo[g,h,i]perylen 90¢ CxrHip, 276,33 191-24-2
Indeno[1,2,3-c,d]pyren )QA‘ CrHp 276,33 193-39-5
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