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Abstract

This bachelor thesis deals with the determination of polycyclic aromatic hydrocarbons in
water using HPLC-PDA. Firstly the development and optimization of the analytical method
was performed. The following parameters were chosen for optimization: column
temperature, wavelength of ultraviolet detection, mobile phase flow rate and injection
volume. Then the method was successfully validated and applied to the evaluation of the
sorption of polycyclic aromatic hydrocarbons from water onto a magnetic sorbent (magnetic

chitosan).
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Cile prace:

1))
2)

3)
4)

Vypracovat reserSi na dané téma.

Vypracovat analytickou metodu na stanoveni polyaromatickych uhlovodikii pomoci
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) se spektrofotometrickou detekci
s diodovym polem (PDA) vcetné provedeni zakladni optimalizace této analytické
metody.

Provést validaci analytické metody.

Provést zakladni testovani analytické metody pro jeji planované pouziti na testovani

sorpce polyaromatickych uhlovodikd z vody na magneticky sorbent.



1 Teoreticka cast

1.1 Polyaromatické uhlovodiky

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) jsou aromatické uhlovodiky tvofené
dvéma a vice kondenzovanymi aromatickymi jadry (1). Jejich rozpustnost ve vodé klesa
s molekulovou hmotnosti (2) a pohybuje se od 32 mg/l do 0,00026 mg/1 (plati pro 16 PAU
podle U.S. EPA). Nejvyssi hodnotu rozpustnosti z téchto uhlovodikii mé naftalen, nejnizsi
benzo[g,h,i]perylen (3). Polyaromatické uhlovodiky patii k perzistentnim organickym
latkdm, maji mutagenni a karcinogenni u¢inky (2), a proto je jejich vyzkum velmi dualezity.
Clovék je pfijima s potravou, vdechovanim nebo pii kontaktu s kiizi (4). Americka agentura
na ochranu zivotniho prosttedi (U.S. EPA) sestavila seznam 16 prioritnich PAU (5), ktery
obsahuje: naftalen, acenaftylen, acenaften, fluoren, fenantren, antracen, fluoranthen, pyren,
benzo[a]antracen, chrysen, benzo[b]fluoranthen, benzo[k]fluoranthen, benzo[a]pyren,

dibenzo[a,h]antracen, benzo[g,h,i]perylen, indeno[1,2,3-c,d]pyren (6).

Polyaromatické uhlovodiky se vyskytuji v atmosféte, vod¢ i ptidé (7). Pochazeji jak
z ptirodnich, tak z antropogennich zdroji, které zahrnuji spalovani a pyrolyzy fosilnich paliv
auvolnovani zropnych produktl, kdy pfi nedokonalém spalovani vznikaji fragmenty
uhlovodiki, které se spojuji a tvofi polycyklické struktury. Z piirodnich zdroji jsou to
predev§im lesni pozary, piirozené prosakovani ropy a transformace biogennich
prekurzorii (8). Mnozstvi PAU v atmosféfe se zvySuje na podzim a v zimé¢, coz je zpiisobeno
zejména intenzivnéjSim vytdpénim objektd (9). Polycyklické aromatické uhlovodiky patii
mezi vysoce lipofilni chemické latky. Vzhledem k jejich nizké rozpustnosti ve vodé
a hydrofobnimu charakteru se adsorbuji na suspendované castice a ukladaji se
v sedimentech. Analyzou sediment tak Ize stanovit antropogenni polutanty ve vodnim

prostiedi (8).

Polyaromatické uhlovodiky se do zdroji pitné vody dostavaji z odpadnich
vod, z primyslovych odpadd, pfi uniku ropy béhem piepravy, pii rafinaci ropy, ze skladek
odpadi (4), ze zemédé@lstvi a ze silnic (10). Diky nizké rozpustnosti a vysoké afinité
k pevnym casticim se PAU ve vodé nevyskytuji v pfiliS vysokych koncentracich.
Ve vodovodni vodé se celkovd koncentrace PAU pohybuje v rozmezi od 2,5 do 9,0 ng/l,
v podzemni vod¢ od 1,0 do 10 ng/l, v destové vode od 2,7 do 7,3 ng/l a v povrchové vodé od
10 do 830 ng/l (11). Podle zékona ¢. 83/2014 Sb. je limit pro pitnou a teplou vodu 0,1 pg/l

pro soucet benzo[b]fluoranthenu, benzo[k]fluoranthenu, indeno[1,2,3-c,d]pyrenu
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a benzo[g,h,i]perylenu (12). Pro povrchové vody stanovuje zédkon ¢. 61/2003 Sb. imisni limit
0,2 pupg/l pro souCet fluoranthenu, benzo[b]fluoranthenu, benzo[k]fluoranthenu,
benzo[a]pyrenu, benzo[g,h,i]perylenu a indeno[1,2,3-c,d]pyrenu (13). Limit pro podzemni
vody je podle metodického pokynu ministerstva zivotniho prosttedi (Véstnik 3/1996)
0,15 ug/l pro soucet fenantrenu, fluoranthenu, pyrenu, chrysenu, benzo[a]antracenu,

benzo[k]fluoranthenu, benzo[a]pyrenu, benzo[g,h,i]perylenu a indeno[1,2,3-c,d]pyrenu (14).

1.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Chromatografie je separacni metoda zalozena na rozdilné distribuci délenych latek
mezi dvéma fazemi — stacionarni a mobilni. U kapalinové chromatografie je mobilni fazi

kapalina a stacionarni fazi pevna latka nebo kapalina ukotvena na tuhém nosici (15).

Pro tucely kvantitativni analyzy se nejCastéji pouziva tzv. vysokouc¢inna kapalinova
chromatografie (High Performance Liquid Chromatography — HPLC). U tohoto typu
chromatografie je mobilni fize hnana vysokotlakym cerpadlem pfes chromatografickou
kolonu, ktera obsahuje stacionarni fazi. Vzorek je do mobilni fdze davkovan ru¢né nebo
tzv. autosamplerem. Eluce v HPLC muzZe byt isokraticka nebo gradientova. U isokratické
eluce je slozeni mobilni faze konstantni po celou dobu analyzy, u gradientové eluce se
slozeni mobilni faze v prib¢hu analyzy méni, a to zpravidla ve prospéch slozky s vyssi
eluéni silou. Separace analytl je ovlivnéna obéma fazemi. Separované zoény analytil
vychézejici z kolony jsou zaznamenany pii pruchodu detektorem a ziskany signal je
pieveden do podoby chromatografického zdznamu — chromatogramu. Chromatograficky
zdaznam obsahuje kiivky, které maji v idedlnim piipad¢ tvar kiivky Gaussova rozdéleni
anazyvaji se piky (15). Na ose x je vynesen retencni ¢as a na ose y je vynesena odezva
detektoru. ,,Retencni Cas je doba, ktera uplyne od nastiiku vzorku do dosazeni vrcholu piku*
(15); reten¢ni objem je objem mobilni faze, kterd za tuto dobu protece kolonou. Reten¢ni Cas
je kvalitativni charakteristika piku analytu, plocha nebo vyska piku je udaj pro ucely

kvantitativni analyzy. Cilem HPLC je co nejlepsi rozdéleni latek za co nejkratsi dobu (15).

1.2.1 Kapalinovy chromatograf
Kapalinovy chromatograf se sklada z téchto zakladnich ¢asti: zasobnik pro uchovavani
mobilni faze, ¢erpadlo mobilni faze, davkovac¢ vzorku (autosampler nebo manualni ventil),

chromatograficka kolona, detektor a pocitac s ptislusSnym programovym vybavenim.

Zasobniky mobilni faze musi byt uzavieny tak, aby mohla mobilni faze odtékat, ale

aby zaroven neunikaly pary a nedochéazelo k vniknuti prachovych ¢astic. Zasobniky obsahuji
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filtry pro zachyceni tuhych céstic. Filtry byvaji kovové nebo teflonové s porozitou
0,2 um (15). Aby nedochazelo k uvolnéni bublinek rozpusténych plynii, musi byt mobilni
faze dostatecné odplynéna. Odplynénim mohou byt zmirnény nékteré problémy jako
nestabilita zakladni linie a nizka odezva detektoru, neopakovatelné retencni Casy, Spatna
opakovatelnost davkovaného objemu vzorku, nestabilita priitoku mobilni faze, zavzduSnéni
hlavy cerpadla. Odplynéni je provadéno probublavanim heliem nebo pouzitim vakuového
odplynovace. Na zavzdusnéni mize mit vliv 1 umisténi zdsobniku mobilni faze. Ten musi
byt umistén vyse nez Cerpadlo a jeho uzaveér musi umoznit vyrovnani atmosférického tlaku
(15). Cerpadla v HPLC musi byt odolna viigi korozi, vysokym tlakiim a pracovat tak, aby
prutok mobilni faze byl stabilni, bezpulsni, pfesny a spravny. Mohou pracovat za

konstantniho tlaku nebo konstantniho objemového priitoku (15).

V soucasné dob¢ se pouziva ru¢ni ddvkovani pomoci smyckového davkovace nebo
automatické davkovani pomoci autosampleru, ktery je navic vybaven zasobnikem vialek se
vzorky. Vialky jsou nejcastéji vyrobené z plastu nebo skla a jsou uzavieny perforovanou
polypropylenovou zatkou nebo pryZovym septem, které muze byt z vnitini strany pokryté

teflonem. Mohou mit Sroubovaci nebo krimpovaci uzaveér (15).

Chromatograficka kolona se skldda z kovového plasté uzavieného porézni fritou, ktera
zabrafiuje uvolnéni staciondrni fdze a umoziuje plynuly pritok mobilni faze. Aby byla
kolona chranéna pifed necistotami, zafazuje se pred ni filtr mobilni faze a/nebo predkolona.
Pouziti kolony zavisi na typu stacionarni faze. Nej€astéji jsou pouzivany kolony o vnitinim
pruméru 2 — 5 mm a s velikosti ¢astic stacionarni faze 2 — 5 pm (15). Kolony jsou velmi
¢asto umistény v kolonovém termostatu, ktery zabranuje nezddoucim teplotnim vykyvim

v pritbéhu analyzy (15).

Rozdéleni analythi charakterizuje mira relativni separace dvou sousednich pikd.
Pti optimalizaci podminek neni cilem co nejvétsi rozliSeni, ale nezbytné minimalni rozliSeni,
jehoz hodnota byva zpravidla 1,5 nebo 2 (15). S ucinnosti kolony souvisi symetrie piku.

Ideélni hodnota faktoru symetrie je 1, ptfijatelné je rozmezi 0,8 — 1,5 (16).

Detektory zaznamenavaji rozdil v signdlu mezi priichodem samotné mobilni faze
amobilni faze obsahujici eluované slozky, kterymi mizou byt analyt a/nebo interferujici
slozka (15). Nejcastéji se pouzivaji detektory spektrofotometrické, fluorescencni

a hmotnostni.



Spektrofotometricky detektor je zalozen na méfeni absorbance pii vinovych délkach
v oblasti ultrafialové (UV) nebo viditelné (VIS) oblasti elektromagnetického zafeni. Aby
dana sloucenina absorbovala v UV a/nebo VIS oblasti, musi obsahovat tzv. chromofor, coz
je cast molekuly s ur€itym uspofadanim atomil a vazeb. Vyraznou absorpci vykazuji napf.
slouceniny s konjugovanymi néasobnymi vazbami, s karbonylovou skupinou nebo
azoskupinou. Existuji Ctyfi zakladni typy spektrofotometrickych detektora: s fixni vinovou
délkou, s ménitelnou vinovou délkou, s programovatelnou vlnovou délkou as diodovym
polem (15). Hlavni vyhodou spektrofotometrického detektoru je jeho nizka cena v porovnéni

s detektorem fluorescencnim nebo hmotnostnim (17).

Fluorescenc¢ni detektor je zalozen na méfeni fluorescence, tzn. na méteni sekundarniho
emisniho zéfeni, které latka vyda po absorpci priméarniho excitacniho zatfeni. Po absorpci
excita¢niho zafeni o vhodné vinové délce prechazeji molekuly ze zakladniho singletového
elektronového stavu do vyssich vibracnich hladin excitovaného singletového elektronového
stavu a pfi nasledné deexcitaci dochazi k uvolnéni absorbované energie mj. ve formé
emisniho zareni, ktera ma zpravidla vyssi vinovou délku, nez excitacni zafeni. Pokud je
v roztoku ptitomen kyslik, dochazi k tzv. zhaSeni, coz snizuje vytézek luminiscence (15).
Fluorescencni detektor je vice selektivni (snizuje vliv matrice) a dosahuje niz§ich mezi
detekce nez UV detektor (18). Kapalinovou chromatografii s fluorescen¢ni detekci pouzili
Vinci a kol. ke stanoveni 16 polyaromatickych uhlovodikii podle U. S. EPA v destové vode.
Pted samotnou HPLC analyzou byla provedena mikroextrakce z kapaliny do kapaliny. Mez
detekce pro 15 fluoreskujicich PAU se pohybovala mezi 0,02a 0,22 pg/l, mez
stanovitelnosti mezi 0,09 a 0,73 pg/l. Acenaftylen neobsahuje fluorofor, a tak nemiize byt

detekovan fluorescen¢nim detektorem, ale byl stanoven UV detektorem (18).

Hmotnostni detektor je zaloZen na ptfevedeni molekul na ionty a nasledném rozliSeni
téchto iontl na zakladé poméru hmotnosti a naboje. Hmotnostni detektor byva citlivejsi nez
ostatni typy detektorti a poskytuje dulezité¢ informace o struktuie slouceniny, ale je drazsi
hmotnostniho detektoru patfi moznost odhaleni koeluce pikl, vétsi jistota identifikace
analyti (krom¢ retencniho Casu jsou ziskany 1 dilezité strukturni informace), moznost
analyzy slozitych smési, mensi spotfeba vzorku, lepsi spolehlivost kvantitativni analyzy pfi
pouziti izotopicky znacenych standardii. Toto spojeni je vysoce citlivé, selektivni
a univerzalni (15). Ramirez a kol. stanovili PAU v dest'ové vod¢€ pomoci online SPE systému

a LC-MS. Detek¢ni limit se pohyboval od 7,9 do 34 ng/l (19).



1.2.2 Vyvoj a optimalizace analytické metody

Vyvoj a optimalizace analytické metody spociva ve zvoleni takovych podminek
separace, aby analyty byly dostatecné¢ chromatograficky oddéleny, co nejselektivnéji
detekovany a doba analyzy byla co nejkratsi. Podle fyzikalné-chemickych vlastnosti analyti
a piripadného negativniho vlivu interferujicich sloucenin se provede volba vhodného
detektoru a volba vhodné staciondrni i mobilni faze. Z fyzikalné-chemickych vlastnosti jsou
pro HPLC dulezité vlastnosti jako struktura latky, jeji polarita, molekulova hmotnost,

rozpustnost v pouzitych rozpoustédlech, hodnota pKa, stabilita aj. (20).

Mezi optimalizované parametry patii napf. chromatograficka kolona (typ stacionarni
faze, rozmeéry kolony, velikost ¢éstic), mobilni faze (slozeni, objemovy pritok, gradientovy
program), objem nastiiku, teplota separace, podminky detekce dle typu detektoru (vlnova

délka, excitacni a emisni vinova délka, specificka hmotnost iontu, SRM piechod apod.).

Objem nasttiku vzorku je nutné volit s ohledem na kapacitu kolony. Velikost nasttiku
nema vliv na u¢innost kolony, pokud mnozstvi vzorku zabird v koloné prostor rovny
poloviné druhé odmocniny poctu teoretickych pater. Pfi optimalizaci objemu nastiiku se
obvykle postupuje tak, ze se davkovany objem zvysuje az do takové hodnoty, pfi které jeste
nedochazi k vyznamnym negativnim zménam v rozliSeni kritickych part a/nebo v symetrii
pikii. S rostoucim objemem ndstiiku roste mnozstvi analytu davkované na kolonu a klesa
mez detekce metody. Pfi optimalizaci objemového pritoku mobilni faze se rovnéz postupné
zvySuje tento parametr, a to az na takovou uroven, pii které jest¢ nedochazi k vyznamnym
negativnim zménam v rozliSeni kritickych part a k ptili§ vysokému tlaku v chromatografu.
S rostoucim objemovym prutokem mobilni faze kleséd doba analyzy. Pti optimalizaci teploty
chromatografické separace miize v nékterych pfipadech dochazet k vyraznym zménam
v separaci né¢kterych analytl (rozliSeni kritickych parti, zména poradi eluce), které se mohou
velmi obtizn¢ predikovat, a musi se zjiStovat experimentalné. S rostouci teplotou separace

zpravidla klesa tlak v chromatografu a doba analyzy (20).

1.2.3 Validace analytické metody
Validaci analytické metody lze definovat jako prokazéni vhodnosti metody pro jeji
planované pouziti. Mezi zadkladni valida¢ni parametry patii linearita, pfesnost, spravnost,

rozsah, mez detekce, mez stanovitelnosti (20).

Linearita je schopnost poskytnout linearni korelaci mezi odezvou detektoru

a koncentraci analytu. Pro hodnoceni linearity lze pouzit korelaéni koeficient



a QC koeficient. Ptijatelnd hodnota korelacniho koeficientu je vétSinou > 0,9990, ptijatelna

hodnota QC koeficientu je vétSinou < 5 % (20).

Ptesnost je tésnost shody mezi navzdjem nezavislymi méfenimi. Pfesnost lze vyjadrit
jako opakovatelnost, mezilehlou ptesnost a reprodukovatelnost. Opakovatelnost je tésnost
shody mezi nezavislymi vysledky ziskanymi za podminek opakovatelnosti (stejny postup,
stejny material, stejnd laboratof, stejny pracovnik, stejny pfistroj). Mezilehla ptesnost je
piesnost ziskana meéfenim stejnym postupem, na stejném misté, ale tieba jinym
pracovnikem, v jiny den apod. Reprodukovatelnost je tésnost shody mezi nezavislymi
vysledky ztéhoz vzorku, ale provedenych za rtiznych podminek (laboratof, pracovnik,
pfistroj). Pro hodnoceni ptesnosti 1ze pouzit relativni smérodatnou odchylku (20). Ptijatelné
hodnoty pfesnosti na rtiznych koncentra¢nich trovnich analytu vyjadfené jako relativni
smérodatna odchylka (%) jsou uvedeny napt. v doporuceni Guidelines for Standard Method

Performance Requirements vydané organizaci Association of Analytical Communities (21).

Spravnost je tésnost shody mezi namétenou a piijatou referenéni hodnotou. Rozdil
mezi témito hodnotami se nazyva chyba vysledku. Pomér ziskané hodnoty a pfijaté
referen¢ni hodnoty se nazyva vytéznost (20). Pfijatelné hodnoty spravnosti na rtznych
koncentra¢nich urovnich analytu vyjadiené jako vytéZnost (%) jsou uvedeny napft.
v doporuceni Guidelines for Standard Method Performance Requirements vydané organizaci

Association of Analytical Communities (21).

Rozsah je interval koncentraci analytu, v némz je metoda pouzitelna, tzn. je prokézano,
ze vdaném intervalu koncentraci analytu vyhovuje pozadavkiim pro linearitu, pfesnost
a spravnost (20).

v v

které¢ je signdl analytu dostatecné¢ odliSny od Sumu. Nejcastéji byva vypoctena jako

trojnasobek poméru signalu analytu k Sumu (20).

Mez stanovitelnosti ptedstavuje nejniz§i koncentraci analytu, pii které lze provést
kvantifikaci s dostatenou ptesnosti a spravnosti. NejCastéji byva vypoctena jako

desetinasobek poméru signdlu analytu k Sumu (20).

Zdroje pozadavki na rozsah validace jsou napt. ICH (22) nebo FDA (23).



1.3 Metody piipravy vzorki vod ke stanoveni PAU pomoci chromatografickych
technik

Polyaromatické uhlovodiky jsou obvykle stanovovany pomoci plynové nebo
kapalinové chromatografie. V ptfipad¢ plynové chromatografie se témét vyhradné pouziva
hmotnostni detektor, v ptipad¢ kapalinové chromatografie se pouziva fluorescencni detektor
nebo detektor s diodovym polem. V poslednich letech je na vzestupu propojeni kapalinové
chromatografie s hmotnostnim detektorem (LC-MS). Volba vhodného postupu piipravy
vzorku k analyze je ovlivnéna zejména typem pouzité chromatografické techniky. Mezi dalsi
vyznamné parametry vSak patii i koncentracni Groven analytli ve vzorku, pozadované meze

detekce ¢i kvantifikace, matrice vzorku, mnozstvi vzorku k analyze aj.

1.3.1 Postupy vyuZivajici extrakce analyti z vody
Extrakce analytl ze vzorku je provadéna za ticelem odstranéni vlivu matrice (negativni
vliv interferujicich slouc¢enin) a zakoncentrovani analytu, aby bylo mozné dosahnout co

cvwr

kapalinou nebo extrakce tuhou fazi (4).

1.3.1 Extrakce kapalinou

Extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE) je pro svou robustnost a spolehlivost stale
vyuzivana pro extrakci organickych kontaminantti z vodnich matric i ptesto, Ze jsou v dnesni
i na vzorky odpadnich vod bez nutnosti filtrace (25). Extrakéni rozpoustédlo by mélo mit co
nejnizsi rozpustnost ve vodé, co nejvyssi rozpustnost pro extrahovany analyt, nizs$i hustotu
nez voda a v idealnim ptipadé¢ by mélo byt kompatibilni se zvolenou separa¢ni technikou.
Pro extrakci PAU z vody se jako extrakéni rozpoustédla nejcastéji pouzivaji toluen, hexan,

dichlormethan-aceton 1:1 (v/v) a hexan-aceton 1:1 (v/v) (26).

1.3.1.1 Klasické postupy extrakce kapalinou
Tento typ extrakce je zaloZen na rozdélovaci rovnovaze dvou nemisitelnych kapalin.

Podminkou je ustaveni rovnovahy mezi témito kapalinami (27). Klasickou extrakci kapalina
— kapalina lze rozd€lit na jednostupiiovou, mnohostupiiovou a kontinualni, pti které¢ se
nemisitelné faze stykaji po celou dobu extrakce a pohybuji se proti sobé (28). Brum a kol.
pomoci této extrakce stanovili PAU ve vod¢. Jako extrakéni rozpoustédlo byl pouzit hexan.
Optimalizovanymi parametry byly objem rozpoustédla, doba extrakce a pocet extrak¢nich
krokti. U objemu rozpoustédla byly testovany hodnoty 20, 30, 40, 50, 60, 70 a 80 ml. Doba
extrakce byla 5, 10, 15, 20 a 25 min. Extrakce byla provadéna ve 2, 3 a 4 krocich. Optimalni
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hodnoty byly vypocteny pro kazdy uhlovodik podle rovnic 8Y/6V = 0, 0Y/6t = 0O
adY/on=0, kde Y je procentudlni mnozstvi vyextrahovanych PAU. Optimalni objem
rozpoustédla se pohyboval od 59 ml do 77 ml, optimélni doba extrakce od 11 min do 18 min
a optimalni pocet krokli byl 3 a 4 (4). Bézné postupy extrakce z kapaliny do kapaliny jsou
pomérné pracné, casoveé ndrocné a vyzaduji 1 relativné velké objemy organickych

rozpoustédel, ¢imz predstavuji riziko pro zdravi a Zivotni prostiedi (29).

1.3.1.2 Disperzni mikroextrakce
Pro stanoveni PAU ve vod¢ byly vyvinuty metody dispersni mikroextrakce z kapaliny

do kapaliny pomoci vertikdlni tfepacky (UDSA-DLLME) a dispersni mikroextrakce
z kapaliny do kapaliny vyuzivajici vodu s nizkou koncentraci povrchové aktivni latky
vemulzi s rozpoustédlem (WLSEME). Tseng a kol. pouzili metody
UDSA-DLLME a WLSEME pro stanoveni PAU ve vodnych vzorcich. Mikrozkumavka
o objemu 8 ml byla naplnéna 5 ml vzorku vody, ktery obsahoval PAU o koncentraci 10 pg/l
a 0,25 g chloridu sodného. Poté bylo pomoci 25 pl stfikatky Hamilton ptidano 14 pl
1-heptanolu. Mikrozkumavka byla vloZena do drzaku a tfepdna na vertikalni tfepacce pfii
350 otackach za minutu. Po odstfedéni pii 5000 otackach za minutu po dobu 5 minut byla
organicka faze plovouci na povrchu rozpoustédla odebrana pomoci 10 pl sttikacky SGE
a odstfedéna pii 12000 G po dobu I minuty. Poté byla vradcena do horni casti
mikrozkumavky. Tento pfenos byl proveden za pouziti plynotésné mikrostiikacky. Jeden
mikrolitr této plovouci faze byl nadavkovan pomoci autosampleru do GC-MS k analyze.
V ptipadé WLSEME bylo v mikrozkumavce smichano 9 ul 1-nonanolu a 240 pl Tritonu
X-100. Smés byla odebrana 500 pl stiikackou Hamilton, ve které byl vytvoten emulgovany
roztok. Poté byl tento roztok odpipetovan do 5 ml vodného vzorku obsahujictho PAU
o koncentraci 10 pg/l a0,25 g chloridu sodného. Déle bylo postupovano jako
v ptipad¢ techniky UDSA-DLLME. U obou metod byl optimalizovan typ rozpoustédla
(1-hexanol, 1-heptanol, 1-oktanol a 1-nonanol; u WLSEME bez 1-hexanolu) a ptidavek soli
(0; 0,25; 0,50 a 0,75 g). UDLLME bylo optimalni rozpoustédlo 1-heptanol, optimalni
pridavek soli 0,25 g. V ptipadé WLSEME bylo optimalni rozpoustédlo 1-nonanol, optimalni
pridavek soli 0,25 g. Vytéznost UDSA-DLLME byla 84 — 113 %, vytéznost WLSEME byla
86 — 114 %. Ve srovnani s jinymi typy mikroextrakci umoziuji UDSA-DLLME a WLSEME

rychlejsi dosazeni rovnovahy (30).

1.3.2 Extrakce tuhou fazi
Extrakce tuhou fazi (SPE) je Siroce pouzivana pro matrice jako voda nebo potraviny

a doplnuje ¢i nahrazuje tradi¢ni extrakci z kapaliny do kapaliny (24). Extrakce tuhou fazi
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muze byt v nékterych ptipadech vyhodnéjsi nez extrakce kapalinou. Mezi hlavni vyhody
patfi moznost automatizace s on-line SPE extrakci (31) a moznost prace s velkymi objemy
vzorkll bez tvorby emulzi (32). Nevyhodou jsou vSak vyS$si ndklady na spotiebni material
(SPE kolonky, aparatura pro SPE) a nutnost pfedupravy vzorku pied provadénim SPE

extrakce (filtrace, odstfedéni).

1.3.2.1 SPE kolonky pInéné sorbentem

Pro extrakci PAU se Casto vyuzivaji SPE kolonky. Kolonky byvaji vyrobeny ze skla
nebo polypropylenu. Sorbenty v kolonkdch jsou obvykle zalozeny na silikagelu, ktery je
chemicky modifikovany nepolarni oktadecylovou skupinou (C18). K separaci dochazi diky
odlisnym interakcim mezi analytem a sorbentem (van der Waalsovy sily, vodikové mustky).
Sorbent se voli podle vlastnosti analytu, jeho Cistoty, vlastnosti matrice, kontaminanta
vzorku a analytického postupu. Extrakce pomoci SPE kolonek ma nékolik krokii. Prvnim
krokem je kondicionace, kdy se kolonka proplachne pozadovanym rozpoustédlem. Béhem
kondicionace dojde k vymyti necistot a k pfipravé kolonky na interakce vzorku s pevnou
fazi. Poté nasleduje déavkovani vzorku. Predtim je vSak tfeba vzorek upravit, a to
rozpusténim v roztoku a odstranénim pevnych ¢astic. Potom se provadi promyvani, které
odstrani zbytky matrice. Rozpoustédlo pouzité k promyvani miva stejnou nebo o trochu
vyssi eluéni silu v porovnani s rozpoustédlem vzorku. Nasleduje suseni a eluce, pii které
dojde k vymyti pozadované latky z kolonky. Extrakce pomoci SPE kolonek ma fadu vyhod.
Mezi ty hlavni patii zejména uspora rozpoustédel, ¢asu, moznost automatizace a dobra
selektivita. Mezi nevyhody lze zafadit vysokou cenu nebo neexistenci vhodnych sorbenti
pro urcité latky (27). Kayali-Sayadi a kol. extrahovali PAU z vody pomoci kolonky Sep-Pak
vac tC-18. Kondicionace kolonky byla provedena methanolem a vodou (oboji dvakrat po
6 ml). Na kolonu bylo nadavkovano 1500 ml vzorku pfti pratoku 50 ml/min. Kolonka byla
vysusena ve vakuu a centrifugovana pii 1200 otdckdch za minutu po dobu 5 min.
Adsorbované slozky byly eluovany 3 ml a poté 1 ml diethyletheru pfi pritoku 1,5 ml/min.
Zbytek po odpateni extraktu byl rozpustén v 1 ml methanolu a po zfiltrovani nadavkovan do
HPLC (33). Nirmaier a kol. pouzili kolonku naplnénou sorbentem CI18. Kolonka byla
kondicionovana methanolem, dichlormethanem, propan-2-olem a smési vody a propan-2-olu
v poméru 20:3 (v/v). Kazdého rozpoustédla bylo pouzito 5 ml. Do vodného vzorku o objemu
500 ml bylo pfiddno 75 ml propan-2-olu. Zfiltrovany vzorek byl nanesen na kolonu pfi
prutoku 2,5 ml/min, kolona byla dvakrat promyta 10 ml smési voda-propan-2-ol (20:3, v/v)
a vysusena ve vakuu. Extrahované slozky byly eluovany dichlormethanem, nejprve 1 ml

apoté dvakrat 500 pl. Po vysuSeni proudem dusiku arozpusténi v 350 pl smési
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methanol-voda (85:15, v/v) byl vzorek nadavkovan do HPLC (34). Moret a kol. pouzili
kolonky Supelco ENVI-18. Eluce byla provedena smeési toluen-methanol v poméru
10:1 (v/v), methanolem a vodou. Kazdé rozpoustédlo bylo pouzito dvakrat po 6 ml. Po
naneseni na kolonku byl vzorek vysusen ve vakuu a tiikrat byla provedena eluce 1 ml smési
dichlormethan-acetonitril v poméru 10:1 (v/v). Eluat byl zakoncentrovan proudem dusiku

a rozpustén ve 120 ul acetonitrilu (35).

1.3.2.2 SPME
Pro analyzu organickych sloucenin ve stopovych mnozstvich se casto pouziva

mikroextrakce tuhou fazi (SPME). Tato metoda je zaloZena na adsorpci nebo absorpci. Pfi
této extrakci se nejCastéji vyuziva kiemenného vldkna pokrytého sorbentem. Vldkno se
ponoii do kapalného vzorku nebo v ptipade tékavého analytu se umisti nad vzorek, kde jsou
pary z tohoto vzorku (27). Pro zvySeni iontové sily rozpoustédla a Gcinnosti extrakce se
pridava stl (chlorid sodny). OvSem pro nepolarni latky jako PAU piidani soli u¢innost
extrakce nezvysi a navic mize sl poskodit vlakno. Jako sorbent se v SPME nejcastéji
pouzivd polydimethylsiloxan. Tato metoda nevyzaduje pouZziti organickych rozpoustédel

a ma vybornou reprodukovatelnost (36).

Garcia-Falcon a kol. pouzili pro stanoveni PAU ve vod¢ extrakci s michadlem (SBSE)
pokrytym polydimethylsiloxanem. Vzorek vody byl umistén do 40 ml vialky s michadlem,
kterd byla po pfidani 0,5 ml acetonitrilu a HPLC vody uzaviena silikonovym septem
pokrytym polytetrafluorethylenem. Extrakce byla provadéna za stalého michani pomoci
magnetického michadla po dobu 40 minut pii teplot¢ 60 °C. Po extrakci bylo michadlo
vyndano a osuSeno papirovym kapesnickem a poté vlozeno do 350 ul insertu s 200 ul
acetonitrilu, ve kterém bylo ponechdno 5 minut k dosazeni uplné desorpce analyti. Metoda
SBSE nevyzaduje ptredbéznou ptfipravu vzorku, protoze spojuje vzorkovani

a zakoncentrovani do jednoho kroku a nemusi byt pouzita dalsi rozpoustédla (24).

1.3.2.3 Disky Cis
Pro stanoveni stopovych mnozstvi organickych polutantt ve velkych vodnich vzorcich

byly vyvinuty disky Cis, kde je médium C,g impregnovano na polytetrafluorethylen nebo na
sklenéné mikrovladkno (37). Pouziti metody disku C;3 umoznuje pracovat s vétSim objemem
vzorku (az 2500 ml) a dosahnout nizkych detek¢énich limit v koloidni fazi (az 0,02 ng/l).
Disky vyzaduji minimélni pfipravu, interference nejsou téméi zadné a lze takto rychle

pripravit i velké vzorky o objemu az 2500 ml (37).
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1.3.2.4 Sorbenty na bazi ftalocyaninu médi
Ftalocyaniny jsou makrocyklické slouCeniny, které se pouzivaji jako barviva. Jsou

stalé, malo rozpustné ve vSech rozpoustédlech a vzhledem k silné absorpci v Cervené oblasti
viditelného svétla maji modré nebo zelené zbarveni. Ftalocyanin médi ma velkou afinitu
k polycyklickym sloucenindm se tfemi a vice jadry a snadno se imobilizuje na nosice
aminoskupin a hydroxylovych skupin (38). Tyto vlastnosti jej tak ptedurcuji pro pouziti jako
selektivni sorbent pro extrakci urc¢itych polycyklickych sloucenin z nejriiznéjsich kapalnych

matric.

Polycyklické slouceniny tvoii ve vodném prostiedi komplex s ftalocyaninem médi
v poméru 1:1, ze kterého mohou byt nasledné (po separaci z matrice) uvolnény piidavkem
elucniho rozpoustédla. Jako elucni rozpousStédlo byva téméf vyhradné pouzita smés
methanolu a koncentrovaného vodného roztoku amoniaku (50:1, v/v). Techniky zalozené na
sorpci pomoci ftalocyaninu meédi jsou selektivni napf. pro heterocyklické aminy,
polycyklické aromatické uhlovodiky, psoraleny, aflatoxiny. Tyto metody jsou jednoduché
a v kombinaci s vhodnym biologickym testem mohou byt pouzity k monitorovani

polycyklickych mutagenti v zivotnim prostiedi (39).

Modré hedvabi je vyrobeno zhedvabnych vlaken, na kterd je kovalentné navazan
ftalocyanin médi (modré barvivo). Ftalocyanin mé vysokou afinitu ke slouenindm se tfemi
a vice kondenzovanymi jadry. Extrakce modrym hedvéabim je pro nékteré tyto zastupce PAU
efektivnéjsi nez extrakce z kapaliny do kapaliny nebo extrakce z pevné faze do kapaliny
(40). Kira a kol. provedli pomoci modrého hedvabi extrakci benzo[a]pyrenu z vody. Modré
hedvébi bylo oplachnuto destilovanou vodou a tato voda byla odstranéna odsatim
aosuSenim na papirovém ubrousku. Modré hedvabi bylo eluovdno smési methanolu
a koncentrovaného amoniaku (50:1, v/v) a eluat byl vysuSen. Zbytek byl rozpustén
v methanolu a analyzovan HPLC (41). Ren a kol. extrahovali 16 PAU podle U.S. EPA
z moiské vody. VysuSené modré hedvabi bylo vlozeno do sklenéné lahve se silikonovym
vickem, kde bylo 150 ml smési methanolu a koncentrovaného amoniaku (50:1, v/v). Lahev
byla ru¢né tfepana Sestkrat v pétiminutovych intervalech. Extrakce byla provedena tiikrat
a vSechen eluat byl zakoncentrovan ve vakuu pii 20 °C do 2 ml. Tento koncentrat byl zfedén
na 10 ml methanolem v odmérné bance. Jeden mililitr byl rozdélen do dvou vialek a uchovan
pii -30 °C. Zmrzlé vzorky byly rozmrazeny pii pokojové teploté, prefiltrovany, nality do
¢istych vialek a skladovany v chladni¢ce az do provedeni analyzy. Koncentrace PAU ve

vzorcich se pohybovala od 30,40 do 120,29 ng/l. Nejméné byly zastoupeny antracen,
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fluoren, fenantren, dibenzo[a,h]antracen, benzo[gh,i]perylen a indeno[1,2,3-c,d]pyren.

Naopak acenaftylen, naftalen a benzo[a]antracen byly ve vzorcich obsazeny nejvice (40).

Magneticky chitosan je pfirodni polysacharid chitosan s ptfidavkem oxidu
zeleznato-zelezitého a s kovaletné navazanym ftalocyaninem médi (42). Hydratované oxidy
zeleza jsou uzaviené uvniti porézni polymerni struktury tvofené chitosanem, na kterém je
kovalentné¢ navazané barvivo ftalocyanin médi. Pfitomnost magnetické slozky v sorbentu
umoziuje jeho selektivni fyzické oddéleni nejen z pravych roztoki, ale i ze suspenzi.
Magneticky sorbent mize byt totiz pfitahovan magnetem ke sténé extrak¢ni nadoby, ¢imz
dojde k jeho oddéleni od nemagnetickych castic (43). Imobilizace ftalocyaninu médi na
magnetickych ¢asticich tak umoziuje specifickou separaci specificky vazanych latek, jakymi
jsou i nekteré PAU. Tyto techniky se nazyvaji extrakce magnetickou tuhou fazi (MSPE).
Pomoci MSPE Ize pfipravit 1 komplikované vzorky ptirodnich nebo odpadnich vod bez
nutnosti filtrace (44). Safaiik a Safatikova pouzili MSPE k extrakci PAU a jejich derivati.
Vodny roztok analytd byl smichén s 0,4 ml suspenze modrého magnetitu. Suspenze byla
michdana 4 h a potom byla usazena silnym magnetem. Supernatant byl odlit a usazeny
magneticky adsorbent byl pienesen do testovaci trubice. Po magnetické separaci a odstranéni
vodného roztoku byly ptfidany 4 ml methanolu jako elu¢niho ¢inidla. Po dvacetiminutovém
michani byl magneticky adsorbent pomoci magnetu pfitaZzen ke sténé trubice. Obsah analytu,
ktery byl extrahovan do organického rozpoustédla, byl stanoven spektrofotometricky.
Relativni smérodatna odchylka se pohybovala od 1,13 % do 6,86 %. Pii analyze vétSich
objemt vzorkl je vSak pfesnost niz8i. Extrakce magnetickou tuhou fazi je tedy vhodna pro
vzorky o objemu maximalné¢ 1000 ml. Magnetické separace nalezly uplatnéni
v mikrobiologii, bunécné biologii, molekularni biologii, biochemii, analytické chemii

a biotechnologiich (45).

12



2 Material a metody

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

komponentami:

- zésobnik mobilni faze SR — 3000 SOLVENT RACK
- cCerpadlo LPG - 3400 SD

- autosampler WPS — 3000 TSL ANALYTICAL

- kolonovy termostat TCC — 3000 SD

- pftepinac kolon PD 715 — 025

- UV/VIS detektor DAD — 3000 RS

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 chromatograficka kolona Waters PAH C18 o rozmérech 250 x 3,0 mm

a velikosti ¢astic naplné 5 um. Tato kolona je specidlné uréena pro PAU.

Objemy kapalnych latek byly odmétovany automatickou pipetou BIOHIT PROLINE
oobjemu 1000 pl od firmy Sartorius (Némecko) a sklenénymi stiikackami o objemech
5; 10; 25; 50; 100, 250 a 500 pl od firmy Hamilton (USA). Deionizovana voda byla
pfipravena pfistrojem Smart2Pure 6 UV/UF od firmy Thermo Scientific (USA). Ttepani
bylo provadéno na horizontalni tfepacce ORBIT 1000 od firmy Labnet (USA). Sorbent byl
fixovan pomoci silného magnetu VMM 7 20 730 o sile 130,1 N od firmy MAGSY (Ceska
republika).

2.2 Chemikalie

Béhem prace byly pouzity nasledujici chemikalie:

- standard PAU MIX-9 od firmy Dr. Ehrenstorfer (Némecko), Sarze 30325AL, objem
10 ml, koncentrace 100 mg/l, ktery obsahoval 16 prioritnich PAU podle EPA:
naftalen, acenaftylen, acenaften, fluoren, fenantren, antracen, fluoranthen, pyren,
benzo[a]antracen, chrysen, benzo[b]fluoranthen, benzo[k]fluoranthen,
benzo[a]pyren, dibenzo[a,h]antracen, benzo[g,h,i]perylen, indeno[1,2,3-c,d]pyren.
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- 9,10-difenylantracen od firmy Sigma-Aldrich (Némecko), Sarze SZB8186XV

- acetonitril gradient grade pro kapalinovou chromatografii od firmy Merck
(Némecko)

- methanol gradient grade pro kapalinovou chromatografii od firmy Merck (Némecko)

- 28 —-30 % vodny roztok hydroxidu amonného od firmy Merck (Némecko)

- suspenze magnetického chitosanu, ktera byla pfipravena na Ustavu nanobiologie

a strukturni biologie CVGZ AV CR v Oddéleni nanobiotechnologie (44)

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 16 standardi PAU (PAU-ST-A-001) o koncentraci 100 mg/l byl
komer¢né dodan ve sklenéné lahvicce se Sroubovacim uzdvérem o objemu 10 ml. Zasobni
roztok vnitintho standardu (PAU-VS-A-001) byl pfipraven navazenim 50 mg
9,10-difenylantracenu a rozpuSténim v 1000 ml acetonu. Vyslednd koncentrace zasobniho

roztoku vnitiniho standardu PAU-VS-A-001 byla 50 mg/I.

Pracovni roztok standardnich sloucenin (PAU-ST-B-005) byl pfipraven smichanim
0,25 ml zasobniho roztoku standardu PAU-ST-A-001 a 50 % acetonitrilu ve 25 ml odmérné
bance. Vysledna koncentrace pracovniho roztoku standardu PAU-ST-B-005 byla 1000 pg/l.
Pracovni roztok wvnitiniho standardu (PAU-VS-B-005) byl pfipraven smichanim 2 ml
zésobniho roztoku vnitinitho standardu PAU-VS-A-001 a 50 % acetonitrilu ve 25 ml
odmérné baiice. Vysledna koncentrace pracovniho roztoku wvnitiniho standardu
PAU-VS-B-005 byla 4000 pg/l. Uzavér obou odmérnych ban¢k byl prekryt parafilmem.
Takto pfipravené roztoky byly skladovany v chladnicce pfi teploté 4 °C po dobu maximalné

1 roku.

2.5 Priprava modelového vzorku pro optimalizaci metody

Pro optimalizaci metody byl pouzit smésny modelovy vzorek pfipraveny ve vialce
o objemu 1,8 ml smichdnim 0,5 ml pracovniho roztoku standardu PAU-ST-B-005, 0,1 ml
pracovniho roztoku vnitiniho standardu PAU-VS-B-005, a 0,4 ml MF-A. Vysledna

14



koncentrace standardnich slou¢enin byla 500 pg/l a koncentrace vnitiniho standardu byla

400 pgll.

2.6 Priprava kalibra¢nich roztoku

V Tab. 1 je uvedena piiprava kalibracnich roztokd. Tyto roztoky byly pfipravovany
v krimpovacich vialkdch o objemu 1,8 ml smichanim pracovniho roztoku standardu
PAU-ST-B-005, pracovniho roztoku vnitfniho standardu PAU-VS-B-005 a MF-A. Roztok
standardu i roztok vnitiniho standardu byl davkovan stiikackami Hamilton, roztok MF-A byl
davkovan automatickou pipetou. Kazda koncentracni tUroven byla provedena ve

3 nezavislych opakovanich a roztoky byly spotfebovany v den piipravy.

Tab. 1: Pfiprava kalibra¢nich roztokda.

Koncentra¢ni Davkovany objem [pl]
urovei
[ng/]
Pracovni roztok Pracovni roztok Mobilni faze A
standardu vnitiniho standardu
1 1 100 899
2,5 2,5 100 897,5
5 5 100 895
10 10 100 890
25 25 100 875
50 50 100 850
100 100 100 800
250 250 100 650
500 500 100 400

2.7 Priprava modelového vzorku pro testovani magnetického chitosanu

Ze zésobni lahve suspenze magnetického chitosanu bylo automatickou pipetou
odpipetovano 2 ml do Sroubovaci vialky o objemu 4 ml a 2 ml destilované vody. Vialka byla
postavena na magnet a suspenze se nechala usadit. Poté byl upraven pomér magnetického
chitosanu a supernatantu na hodnotu 1:3 odpipetovanim piebytecného supernatantu. Takto
pfipravend pracovni suspenze magnetického chitosanu byla provedena pouze v jednom
opakovani a byla spotfebovana v den pfipravy.
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Do cisté a suché srdcové banky o objemu 250 ml bylo odpipetovano nedélenou
sklenénou pipetou 100 ml destilované vody, 250 upl zasobniho roztoku standardu
PAU-ST-A-001 a 500 pl zasobniho roztoku vnitiniho standardu PAU-VS-A-001. Vysledna
koncentrace standardl i vnitiniho standardu v modelovém vzorku byla 248 ng/l. Modelovy
vzorek byl piipraven ve 3 nezavislych opakovanich a byl spotfebovan v den pfipravy.
Stejnym zptsobem byl ptipraven v 1 opakovani i slepy vzorek. Z kazdého opakovani takto
pripravenych modelovych vzorki (vCetné slepého pokusu) bylo automatickou pipetou
odpipetovano 0,5 ml roztoku do vialky oobjemu 1,8 ml, kterd obsahovala 0,5 ml

acetonitrilu, ¢imz byl ziskén vzorek pro vychozi stav — ¢as 0 min.

Nasledné byla provedena homogenizace pracovni suspenze magnetického chitosanu
pomoci vortexu po dobu asi 2 sekund a ihned poté bylo odpipetovano vzdy 200 pl suspenze
do kazdého piipravené¢ho modelového vzorku (véetné slepého pokusu), vzorky byly vlozeny
na tfepacku a byl zaznamenan Cas zacatku extrakce. Extrakce byla provadéna v uzaviené
srdcové baiice po dobu 8 hod za neustalého tfepani, obcas byl proveden ruc¢ni oplach
jemnych plovoucich ¢asteCek usazenych na vnitini strané bailkky nad hladinou otocenim
banky. Po uplynuti doby extrakce byly srdcové bailkky vyjmuty, roztoCeny (aby se vytvofil
vir) a vloZeny do stojanku s magnetem na dobu 20 min, aby bylo dosazeno co nejlepsi
sedimentace. Poté bylo automatickou pipetou odpipetovano 0,5 ml roztoku do vialky
o objemu 1,8 ml, kterda obsahovala 0,5 ml acetonitrilu, ¢imz byl ziskdn vzorek pro koncovy

stav — ¢as 480 min.
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3 Vysledky a diskuze

3.1 Identifikace piki standardnich slouc¢enin a vnitiniho standardu

Prvnim krokem v experimentalni ¢asti této prace bylo provedeni identifikace pikl
standardnich sloucenin i vnitiniho standardu. Chromatografick¢é podminky i podminky
detekce byly nastaveny dle doporuceni vyrobce kolony (viz Tab. 2). Ziskany chromatogram
byl porovnan s chromatogramem vyrobce kolony, piky byly identifikovany a byly jim
prifazeny hodnoty retencnich Casti (Obr. 1). Pro ucely identifikace piki byl pouzit roztok

pfipraveny dle Kap. 2.5.

Tab. 2: Podminky separace a detekce dle doporuceni vyrobce kolony.

Parametr Hodnota
Teplota kolonového prostoru 30°C
Objemovy prutok mobilni faze 0,5 ml/min
Objem néstiiku 10 pl

VInova délka spektrofotometrické detekce | 254 nm

0 —5 min 0% MF B
5—20 min 0 — 100 % MF B
Gradientovy program 20 — 28 min 100 % MF B
28 — 32 min 100— 0% MF B
32 — 37 min 0% MF B
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Obr. 1: Identifikace pikti analytii a vnitiniho standardu:
1 — Naftalen 10 — Chrysen
2 — Acenaftylen 11-VS
3 — Acenaften 12 — Benzo[b]fluoranthen
4 — Fluoren 13 — Benzo[k]fluoranthen
5 — Fenantren 14 — Benzo[a]pyren
6 — Antracen 15 — Dibenzo[a,h]antracen
7 — Fluoranthen 16 — Benzo[g,h,i]perylen
8 — Pyren 17 — Indeno([1,2,3-c,d]pyren

9 — Benzo[a]antracen

3.1 Optimalizace metody

Utelem optimalizace této analytické metody bylo nalezeni takovych podminek

analyzy, pfi kterych bude dosazeno dostate¢ného rozliSeni vSech 17 separovanych sloucenin

Pti separaci dle doporuceni vyrobce kolony dochazelo k ¢astecné koeluci vnitiniho
standardu s chrysenem ve 23. minuté (Obr. 2). Nejprve byl testovan vliv teploty kolonového
prostoru na separaci. Byla proto provedena zména teploty z pavodnich 30 °C na 25 °C a poté
na 35 °C. Pii 25 °C vnitini standard castecné koeluoval s benzo[a]antracenem (Obr. 3), ale
pii teploté 35 °C (Obr. 4) jiz ke koeluci nedochazelo a navic bylo mozné zkratit dobu

analyzy z puvodnich 37 minut na 34,5 minuty. Jako optimdlni teplota kolonového prostoru

byla zvolena hodnota 35 °C.

cvwr
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Obr. 2: Chromatogram separace provedené pii teploté kolonového prostoru 30 °C.
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Obr. 3: Chromatogram separace provedené pfi teploté kolonového prostoru 25 °C.
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Obr. 4: Chromatogram separace provedené pii teploté kolonového prostoru 35 °C.

Dal$im optimalizovanym parametrem byl objemovy pratok mobilni faze (dale jen
pratok). Zde byly testovany hodnoty 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9 a 1,0 ml/min. Cilem bylo
dosdhnout co nejkratSi doby analyzy pfi minimalnim piijatelném rozliSeni kritickych para
acenaften/fluoren  a benzo[g,h,i]perylen/indeno[1,2,3-c,d]pyren  (rozliSeni > 1,50)

a pfijatelnému tlaku v chromatografu (tlak < 180 bar).

Vysledky testovani vlivu pritoku na rozliSeni kritickych part, tlak v chromatografu

a dobu analyzy je uveden v Tab. 3.

Tab. 3: Vliv pritoku na rozliSeni kritickych part, tlak v chromatografu a dobu analyzy.

Prutok Tlak | Doba analyzy RozliSeni RozliSeni
[ml/min] [bar] [min] aceen/flu b[g,h,i]p/i[1,2,3-¢,d]p
(1] 1]
0,5 90 37 2,29 2,01
0,6 107 30,8 2,28 1,98
0,7 124 26,4 2,26 1,94
0,8 140 23,1 2,23 1,92
0,9 157 20,6 2,21 1,87
1,0 173 18,5 2,19 1,85
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Z namétenych dat vyplyva, ze se zvySujicim se prutokem klesd hodnota rozliSeni
kritickych pari. Tento pokles je vSak minimalni (< 0,05 oproti pfedchozi hodnoté priitoku)
aipfi pritoku 1 ml/min je splnéno minimalni pozadované kritérium pro rozliSeni pika
a maximalni tlak v chromatografu. ZvySeni pratoku mobilni faze z ptvodnich 0,5 ml/min az
na 1 ml/min také umoznuje zkratit dobu analyzy z pivodnich 37 min az na 18,5 min, coz

znamena zkraceni doby analyzy o 42,2 %.

Na Obr. 5 je pak uveden kriticky par benzo[g,h,i]perylen/indeno[1,2,3-c,d]pyren pfti

prutoku 1,0 ml/min, ktery vykazoval nejhorsi rozliSeni ze v§ech separovanych part.

50—+

\16 - Benzofg h,ilperylen - 13,41

117 -Indeno[1,2,3-cd]pyren - 13,66

Absorbance pii 297 nm [mAU]

13 13.5 14 14.5

Retencni ¢as [min]

Obr. 5: Kriticky par benzo[g,h,i]perylen/indeno[ 1,2,3-c,d]pyren pii pritoku 1,0 ml/min.

Vzhledem k minimélnimu vlivu pratoku na rozliSeni kritickych pari a vzhledem
k tomu, Ze pfi vSech testovanych hodnotach priitoku byla splnéna obé¢ kritéria pfijatelnosti,

byla jako optimalni hodnota priitoku zvolena hodnota 1,0 ml/min.

Andrade-FEiroa a kol. ve své praci fesili separaci 3 kritickych para: acenaften/fluoren,
dibenzo[a,h]antracen/benzo[g,h,iJperylen a benzo[g,h,i]perylen/indeno[1,2,3-c,d]pyren. Do
45. minuty zvolili teplotu 15 °C a pritok 1,0 ml/min, od 45. minuty az do konce analyzy pak
teplotu 40 °C a pritok 0,5 ml/min. Pro acenaften/fluoren dosahli takto rozliSeni 2,51,
pro benzo[g,h,i]perylen/indeno[1,2,3-c,d]pyren dosahli rozliSeni 1,70 a pro
dibenzo[a,h]antracen/benzo[g,h,i]perylen dosahli rozliseni 1,94 (46). V této bakalarské praci
byly kritické pary jen dva, ato acenaften/fluoren
a benzo[g,h,i]perylen/indeno[1,2,3-c,d]pyren. Pfi teploté 35 °C, pritoku 1,0 ml/min a vice

nez 2x kratS$i dobé analyzy bylo dosazeno rozliseni 2,19 pro acenaften/fluoren a 1,85 pro
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benzo[g,h,i]perylen/indeno[1,2,3-c,d]pyren, coz jsou vyrazné lepsi vysledky nez ve vyse

uvedené publikaci.

Za ucelem lepsiho rozdéleni kritickych parti a zkraceni doby analyzy byl testovan vliv
doby kondicionace kolony. Z piivodnich 2,5 min byla doba kondicionace zvySena na 4,5 min
a 25 min. Jako testovany analyt byl zvolen naftalen, protoZe jeho reten¢ni Cas je nejvice
ovlivnén zménou slozeni mobilni faze. Dale byl testovan i vliv na rozliSeni kritickych part
acenaften/fluoren a benzo[g,h,i]perylen/indeno[1,2,3-c,d]pyren. V Tab. 4 je uveden vliv

doby kondicionace kolony na reten¢ni €as naftalenu a rozliSeni kritickych para.

Tab. 4: Vliv doby kondicionace kolony na retenc¢ni ¢as naftalenu a rozliSeni kritickych para.

Doba Retencni Cas RozliSeni aceen/flu | RozliSeni b[g,h,i]p/
kondicionace naftalenu [1] i[1,2,3-c,d]p
[min] [min] 1]
2,5 5,23 2,19 1,85
4,5 5,56 2,20 1,86
25 5,56 2,19 1,85

Z vySe uvedenych vysledki vyplyva, Ze doba kondicionace delsi nez 4,5 min je
zbyteCna, nebot’ jiz nedochdzi ke zméné retencnich ¢asi nebo ke zhorSeni rozliSeni

kritickych parti. Jako optimalni doba kondicionace kolony byla zvolena hodnota 4,5 min.

Poslednim optimalizovanym parametrem chromatografické separace byl objem
nastfiku. Testovany byly hodnoty 10; 20; 30; 40; 50; 60; 70; 80; 90 a 100 ul. Bylo
hodnoceno, zda nedochdzi ke zhorSeni faktoru symetrie piku a zda se jeho hodnota pohybuje
v pfijatelném rozsahu, tj. 0,8 — 1,5 (16). Jako hodnoceny analyt byl zvolen pyren, jehoZ pik
vykazoval nejhorsi hodnoty faktoru symetrie. V Tab. 5 je uveden vliv nastfiku na faktor

symetrie piku, na Obr. 6 je znazornén pik pyrenu pii riznych hodnotach nasttiku.
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Tab. 5: Vliv nastiiku na faktor symetrie piku pyrenu.

Nastrik Faktor symetrie

[ud] [1]

10 1,24
20 1,23
30 1,23
40 1,25
50 1,24
60 1,24
70 1,24
80 1,24
90 1,26
100 1,23

Jak je vidét v Tab. 5, u jednotlivych velikosti nasttiku se hodnota faktoru symetrie 1isi
jen minimalné a nachazi se v piijatelném rozmezi 0,8 — 1,5 (16). Idedlni hodnota symetrie
piku je 1. Pokud je < 1, dochazi k frontovani piku, pokud je > 1, dochazi k chvostovani

piku (15).
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Obr. 6: Pik pyrenu pii nasttiku 10; 20; 30; 40; 50; 60; 70; 80; 90 a 100 pl.

Z Tab. 5 a Obr. 6 je vidét, Ze pik pyrenu mirné chvostuje, hodnoty faktoru symetrie se
ovSem pohybuji v pfijatelném rozmezi 0,8 — 1,5 (16). Jako optimalni objem nastfiku vSak
byla zvolena hodnota 90 ul misto 100 pl, protoze 100 ul je limitni hodnota nastfiku

autosampleru.

Pro PAU byva doporucovéana stacionarni faze C18. Jako modifikator se pouziva
acetonitril, protoze jina rozpoustédla maji vyssi viskozitu a zptsobuji vyssi tlak na koloné.
Me¢ni se pouze teplota, pocatecni mnozstvi modifikatoru mobilni faze, gradientovy program
a prutok. Pro gradientové eluce je doporuCovana smés acetonitril/voda. Nejlepsi pocatecni
koncentrace acetonitrilu je 50 % (46). Stacionarni 1 mobilni faze v této bakalarské praci byly

tedy vybrany vhodné&, coz bylo prokazano i experimentalné.

Po uspésné provedené optimalizaci chromatografické separace byla provedena
optimalizace podminek spektrofotometrické detekce. Ptestoze vétSina PAU absorbuje pfi
254 nm, tak nejnizSich limith detekce Ize dosahnout pouze pii specifickych vinovych
délkach. Pro kazdou slouCeninu byla proto nalezena vlnova délka, ktera odpovidala
absorpcnimu maximu dané slouceniny. Detektor, ktery byl pouzit k analyze, v§ak umoziluje
simultdnné méfit absorbanci pouze pii 8 vinovych délkach. Bylo tedy nezbytné zvolit urcité

kompromisni vlnové délky spole¢né pro vice analytii a to tak, aby vSechny analyty mély
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priblizné stejnou odezvu a aby nedochézelo k pfipadnym interferencim s necistotami
z mobilni faze ¢i z ptipravy vzorkli. Vhodnost volby téchto vinovych délek byla pribézné
experimentalné ovéfovana pomoci analyzy smésného roztoku standardu o koncentraci
10 pg/l. Vysledek optimalizace vinové délky detekce pro jednotlivé slouceniny je uveden

v Tab. 6.

Tab. 6: Optimalizace vinové délky spektrofotometrické detekce.

Analyt Vinova délka VInova délka pouzita
absorp¢niho maxima k detekci
[nm] [nm]
Naftalen 229 220
Acenaftylen 230 229
Acenaften 227 229
Fluoren 206 260
Fenantren 252 252
Antracen 252 252
Fluoranthen 236 238
Pyren 241 238
Benzo[a]antracen 288 287
Chrysen 268 268
VS 260 260
Benzo[b]fluoranthen 257 297
Benzo[k]fluoranthen 240 297
Benzo[a]pyren 296 297
Dibenzo[a,h]antracen 297 297
Benzo[g,h,i]perylen 300 297
Indeno[1,2,3-c,d]pyren 250 297

Nakonec bylo provedeno testovani odezvy detektoru v riznych koncentracnich fadech
(0,001; 0,01; 0,1; 1; 10; 100 a 1000 pg/l), aby byly zjistény meze detekce a meze
stanovitelnosti jednotlivych slouCenin. Vzorky téchto koncentraci byly piipraveny
desetindsobnym fedénim vzorku piedchozi koncentracni turovné. Bylo zjisténo, Ze

slouceniny fluoren, fenantren, antracen, benzo[a]antracen, chrysen, benzo[b]fluoranthen,
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benzo[k]fluoranthen, benzo[a]pyren, benzo[g,h,i]perylen a indeno[1,2,3-c,d]pyren poskytuji
na koncentracni urovni 1 pg/l nedostatecnou odezvu pro pouziti pro kvantitativni analyzu
fady zvolena koncentra¢ni troven 2,5 pg/l, na které uz byly odezvy vSech analyti

dostatecné.

3.2 Validace metody

Pro validaci metody byla pouzita fada kalibra¢nich roztokli o koncentraci 2,5; 5; 10;
25; 50; 100 a 250 pg/l. Priprava téchto roztokli je uvedena v Tab. 1. Kazda koncentra¢ni
uroven byla analyzovana ve tfech opakovanich. Validace metody byla provedena
v programech EffiValidation 3.0 a Microsoft Excel 2013. Hodnoceny byly linearita, rozsah,

piesnost, spravnost, mez detekce, mez stanovitelnosti.

Linearita byla hodnocena pomoci korelacniho koeficientu a QC koeficientu. Hodnoty
téchto koeficientli pro kalibra¢ni zavislosti jednotlivych analytii jsou uvedeny v Tab. 7.
Kritérium pfijatelnosti je podle programu EffiValidation pro korela¢ni koeficient > 0,99000,
pro QC koeficient < 5,00 %.

Tab. 7: Korela¢ni koeficient a QC koeficient.

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

[1] [%] [1] [%]
Naftalen 0,99999 0,73 Benzo[a]antracen 0,99999 0,55
Acenaftylen | 0,99999 0,48 Chrysen 0,99998 0,81
Acenaften 0,99998 0,93 Benzo[b]fluoranthen 0,99999 0,51
Fluoren 0,99999 0,64 Benzo[k]fluoranthen 0,99999 0,43
Fenantren 1,00000 0,40 Benzo[a]pyren 0,99999 0,69
Antracen 0,99999 0,73 Dibenzo[a,h]antracen 0,99999 0,57
Fluoranthen 0,99999 0,56 Benzo[g,h,i]perylen 0,99998 0,89
Pyren 0,99999 0,51 Indeno([1,2,3-c,d]pyren | 0,99998 0,89

Z vyse uvedenych dat vyplyva, Ze hodnoty korela¢niho koeficientu a QC koeficientu

kalibracnich zavislosti v§ech analytl vyhovuji obéma kritériim pfijatelnosti.

Nasledné byla hodnocena piesnost vyjadiend jako opakovatelnost pomoci relativni

smérodatné odchylky (RSD), a to pro koncentracni urovné 2,5; 25 a 250 pg/l. Kazda
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koncentracni troven byla zméfena ve 3 nezavislych opakovanich. Ptijatelna hodnota RSD je
pro koncentracni troven 2,5 pg/l <30 %, pro koncentracni urovenn 25 pg/l < 21 % a pro

koncentra¢ni uroven 250 pg/l < 15 %.

Tab. 8: Presnost vyjadiena jako opakovatelnost.

Analyt RSD Analyt RSD
[%] [o]
2,5 25 250 2,5 25 250
ng/l | ngl pg/l pg/l | pgll pg/l
Naftalen 0,36 | 0,38 0,39 | Benzo[a]antracen 0,33 0,48 0,33
Acenaftylen | 2,7 0,47 0,40 | Chrysen 1,4 0,36 0,34
Acenaften 0,64 | 0,23 0,40 | Benzo[b]fluoranthen 4,6 0,56 0,28
Fluoren 3,3 0,23 0,41 | Benzo[k]fluoranthen 2.9 1,2 0,20
Fenantren 3,0 0,20 0,39 | Benzo[a]pyren 2,2 0,84 0,40
Antracen 1,3 0,35 0,40 | Dibenzo[a,h]antracen 4,7 0,08 0,24
Fluoranthen | 1,2 0,37 0,35 | Benzo[g,h,i]perylen 1,5 0,06 0,44
Pyren 1,2 0,53 0,35 | Indeno[1,2,3-c,d]pyren 7.3 0,47 0,37

Na zakladé namétenych dat uvedenych v Tab. 8 bylo prokazano, Ze pfesnost vyjadiena
jako opakovatelnost pomoci RSD se pohybuje v rozmezi od 0,06 % do 7,3 %, coz vyhovuje

vSem 3 kritériim pfiijatelnosti na vSech 3 koncentracnich trovnich pro vSechny testované

analyty.

Vramci presnosti byla testovana mezilehla piesnost pomoci RSD, a to pro
koncentracni trovné 2,5; 25 a 250 pg/l. Kazda koncentra¢ni uroveinl byla zméfena ve
3 nezavislych opakovéanich ve 2 riznych sériich, pficemz kazda série byla pfipravovana
a analyzovana v rizny den na témze pfistroji. Pfijatelnd hodnota RSD je pro koncentracni
uroven 2,5 pg/l <30 %, pro koncentracni uroven 25 pg/l <21 % a pro koncentracni troven

250 pg/l < 15 %.
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Tab. 9: Presnost vyjadiena jako mezilehla pfesnost.

Analyt RSD Analyt RSD
[%] [Yo]
2,5 25 250 2,5 25 250
ng/l | pgll | pgl ngl | pgl | pgl
Naftalen 1,5 0,83 0,48 | Benzo[a]antracen 2,4 0,69 0,43
Acenaftylen | 2,7 1,1 0,69 | Chrysen 3,4 0,58 0,33
Acenaften 2,1 0,38 0,63 | Benzo[b]fluoranthen 8,5 0,82 0,63
Fluoren 5,5 1,3 0,80 | Benzo[k]fluoranthen 3,6 0,91 0,50
Fenantren 2,0 0,7 0,70 | Benzo[a]pyren 4,0 0,83 0,56
Antracen 1,2 0,33 0,33 | Dibenzo[a,h]antracen 10,0 1,5 1,1
Fluoranthen | 2,9 0,68 0,64 | Benzo[g,h,i]perylen 3,2 0,73 1,0
Pyren 4,6 0,66 1,0 | Indeno[1,2,3-c,d]pyren 8,0 0,81 0,57

Na zakladé namétenych dat uvedenych v Tab. 9 bylo prokazano, Ze pfesnost vyjadiena

jako mezilehld pfesnost pomoci RSD se pohybuje v rozmezi od 0,33 % do 10,0 %, coz

vyhovuje vSem 3 kritériim piijatelnosti na vSech 3 koncentracnich tGrovnich pro vSechny

W

dalSich potencidlnich zdroji chyb (opakované ptipravy vzorkl, vypnuti ptistroje, apod.)

V ramci méfeni presnosti vyjadiené jako opakovatelnost byla hodnocena i spravnost

metody vyjadiena jako vytéZnost, a to ve stejném rozsahu a na stejnych koncentracnich

urovnich. Pfijatelnd hodnota vytéZznosti pro koncentracni uroven 2,5 pg/l ¢ini 40 — 120 %,

pro koncentracni troven 25 pg/l ¢ini 60 — 115 % a pro koncentracni troven 250 pg/l €ini

80 — 110 %.
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Tab. 10: Spravnost vyjadiena jako vytéznost.

Analyt VytéZnost Analyt VytéZnost
[%] [Yo]

2,5 25 250 2,5 25 | 250

ng/l | pgl | pgl ng/l | pgl | pgl
Naftalen 88 100 101 | Benzo[a]antracen 92 100 | 101
Acenaftylen 91 100 101 | Chrysen 90 101 | 101
Acenaften 85 101 101 | Benzo[b]fluoranthen 96 100 | 101
Fluoren 93 100 101 | Benzo[k]fluoranthen 90 99 101
Fenantren 95 100 101 | Benzo[a]pyren 107 | 100 | 102
Antracen 92 101 101 | Dibenzo[a,h]antracen 102 | 100 | 101
Fluoranthen 87 100 101 | Benzo[g,h,i]perylen 118 | 102 | 102
Pyren 91 100 101 | Indeno[1,2,3-c,d]pyren 106 | 100 | 101

Z hodnot uvedenych v Tab. 10 vyplyva, ze se vytéznost pohybuje od 85 % do 118 %,
coz vyhovuje vSem 3 kritériim pfijatelnosti na vSech 3 koncentra¢nich trovnich pro vSechny
testované analyty. Pomérné vysokd hodnota vytéznosti benzo[gh,i]perylenu na trovni

2,5 ng/l je zptisobena piitomnosti necistoty z mobilni faze.

Na zéklad¢ vysledkt hodnoceni linearity, pfesnosti, mezilehlé pfesnosti a spravnosti
lze konstatovat, Ze rozsah analytické metody v rozmezi koncentraci analyti 2,5 — 250 pg/l
byl potvrzen. Koncentra¢ni uroven 1 pg/l nevyhovuje kritériu piijatelnosti pro spravnost
v ptipad¢ analytl acenaftylen, fluoren, fenantren, benzo[b]fluoranthen, benzo[k]fluoranthen,
benzo[g,h,i]perylen a indeno[1,2,3-c,d]pyren. Na koncentracni urovni 500 pg/l byly
v pfipad€ nékterych analyti naméfeny jiz piili§ vysoké hodnoty absorbance, které byly na

hranici technické specifikace pftistroje.

Jako posledni valida¢ni parametry byly hodnoceny mez detekce (LOD) a mez
stanovitelnosti (LOQ). Mez detekce (LOD) byla vypocitana jako trojnasobek poméru vysky
signdlu k Sumu a mez stanovitelnosti (LOQ) byla vypocitdna jako desetindsobek poméru
signalu k Sumu. K vypoctu obou mezi byly pouzity vysSky pikti zanalyzy roztokl na
koncentracnich urovnich 0,1 pg/l a 1,0 pg/l a hodnota Sumu byla odectena ze slepého pokusu
vzdy v oblasti retencniho Casu dané slouceniny, a to ve vzdalenosti dvacetinasobku Sitky
piku dané slouCeniny v polovin€ vysky. Konkrétni hodnoty mezi detekce a mezi

stanovitelnosti testovanych analytii jsou uvedeny v Tab. 11.
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Tab. 11: Mez detekce a mez stanovitelnosti.

Analyt LOD LOQ Analyt LOD LOQ
[ng/] [ng/1] [ng/1] [ng/1]
Naftalen 0,27 0,83 Benzo[a]antracen 0,54 1,7
Acenaftylen 0,27 0,79 Chrysen 0,65 2,1
Acenaften 0,36 0,90 Benzo[b]fluoranthen 0,47 1,9
Fluoren 0,76 2.4 Benzo[k]fluoranthen 0,45 1,4
Fenantren 0,82 2,5 Benzo[a]pyren 0,79 2.4
Antracen 0,33 1,3 Dibenzo[a,h]antracen 0,30 1,0
Fluoranthen 0,23 0,76 Benzo[g,h,i]perylen 0,56 1,8
Pyren 0,22 0,68 Indeno[1,2,3-c,d]pyren 0,53 1,7

3.3 Extrakce PAU z vody pomoci magnetického chitosanu

Vyvinutd a zvalidovana analytickd metoda na stanoveni PAU ve vod¢ byla nésledné
pouzita pro hodnoceni extrakce PAU z vody pomoci magnetického chitosanu dle postupu
uvedenym v Kap. 2.7. Modelovy vzorek vody s koncentraci analyti na Grovni 248 pg/l byl
extrahovan po dobu 480 min. Poté bylo pro kazdy analyt provedeno objektivni hodnoceni

sorpce na magneticky chitosan, a to jako procentudlni vyjadieni plochy piku ve 480. min

vzhledem k plose piku v 0. min (tzn. tésné pfed pfidavkem magnetického chitosanu).

Na nasledujicim obrazku jsou znazornény vysledky extrakce PAU magnetickym

chitosanem.
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Obr. 7: Vzorek o koncentraci analyt 250 pg/l v 0. minuté (cern€) a ve 480. minuté (modre).

1 — Naftalen 10 — Chrysen

2 — Acenaftylen 11-VS

3 — Acenaften 12 — Benzo[b]fluoranthen

4 — Fluoren 13 — Benzo[k]fluoranthen

5 — Fenantren 14 — Benzo[a]pyren

6 — Antracen 15 — Dibenzo[a,h]antracen
7 — Fluoranthen 16 — Benzo[g,h,i]perylen

8 — Pyren 17 — Indeno([1,2,3-c,d]pyren

9 — Benzo[a]antracen

Z Obr. 7 je patrné, ze v pribé¢hu 480 minut doslo k uplné sorpci pouze v piipade
9,10-difenylantracenu (vnitini standard). Naopak naftalen, acenaftylen, acenaften a fluoren
nebyly sorbovany témét vibec a pokles o pouhych < 5 % plochy piku v 0. min lze spise
prisoudit nespecifické sorpci na stény srdcové bainky C¢i jiné ztraty. Ostatni analyty
vykazovaly pokles koncentrace na trovnich 46 — 91 % plochy piku v 0. min. Vzhledem
k velice rozdilné sorpci jednotlivych analytti i samotného vnitiniho standardu nemutze byt

v ramci této metody piipravy vzorku pouzit jeden spolecny vnitini standard.

Pfesnost stanoveni vyjaddiena jako dvojnasobek vybérové smérodatné odchylky se
pohybovala v naprosté vétSiné pripadii v pfijatelném rozmezi 1 — 4 %, pouze v piipadé
antracenu byla ziskdna hodnota 8 %. Kompletni vysledky sorpce jednotlivych analyth
uvedené jako aritmeticky pramér ze 3 nezavislych opakovéani £+ dvojnasobek vybérové

smérodatné odchylky jsou sumarizovany v Tab. 12.
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Tab. 12: Pokles plochy piku v zavislosti na dob¢ extrakce.

Plocha piku ve 480. min

Analyt
[% z plochy piku v 0. min]

Naftalen 97+2
Acenaftylen 95+2
Acenaften 96+3
Fluoren 95+3
Fenantren 87+2
Antracen 61+8
Fluoranthen 59+1
Pyren 48 £2
Benzo[a]antracen 68 +2
Chrysen 89+ 3
Vnitini standard 0
Benzo[b]fluoranthen 46+ 1
Benzo[k]fluoranthen 83+2
Benzo[a]pyren 71£2
Dibenzo[a,h]antracen 91+2
Benzo[g,h,i]perylen 87+4
Indeno[1,2,3-c,d]pyren 63+2

Analyzou slepého vzorku (viz Obr. 8) bylo rovnéz potvrzeno, ze modelovy vzorek vody
nebyl ni¢im kontaminovan, nebyly zaznamenany zadné interferujici latky a byla potvrzena
dostatecna chemicka stabilita magnetického chitosanu. Detekce byla totiz provadéna nejen
na vybranych vlnovych délkéch (viz Tab. 6), ale i vcelém rozsahu UV a VIS spektra
detektoru (190 — 800 nm), a to po celou dobu analyzy. Detailnim studiem ziskanych 2D

chromatogramt bylo zjiSténo, ze supernatant ziskany po 480 min extrakci ma naprosto
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totozny chromatogram jako supernatant v 0. min, takze lze konstatovat, ze v prubéhu
extrakce nedochazelo k uvoliovani ftalocyaninového barviva z magnetického chitosanu ¢i

k né¢jakym dal$im nespecifikovanym nezddoucim reakcim.
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Obr. 8: Chromatogram slepého vzorku v 0. minuté (¢erné) a ve 480. minuté (modie).
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4 Zavér

Vramci této bakalaiské prace byla nejprve provedena optimalizace separacnich
a detek¢énich podminek metody pro stanoveni 16 prioritnich polyaromatickych uhlovodiki
dle U.S. EPA ve vodé pomoci HPLC s PDA detekci. Na zaklad¢ vysledkli optimalizace
separacnich podminek bylo zjisténo, ze optimalni teplota separace je 35 °C, optimalni
objemovy prutok mobilni faze je 1 ml/min, dostate¢nd doba kondicionace kolony je 4,5 min
a velikost nastfiku je 90 pl. Vramci optimalizace detekénich podminek bylo zvoleno
8 kompromisnich vinovych délek pro méfeni absorbance, jejichz hodnoty byly zvoleny tak,
aby vSechny analyty poskytovaly pfi stejné koncentraci pfiblizné stejnou a co nejvyssi

odezvu.

Po dostatecné optimalizaci analytické metody byla provedena jeji zakladni validace.
Mezi hodnocené validacni parametry patiila linearita, pfesnost (vyjadiend jako
opakovatelnost i mezilehld piesnost), spravnost, rozsah, mez detekce a mez stanovitelnosti.
Bylo prokazano, ze analytickd metoda vyhovuje vSem pozadovanym kritériim pftijatelnosti
v rozsahu koncentraci 2,5 — 250 pg/l a ze je vhodna pro stanoveni 16 vybranych

polyaromatickych uhlovodikli ve vodé.

V zavéru této prace byla analytickd metoda pouzita pro hodnoceni extrakce
16 vybranych polyaromatickych uhlovodikii a 1 wvnitiniho standardu zvody pomoci
magnetického chitosanu. Analyzami modelového vzorku vody pfed pridavkem
magnetického chitosanu a po 480 min extrakci bylo zjisténo, ze magneticky chitosan silné
sorbuje vnitini standard (100 %), ale nesorbuje naftalen, acenaftylen, acenaften a fluoren
(£5 %), coz koresponduje s dosavadnimi informacemi o vlastnostech pouzitého
ftalocyaninového barviva. Bylo tedy experimentdlné¢ prokazano, Ze pii piipravé
magnetického chitosanu nedoslo k degradaci tohoto barviva ¢i ovlivnéni jeho vlastnosti a na
zéklad¢ analyz slepého vzorku byla prokézéana i dostate¢na stabilita magnetického chitosanu.
Diulezitym zavérem je i skutecnost, Ze s ohledem na velice rozdilnou sorpci jednotlivych
analytd nemtize byt 9,10-difenylantracen (ani jind sloucenina) pouzit jako jeden spole¢ny

vnitini standard pro tento typ ptipravy vzorku.

Zvolena koncentrace sloucenin v testovaném roztoku 248 ug/l je vSak pomérné vysoka
a pridavek pouze 200 ul suspenze magnetického chitosanu pomérné nizky, a tak mira sorpce
jednotlivych sloucenin neni piili§ vyraznd a problematickd by byla i aplikace na redlné

vzorky kontaminovanych vod. Vzhledem k moZznostem PDA detektoru v§ak nebylo mozné
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zvolit niz8§i vychozi koncentraci, protoze rozsah analytick¢ metody cCinil 2,5 — 250 pg/l.
Z tohoto ditvodu by bylo vhodné provadét stanoveni pomoci fluorescencniho detektoru
a k testovani pouzit roztoky s koncentraci slouCenin o nckolik fadd niz$i, které vice
odpovidaji vzorkiim redlnych kontaminovanych vod. Mezi dal§i sméry vyzkumu v této
oblasti by bylo vhodné zatadit hodnoceni sorpce téchto polyaromatickych uhlovodikt v ¢ase
(provedeni odbéru po urcitych c¢asovych intervalech), hodnoceni distribuce analyth
(mnozstvi v supernatantu, mnozstvi v extraktu a nedesorbované mnozstvi z magnetického
chitosanu) nebo hodnoceni riznych elu¢nich rozpoustédel. Oblast specialnich specifickych
magnetickych sorbentli je pomérné malo prozkoumana a zcela jisté¢ si zaslouzi i dalsi

pozornost.
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6 P¥ilohy

Ptiloha 1: Seznam 16 prioritnich polyaromatickych uhlovodik dle U.S.

EPA s vnitfnim

standardem.

POLYAROMATICKE UHLOVODIKY
Analyt Yzorec _ M., CAS

Strukturni Sumarni [g/mol]

Naftalen CioHs 128,17 91-20-3
Acenaftylen O‘O C1oHg 152,19 208-96-8
Acenaften O‘O Ci2Hio 154,21 83-32-9
Fluoren Ci3Hio 166,22 86-73-7
Fenantren OCO CisHio 178,23 85-01-8
Antracen CisHio 178,23 120-12-7
Fluoranthen CisHio 202,25 206-44-0
Pyren ng CicHio 202,25 129-00-0
Benzo[a]antracen OOO‘ CisHiz 228,29 56-55-3
Chrysen CisHiz 228,29 218-01-9
Vnitini standard J:C Co6His 330,42 1499-10-1
Benzo[b]fluoranthen CroHipa 252,31 205-99-2
Benzo[k]fluoranthen CroHia 252,31 207-08-9
Benzo[a]pyren “‘O‘ CyoHiz 252,31 50-32-8
Dibenzo[a,h]antracen HL CrpHia 278,35 53-70-3
Benzo[g,h,i]perylen ( : ) CrHp 276,33 191-24-2
Indeno[1,2,3-c,d]pyren CrHp 276,33 193-39-5
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