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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace je zaméfena na substituované polycyklické aromatické uhlovodiky
(PAH) ve slozkach zivotniho prostfedi. V praci je posuzovan vznik téchto sloucenin a jejich
prunik do ekosystému. Vzhledem k jejich prokdzanym negativnim vlastnostem je tieba se
vénovat také jejich toxikologii. V dalsi ¢asti prace jsou diskutovany vhodné metody, véetné
vzorkovani, Upravy vzorku a finalniho stanoveni. Zavér predlozené prace tvoii navrh
Standardniho operac¢niho postupu pro jejich stanoveni.

ABSTRACT

This work is focused on substituted polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS) in
environmental compartments. The thesis examined the development of these compounds and
their entry into the ecosystem. Due to their proven negative characteristics to be addressed
also their toxicology. The next section discusses the appropriate methods, including sampling,
sample preparation and final determination. The conclusion of this work forms draft standard
operating procedure for their determination.

KLICOVA SLOVA

Polycyklické aromatické uhlovodiky, toxikologie, extrakce, chromatografie
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1. UVOD

Negativni dopad intenzivni ¢innosti ¢lovéka souvisi s distribuci nebezpecnych chemickych

latek do v3ech sloZek Zivotniho prostiedi. Znamena to, ze pokud chceme kontrolovat tiroven
zatizeni zivotniho prostfedi nebezpeénymi chemickymi latkami, musime je zjist'ovat v jeho
jednotlivych sloZkéch, tj. v atmosféte, pedosfére a hydrosféte. Na zakladé tohoto tvrzeni lze
konstatovat, Ze znecisténim souvisejicim s pfitomnosti chemickych latek je ohroZena nejen
celd planeta, ale také zdravi c¢lovéka, protoze kontaminujici latky mohou piechazet do
potravniho fetézce a nasledné se kumulovat v lidském organismu.
Mezi nejvyznamngjsi kontaminanty patii perzistentni organické polutanty (POPs), které
vznikaji vyhradné lidskou Cinnosti. O téchto latkach je zndmo, Ze jsou nebezpecné predevsim
proto, Ze jsou to latky toxické, maji schopnost se bioakumulovat v Zivych organismech, dale
jsou schopny dalkového pienosu a u vétsiny z nich byl jiz prokdzan Skodlivy vliv na lidské
zdravi.

Znacna ¢ast kontaminujicich latek, a to zejména téch, které vznikaji antropogenni ¢innosti,
jsou organické slouceniny. Organicka chemie je zakladni chemicka véda zabyvajici se
studiem velkého mnoZstvi chemickych latek a jejich slou¢enin, a to od jednoduchych alkana
az po slozité struktury RNA, DNA. Tyto latky mohou byt pro ¢lovéka Zivotné nezbytné (napf.
aminokyseliny, bilkoviny, sacharidy, aj.), ale naopak mohou vykazovat i nebezpecné
vlastnosti (toxiny, mutageny, karcinogeny, apod.). Do skupiny Skodlivych latek nebezpeénych
pro ¢lovéka i pro zivotni prostiedi patii rovnéz polycyklické aromatické uhlovodiky a jejich
derivaty. Jedné se o skupinu latek, jejichZ vyskyt byl jiz prokdzan ve vSech slozkach Zivotniho
prostiedi; diky svym negativnim vlastnostem se intenzivné sleduji v ekosystémech a zejména
se klade velky diiraz na ziskédvani dalSich informaci, které by pomohly snizit obsah PAH
Vv zivotnim prostfedi. Tyto prioritni organické polutanty jsou prokazanymi karcinogeny,
pfipadné i mutageny.

Pro fadu polycyklickych aromatickych uhlovodikti se vesmés pouzivaji trividlni nazvy.
Nazvy ortho- a peri-kondenzovanych polycyklickych uhlovodiki, které nemaji trivialni
nazvy, se tvoti z ndzvu uhlovodiku, pro ktery existuje vhodny nazev a prefixli, oznacujicich
povahu a polohu dal$ich kruht, naptiklad benzo(a)pyren. Celkem bylo zjisténo, ze muze
existovat 1896 potencialnich izomert nesubstituovanych polyaromatickych sloucenin s
poctem benzenovych jader 2 — 8. Jejich pocet se zvySuje, pokud jsou pfitomny napf.
petiuhlikaté cykly.



2. POLYCYKLICKE AROMATICKE UHLOVODIKY

2.1. Obecna charakteristika

Polycyklické aromatické uhlovodiky jsou skupinou organickych latek aromatického
charakteru, ktera obsahuje vice jak 100 slouc¢enin. Skladaji se z uhliku, vodiku a minimaln¢ 2
benzenovych jader. Pro nazornost jsou na obr. ¢. 1 uvedeny zakladni typy polycyklickych
aromatickych uhlovodikti se 2 a 3 benzenovymi jadry.

=3
L3
(=5}
L]

3] 4 5 10 4 1 10
Naphthalene Anthracene Phenanthrene
CIIPI-IH CI-IHIU CHH[D

Obr. ¢. 1: Zakladni typy polycyklickych aromatickych uhlovodikii[1]

Podle uspofadani benzenovych jader se tyto chemické slouceniny dé€li na linearni,
angularni nebo klastrové. Diky tomu mohou byt jadra rizné substituovana, coz vede k
nesmirné rozmanitosti téchto latek. Usporadani také predikuje jejich stabilitu, ktera roste od
linearnich k angularnim. Linearni jsou proto nejméné stabilni, zatimco angularni maji stabilitu
maximalni. Ptiklad uspotadani je zfejmy z obrézku ¢. 2:
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Obr. ¢. 2: Priklad usporddani benzenovych jader u PAH [11]



Jind Kklasifikace rozliSuje PAH na anelované a perikondenzované. V anelovanych
molekulach jsou terciarni uhliky centry dvou jader, kdeZto u perikondenzovanych systému
jsou nekteré terciarni uhliky centry tii kondenzovanych kruht [2, 4, 11].

2.2. Fyzikalné-chemické vlastnosti

Cisté slouceniny PAH jsou za normalnich podminek bilé nebo Zluté krystalické latky. Jsou
Spatné rozpustné ve vodé, ale snadno se rozpou$téji v tucich nebo olejich, tzn. Ze jsou
lipofilni. Mezi dal$i vyznamné vlastnosti bezpochyby patii molekulova hmotnost, tenze par,
teplota tani, ptipadné teplota varu. Obecné plati, Ze s rostouci molekulovou hmotnosti se
snizuje t€kavost a rozpustnost ve vodé, ale naopak vzrusta jejich bod tani nebo varu. PAH
s vyS8Si molekulovou hmotnosti jsou sorbovany na partikularnich ¢asteckach, a proto nejsou
volng piitomné v ovzdusi [2, 4, 11, 15].

2.3. Vyskyt

PAH jsou Siroce rozsifeny v Zivotnim prostiedi a byly detekovany prakticky ve vSech jeho
slozkéch, jak v pramyslovych oblastech, tak i v oblastech velmi vzdalenych od pramyslovych
a méstskych center. Doba setrvani PAH v riznych ¢astech prostiedi je rizna a zavisi na
vlastnostech dané slouceniny i prostiedi. Nejdelsi doba kumulace byla zjisténa pro sedimenty.

Diky své schopnosti dlouhodobého pietrvavani v Zivotnim prostiedi jsou pravoplatné
povazovany za typické predstavitele perzistentnich organickych polutantt (POP), tzn., Ze maji
velkou schopnost odolavat pfirozenym rozkladnym procestim. PAH jsou pievazné vazany na
povrch tuhych ¢astic, avSak vyskytuji se také v plynné fazi. Zajem se soustied’uje piedevsim
na PAH adsorbované na povrchu castic, protoZe tyto predstavuji vétsi riziko pro zdravi
¢loveka i ostatnich zivych organismu, neZ PAH piitomné v plynné fazi.

Distribuce PAH v atmosféie probihajici mezi plynnou a tuhou fazi je uréena fadou faktord,
z nichz tenze par (ktera je funkci teploty), mnozstvi tuhych ¢astic a jejich povrch (vhodny pro
PAH je sorbovdno na nejjemnéjsi frakce tuhych &astic, tzn. respirabilnich submikronové
velikosti (PM1). Tékavéjsi PAH (s vyjimkou fluorantenu) jsou vazany na Castice hrubsi
(PM25nebo PM1o) jako produkt kondenzace [2, 4, 11].

2.4. Pavod PAH

PAH vznikaji predev§im b¢hem spalovani fosilnich paliv a to zejména pfi jejich
nedokonalém spalovani. Do prostfedi se mohou dostat dvéma riznymi zptsoby:

e Antropogenni zdroje (spalovani fosilnich paliv, vyroba koksu, hliniku, rafinace
odpadnich latek, zpracovani ropy, pozary, spalovani odpadu, cigaretovy kour)
e Neantropogenni zdroje (vulkanicka ¢innost, biochemickd syntéza mikroorganismu).

Do téla ¢lovéka se dostavaji piedev§im z potravy nebo z ovzdusi. Obsah PAH
V potravinach je rizny a zpravidla zalezi na jeho tepelné upraveé. Pii grilovani, uzeni nebo
peceni, tj. pii kulindrnich Gpravéch, kdy se dosahuje teplot nad 200°C, je koncentrace PAH



vétsi. Navic kuraci si dopiavanim cigarety zvySuji ptirozeny piisun PAH do téla, coz jiz bylo
védecky dokazano; tak si ohroZuji své zdravi vyraznéji nez nekufaci.

Kazdy zdroj emisi PAH je charakteristicky urcitym typickym (byt malym) mnoZstvim
sloucenin. Napt. doprava je zdrojem tézkych PAH, jako jsou koronen a benzo(ghi)perylen,
spalovaci procesy jsou zdrojem fluorantenu a pyrenu, pfiCemz pro spalovani uhli je
charakteristickd  pfitomnost sirnych heterocyklickych — polyaromatickych  sloucenin
(benzonaftothiofeny, dibenzothiofeny aj.) [2, 3, 11].

2.5. Nebezpeéné vlastnosti

wev

jednd o latky mutagenni a karcinogenni, které maji svij velky podil na vzniku nadoru.
Nejznaméjsi karcinogen této skupiny organickych latek je benzo[a]pyren. Diky této negativni
vlastnosti se obsah PAH ve vzduchu nebo v potravinach zacal vice zjistovat. Obsah
polycyklickych aromatickych uhlovodiku je vyjadfovan jako ) PAH, tzn. soucet jednotlivych
PAH. Podle US EPA bylo pro hodnoceni zvoleno 16 zékladnich PAH. Mezi né patii:
naftalen, acenafthylen, acenaften, fluoren, fenanthren, anthracen, fluoranthen, pyren,
benz(a)anthracen, chrysen, benzo(b)fluoranthen, benzo(k)fluoranthen, benzo(a)pyren,
indeno(123cd)pyren, dibenz(ah)anthracen a benzo(ghi)perylen [2, 3].

2.6. Osud v prostiedi

PAH jsou latky v prostiedi stabilni, a proto jsou povazovany za POPs. Rychlost jejich
nasledného rozkladu v ovzdusi je ovliviiovana zejména nosi¢em, na kterém jsou sorbovany.
Vyskytuji se totiz zpravidla vdzané na partikularnich casticich. Fotooxidac¢ni rozklad pomoci
sluneéniho zafeni je diky sorpci na popilku nebo sazich zpomalen ve srovnani s reakcemi
probihajicimi v roztoku. Naproti tomu mohou byt Kkatalytickym pusobenim nosice
urychlovany reakce PAH s ostatnimi sloZzkami v atmosféfe. Miuze tak dojit naptiklad
k oxidaci za vzniku hydroxyderivati nebo chinont; s oxidy dusiku knitraci apod.
Z atmosféry jsou PAH odstranovany také sedimentaci Castic na zemsky povrch, coZ se
projevuje naslednou kontaminaci rostlin, pudy a také vodnich zdroji. V pud€ jsou potom
PAH rozkladany ptidnimi bakteriemi [19].
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3. SUBSTITUOVANE POLYAROMATY

3.1. Uvod

V Zivotnim prostiedi se nevyskytuji pouze zakladni PAH, ale byly zde detekovany i jejich
derivaty. Nejvyznamnéjsi substitu¢nimi derivaty jsou nitro-, oxy-, hydroxy- a alkyl-PAH.

CH,
; Q

5 00 ole

23, 1-Methylbenzolalpyrene 42, Anthraguinone 60. 9-Nitroanthracene

Obr. ¢. 3. Neékteré priklady substituovanych PAHs [5]

3.1.1. Formy vyskytu

Vyznamnou vlastnosti derivatt polycyklickych aromatickych uhlovodiki je také bezesporu
jejich forma vyskytu v ovzdu$i. V atmosféfe se mohou nachéazet v plynné fézi, piipadné
mohou byt vazény na povrchu pevnych ¢astic. Zpravidla byvaji partikularné vazany spise
PAH s vétsi molekulovou hmotnosti (obsahuji vétSinou vice jak 4 aromaticka jadra). Jejich
vyskyt zavisi téz na ro¢nim obdobi.

1.2

PAHs OPAHs
1.0 1 8 A0 J

0.8 -
06 -
0.4 -

Fraction in particulate phase

* Winter
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g/ e Winter
o Summer

e Winter
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PLLEPREFLPE & L P PP PSSP PRELF S P
Molecular Weight (g mol™") Molecular Weight (g mol') Molecular Weight (g mol™)
Obr. ¢. 4: Vyskyt partikularnich frakci PAH, oxy-PAH a nitro-PAH v zimé a léte v zavislosti
na molekulové hmotnosti [8]

Dal$im dilezitym faktorem majicim vliv na produkci a vyskyt PAH v ovzdusi je i lokalita.
Ve velkych méstskych aglomeracich bude jejich vyskyt vétsi nez na vesnicich, nebot’ doprava
a prumysl jsou zde zastoupeny v mnohem vétsi mife. Z kazdoro¢né publikované zpravy o
kvalité Zivotniho prostiedi v Ceské republice, vydavané Ministerstvem Zivotniho prostfedi CR
vyplyvéa, Ze v roce 2008 byl benzo(a)pyren sledovan na 29 stanicich, z toho na 17 stanicich
doSlo k piekroceni cilového imisniho limitu (58,6 % stanic). Pocet stanic s ptekrocenim
cilového imisniho limitu se v porovnani s rokem 2007 snizil. Uzemi, kde dolo k piekro¢eni
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cilového imisniho limitu benzo(a)pyrenu, piedstavuje 3,6 % Uzemi statu. Velmi zatizend
oblast je Ostravsko a dale Praha, kde se projevuje velky vliv dopravy, v Ostravé navic jesté
vliv pramyslu. V Ostravé-Bartovicich byl cilovy imisni limit ptekrocen vice jak 9x (ro¢ni
pramérnd koncentrace 9,3 ng.m-3).

klasifikace stanic

W méstska pozadova

+ predméstska pozadova
A venkovska
® dopravni

* praomyslova

koncentrace [ng.m-3]
=04 < LAT 83.5%
[ 1>04-06 (LATUAT> 9.2%
=06-1.0 (UATTV= 3.7 %
Bl -10-20 >TV 2.7 %
. =20 0.9 %

kraje
aglomerace

Obr. ¢. 5. Pole rocni priimérné koncentrace benzo(a)pyrenu v ovzdusi v roce 2008 [10]

RozloZeni vazanych polycyklickych uhlovodikii a jejich derivati ma rovnéz vyznamny
vliv na posuzovani jejich Skodlivosti, nebot’ vétsi Castice se usazuji v hornich cestach
dychacich, zatimco mensi ¢astecky se mohou snadno dostat az do plicnich sklipki [8, 9, 10].

3.2. Vznik substituovanych PAH a jejich zdroje

3.2.1. Nitro-derivaty polycyklickych aromatickych uhlovodiki

Nitro-derivaty polycyklickych aromatickych uhlovodika se vyskytuji v Zivotnim prostiedi,
zejména v atmosféte. Vznikaji bud’ z primarnich zdrojt, nebo v disledku environmentalnich
reakci zakladnich, nesubstituovanych PAH v ovzdusi.

Mezi primarni zdroje patii pfedev§im spalovani paliv v dieselovych motorech, pti kterém
se uvolnuji vyfukové plyny, kterych jsou soucasti.

Druhy zpusob je nitrace matefskych polycyklickych aromatickych uhlovodikt v plynné
fazi. Tato reakce vSak mtize probihat bud’:

e Vedne
e Vnoci

Ve dne dochazi k reakci PAH s hydroxylovym radikdlem OH*. Tento radiké&l napada
aromatické jadro na pozici s nejvyssi elektronovou hustotou. Naslednym krokem je adice
NO,, ztrata vody a vznik vysledného nitro-derivatu PAH (NPAH).

V noci je vznik NPAH obdobny, ale na misto hydroxylového radikadlu OH* se vyuziva
radikélu nitratového NO3* v pfitomnosti oxidi dusiku NOy. Tento NOs* radikal napada
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rovnéZz aromatické jadro v misté nejvyssi elektronové hustoty, nasledné potom dochazi
k navazani NO; a zavéreénym krokem je odstépeni kyseliny dusiéné HNOj3 [6].

Na zaklad¢ studie K. Mieta [12] lIze vypozorovat, Ze NPAH mohou dale vznikat i
heterogenickou reakci PAH s NO, za tmy, jak je patrné na obrazku ¢. 6:

Obr. ¢. 6: Mechanismus nitrace pyrenu [12]

Nitro PAH se v ovzdusi vyskytuji v koncentracich o nékolik fadu nizSich nez matetské
PAH. V Aténéch byl v roce 1996 provadén monitoring ovzdusi a ukazalo se, Ze koncentrace
nitro-PAH byla nejvyssi v zimnim obdobi, pravdépodobné prioritnim pisobenim
klimatickych zmén ovlivitujicich distribuci téchto latek. Ke zvySeni koncentraci v tomto
ro¢nim obdobi pfispiva rovnéz vyuzivani pevnych paliv k vytapéni domacnosti.
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Obr. ¢. 7: Sezonni koncentrace nékterych nitroPAH v ovzdusi Atén roku 1996 [20]

Koncentrace nitroderivatt PAH vzniklych atmosférickou reakci jsou vétSinou umeérné
koncentracim oxida dusiku (NOy). Pouze 3-nitrofenanthren a 4-nitrofenanthren korelovaly s

13



NOy negativné; byly jedinymi nitro-PAH pozitivné korelujicimi s koncentracemi piizemniho
0zonu, coz svéd¢i o jiném mechanismu jejich vzniku v atmosféie [20].

3.2.2. Alkyl-derivaty polycyklickych aromatickych uhlovodikii

Alkyl derivaty polycyklickych aromatickych uhlovodikl se opét dostavaji do ovzdusi jako
soucast emisi dieselovych motord, jelikoz jsou jiz pfitomny v palivové smési pro motory.
Vyskytuji se vném zejména methyl derivaty naftalenu, fenanthrenu, dibenzothiofenu a
fluorenu. Pritomny jsou vSak také ethyl derivaty [7].

3.2.3. Oxy-derivaty polycyklickych aromatickych uhlovodiki

V kontrastu s matetskymi PAH, které se dostavaji do Zivotniho prostiedi zejména pii
spalovacich dé&jich, se oxy-derivaty dostavaji do atmosféry bud’ ze spalovacich procest, nebo
troposférickou preménou zakladnich polycyklickych aromatickych uhlovodikli v atmosféte.
Tyto derivaty se ziskavaji formovanim ze zakladnich polycyklickych derivatd pomoci
fotochemickych reakci nebo reakci s hydroxylovym radikalem, NO3 radikalem nebo ozonem.

PAH, ktere se vyskytuji v plynné fazi, podléhaji zejména reakcim s hydroxylovym
radikalem (béhem dne) nebo s NOj3 radikalem (béhem noci); ozon hraje v tomto piipadé spise
vedlejsi roli.

PAH, vazané na ¢astice obsahujici vice jak 5 aromatickych kruhti a jsou méné nachylné na
reakce s radikaly. Nicméné podléhaji transformaénim reakcim, kterymi je pfedevsim fotolyza,
avsak s pomalejsi kinetikou nez ve fazi plynné. Delokalizace elektronli jim umoZiuje
absorbovat slune¢ni svétlo a tim muze dojit k fotooxidaci za atmosférickych podminek [8].

a5 :

"
G 10
Phenanthrene

0
9-Fluorenone (1) Dibenzopyranone (11)

{5 aw
i Y )
O 0 0 8]
9, 10-Phenanthrenequinone (11) 2, 2'-Diformylbipheny] (IV)

2
3

O 8] OHC COOH
Diphenic acid anhydride (V) 2-(2-carbonylphenyl)benzoic acid (VI)

¢

0

5
0
4

o—0 8] ONO,
Secondary ozonide (VII) 10-{nitrooxy }- 10-hydro-
phenanthrene-9-one (VIIT)

Obr. ¢. 8: Fenanthren a jeho mozné oxy-derivaty [13]
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4. TOXIKOLOGICKE VLASTNOSTI

4.1. Z&kladni pojmy

Polycyklické aromatické uhlovodiky maji mutagenni a karcinogenni G¢inky. Prokdzand
karcinogenita byla jiz zjist€éna u benzo(a)pyrenu. Takto negativni ucinky vSak nevykazuji
vSechny PAH.

Tabulka ¢. 1: Relativni karcinogenni potencial nekterych PAH (vztazeno k benzo(a)pyrenu
pro mysi a kraliky)[11]

relativni karcinogenni
latka potencidl mutagenita
benzo(b)fluoranten 5.107 ?
benzo(a)antracen 1.10° +
antracen 6.107 -
benzo(a)pyren 1 +
dibenzo(ah)antracen 3.10™ +

Podle mutagennich efekti pak 1ze PAH délit na mutageny:

e Pifimé
e Nepiimé

Piimé mutageny maji negativni mutagenni u¢inky i pfesto, ze neproSly systémem
mikrosomalnich enzymu, kterym prochazi vétsina cizorodych latek, které se dostanou do téla.
Jejich mutagenni vlastnosti jsou dany reaktivitou jich samotnych.

Nepfimé mutageny pii vstupu do organismu nejsou samy o sob€ mutagennimi, ale
ptisobenim mikrosomalnich enzymt (pfedevSim pak cytochromu P450) vznikaji vysoce
mutagenni produkty.

Mikrosomalni enzymy metabolizuji pfeménu PAH zejména v jatrech pfi tzv. prvni fazi
detoxika¢niho cyklu. Cilem tohoto dé¢je je pfeména latek lipofilnich na latky hydrofilni, které
pak lze z organismu vyloucit. Druhou fazi cyklu je exkrece, pfi niz dochazi ke konjugaci
hydrofilniho produktu s endogennimi latkami, napt. s glutationem, kyselinou glukuronovou
apod. a nasleduje vylouceni z organismu [11].

4.2. Nitro-derivaty PAH

Nitro-PAH je skupina s pocetnym zastoupenim (na vice jak 200 rtznych sloucenin).
Navzdory tomu, ze jsou chemicky velmi dobfe stabilni, jsou Vv organismu snadno
metabolizovany. Byvaji fazeny mezi karcinogeny piimé a né€které z nich dokonce maji take
mutagenni vlastnosti. Pfedpokladd se, ze nitro-PAH jsou zodpovédné za 90 % veskeré
mutagenity ve vyfukovych plynech; z toho pfipada na 1-nitropyren dokonce az 20% podil.
Nejveétsi mnozstvi nitro-PAH emituji motory naftové (zhruba 1,5-5pg 1-nitropyrenu na
kilometr). Benzinové motory s katalyzatorem pak emituji piiblizné 10-krat mensi mnoZzstvi
NPAH.
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Mutagenita a karcinogenita nitroderivati zavisi rovnéz na poloze nitro skupiny na
aromatickém jadie, a proto je rozdilnd u geometrickych izomera. Napi. 1-, 2- a 3-
nitrobenzo(a)pyren vykazovaly zna¢nou mutagenitu, kdezto izomer 6-nitrobenzo(a)pyren
vykazoval mutagenitu slabou. Tento vliv polohy nitro skupiny je vysvétlovan nejen orientaci
nitro skupiny, ale také mirou interakce nitro skupiny s m-systémem kondenzovanych
aromatickych kruht.. Sila mutagenity pak vzrista s mirou interakce.

Dinitroizomery NPAH vSeobecné vykazuji vysSi mutagenitu nez je tomu u
mononitroizomerd. Roku 1997 byl izolovany  3-nitrobenzantron  (3-nitro-7H-
benzo/d,e/anthracen-7-on) ze vzorku vyfukovych plyni naftovych motord a z ¢astic
nachazejicich se v atmosféfe. Tato latka byla definovana jako nejsilngjsi mutagen, ktery byl
kdy testovan a nahradil tak na prvnim misté 1,8-dinitropyren, ktery byl do té doby povaZzovéan
za nejsilngjsi bakterialni mutagen [11, 16].

4.2.1. Metabolismus nitro-PAH

Metabolismus nitro-derivati polycyklickych aromatickych uhlovodikt zavisi na vstupu do
organismu, tj. zda jde o cestu respirabilni, nebo orélni.

Pfi vdechovani jsou nitroderivaty PAH metabolizovéany v plicich za tvorby potenciélnich
mutagennich produkti — hydroxylovanych nitro-PAH, které dale ptechazeji do krevniho
obé&hu a nasledné do jater, nékdy spole¢né s nezmetabolizovanymi nitro-PAH. V jatrech, kde
jsou jesté nezmetabolizované nitro-PAH metabolizovany rovnéz na hydroxyl-nitro-PAH,
dochazi reakci s kyselinou glukoronovou ke vzniku glukoronovych konjugata, které jsou sice
z organismu vylucovany, avsak ve stievech mtize dochazet k jejich §tépeni, a to pisobenim f-
glukuroniddzy opét na hydroxyl-nitro-PAH, které pak ptredstavuji potencionalni karcinogeny
ve stfevech.

Pfi oralnim vstupu nitroderivati PAH do organismu je vétSina nitro-PAH metabolizovana
ve stfevech a vylouc¢ena do 48 hodin. Ve stfevech dochazi k metabolické nitroredukci na
ptislusné aminoderivaty PAH, pficemz mira jejich nitroredukce zavisi na poloze nitro
skupiny. Aminoderivaty PAH jsou dale metabolizovany v jatrech cestou acetylace a nésledné
hydroxylace. Hydroxylované acetyl-amino-PAH jsou pak vylucovany bud’ samotné, nebo
v konjugovaneé formé [11].

4.3. Oxy- a hydroxy-derivaty PAH

Tyto substituenty také podléhaji metabolismu mikrosomalnich enzyma a mohou se do téla
dostat pfimo z atmosféry, kde se vyskytuji vazadny na partikuldrnich casticich; ptipadné
mohou Vv organismu vznikat pfeménou jinych derivatd polycyklickych aromatickych
uhlovodiki (zejména nitro-PAH) [11].
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4.4. Alkyl-derivaty PAH

Alkylované substituenty polycyklickych aromatickych uhlovodikli se vyznacuji tim, Ze
maji zpravidla stejnou toxicitu jako matetské, nesubstituované PAH, nebot” alkylovy zbytek
nema vétsi vliv na toxicitu. Z tohoto hlediska se alkyl-PAH vénuje pii analyzach nejmensi
pozornost [14].
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5. VZORKOVANI A IZOLACE PAH Z ENVIRONMENTALNICH
MATRIC

VSechny analytické postupy popsané pro identifikaci a kvantifikaci PAH jsou vesmés
provadény v nasledujicich krocich: odbér vzorku, nasledna izolace PAH ze vzorku,
zakoncentrovani izolovaného analytu a jeho vlastni stanoveni. Volba jednotlivych metod je
vzdy ovlivnéna druhem vzorku a poZadavky na analyzu; také musi byt zohlednéno vybaveni
dané laboratofe.

5.1. Vzorkovani

Podstatnd ¢ast polycyklickych aromatickych uhlovodikli je v atmosféfe sorbovana na
pevnych casticich (PAH se ¢tyfmi a vice benzenovymi jadry) a proto odbér vzorku spociva
pfedevsim na zachyceni téchto ¢astic.

Sedimentac¢ni metoda neni piiliS§ vhodna, nebot’ se pfi ni vzorek obohacuje Casticemi o
praméru vyssim jak 20pum. Tyto ¢astice vSak nepronikaji do dychacich organi a proto takto
odebrany vzorek pak neni reprezentativni. Nejéastéji pouZzivanymi metodami jsou metody
aspira¢ni, pii kterych je vzorek prosavan Cerpadlem pies filtr ze skelnych vlaken, na kterém se
¢astice zachycuji. Povrch vldken byva vétSinou silanizovan, aby se zabranilo nezddouci sorpci
na aktivnich centrech. Odbéry se provadi vétsSinou kratkodobé, aby PAH nebyly vystavovany
dlouhodobému vlivu NO,, O3 a nedochazelo tak ke zkresleni. Navic muZe dochazet i
k nasledné desorpci.

Pii odbéru pomoci impaktorti se zachycované Castice déli na frakce podle velikosti ¢astic.
Jejich oddélenou analyzou lze zjistit, jak zavisi obsah stanovované slozky na velikosti ¢astic
ptitomnych v atmosféfe. Toto déleni je dulezité také z toxikologického hlediska, nebot
nejmensi prachové Castice se mohou dostat az do plicnich sklipkd.
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Obr. ¢. 9: Schéma kaskadoveho impaktoru [17]
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Odbér vzork musi dale zohlednovat fakt, ze ¢ast 2 az 4 jadernych aromat se vyskytuje
Vv plynné fazi. Odbérové zafizeni se proto sklada ze dvou ¢asti, z nichZ ta prvni ma za ukol
mechanicky zachytit prachové ¢astice a druha pak sorbovat plynné PAH. K zachyceni
prachovych ¢astic se vyuzivaji filtry zhotovené z kiemennych nebo sklenénych mikrovlaken.
Sorpce plynnych PAH muze probihat bud’ v sorpéni kolon¢ naplnéné polymernim sorbentem
(napt. Amberlite XAD-2) nebo ve valci z polyurethanové pény (PUF). Polymerni sorbent lze
precistit pfed pouzitim dichlormethanem v Soxhletové pfistroji. PUF se ¢isti podobnym
zpusobem, avsak pro extrakci se pouziva aceton. Polyurethanova péna je vyuzivana cCastéji.

Po skonceni odbéru vzorkli je tfeba zaznamenat objem prosatétho vzduchu a
meteorologické podminky (smér a rychlost vétru, teplota, atmosféricky tlak, intenzita
slune¢niho svitu, srazky a vyska sondy nad povrchem terénu). Filtry a vélce se poté zabali do
hlinikové folie, ktera zabrani fotolyze a umisti se do vzduchotésnych nadob. Takto oSetiené
vzorky lze pii laboratorni teploté skladovat az 4 tydny, aniz by doslo k degradaci nebo ztraté
zachycenych PAH. Zachycené PAH lze délit na :

e PAH, které jsou pfi normalni teploté t€kavé a jsou zachyceny prevazné v PUF nebo
sorbentu (naftalen, fenanthren, anthracen)

e PAH, které jsou z¢&asti zachyceny na filtru a z¢asti na PUF nebo sorbentu (pyren,
fluoranthen)

e PAH, které maji nepatrnou tékavost a jsou zachyceny na prachovych ¢asticich na
filtru (benz[a]anthracen, benzo[a]pyren) [19].

5.1.1. Vzorkovani pomoci bioindikatori

Vhodnym bioindikatorem pro zhodnoceni trovné kontaminace PAH a jinych organickych
polutantii zneciStujicich atmosféru mize byt vegetace, ptipadné jeji jednotlivé casti.
Nejcastéji jsou v piipadé PAH a jejich derivath vyuzivany vyssi rostliny. Nalezy
polycyklickych aromatickych uhlovodiki v rostlindch jsou dany morfologii rostlin, délkou
vegeta¢niho obdobi a vlivem okolnich podminek, tj. zejména teplotou, slune¢nim svitem a
mnozstvim srazek. Mezi nevyhody rostlinnych bioindikatoru patii jejich omezena dostupnost
na riznych mistech a téz rlizna variabilita vlastnosti majicich vliv na méfeni (charakter a
plocha povrchu, tvar, apod.). Jako osvéd¢eny bioindikator pro PAH a nitro-PAH se projevil
smrk ztepily (Picea abies). Povrchovy vosk na jehli¢i dobfe zachytiva zejména PAH
obsaZzené v plynné fazi [20].

5.1.2. Pasivni vzorkovani

Pasivni vzorkovani se vyuzivd pii dlouhodobém sledovani kontaminace, tj. pfi
nékolikaletych monitorovacich studiich, nebot’ jsou malo citlivé na nahodné extrémni zmény
v koncentraci polutantl. Principem je proudéni vzduchu kolem urc¢itého sorbentu, na kterém
se polutanty zachytavaji. Ridici a separaéni proces je zaloZen na riizné koncentraci $kodlivin
obsaZzenych v Zivotnim prostiedi a v sorpénim médiu. Pro PAH a jejich derivaty je vhodna
metoda SPMD (Semipermeable Membrane Device). Jednd se o trubici tvofenou
polyethylenem o nizké hustot¢ (LDPE) bez aditiv, kterd je naplnéna 1 ml trioleinu o
minimalni &istoté 95 %. Organické polutanty difunduji pfes semipermeabilni membranu
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z okolniho prosttedi do trioleinu. Zachycené analyty se nasledné izoluji dialyzou v prostredi
nepolarniho rozpoustédla, tj. n-hexanu nebo pentanu a nasledné se zpracuji. Jejich vyhodou
pro izolaci PAH a jejich derivatt, jakymi jsou naptiklad nitro-PAH, je pfedev§im mozZnost
stanovit tyto POPs ptitomné v ovzdusi, v padach, ve vodach i v sedimentech [20].

Obr. ¢. 10: SPMD zarizeni [26]

5.2. I1zola¢ni metody

Izolaéni metody jsou odlisné, jedna-li se 0 aromaty zachycené v prachovych &asticich na
filtru, a nebo pro aromaty sorbované na PUF péné nebo polymernim sorbentu. Nejtézsi je
izolace PAH z prachovych ¢astic; pro tento analyticky krok existuje odliSnych metod [19].

5.2.1. Extrakce v Soxhletové pristroji

Jedna se o extrakci rozpoustédlem. Extrak¢énimi ¢inidly jsou nejcastéji benzen nebo toluen,
ptipadné smési téchto rozpoustédel s methanolem, ethanolem nebo isopropanolem. Polarngjsi
rozpous$tédlo sice zvySuje vytézek extrakce, souCasné vSak stoupa obsah balastnich latek
v extraktu. Extrakéni ¢inidlo mtize ovliviiovat chemickou stabilitu analytu. Latky citlivé na
teplo je proto tfeba extrahovat za pokojové teploty. Latky nachylné na oxidaci vzduSnym
kyslikem je vhodné extrahovat v inertni atmosfére. S ohledem na fotolabilitu a snadnou
oxidovatelnost PAH je doporucené chranit extraktor pfed svétlem zabalenim do hlinikové
folie. Velkou nevyhodou této metody je dlouhy ¢asovy interval; tato extrakce trva 8-24 hodin
[19, 8, 22].

5.2.2. Extrakce pomoci ultrazvuku (USE)

Pouzivanim ultrazvukovych lazni pro extrakci se docili toho, Ze se vzorek v roztoku
intenzivné pohybuje, pfi¢emz se mohou rozpadat shluky ¢astic. Vyhoda tohoto procesu tkvi
v tom, Ze se doba extrakce sniZzuje zhruba na 15-30 min. Filtr se vlozi do barnky, prevrstvi
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napt. smési dichlormethan-methanol a banika se umisti do ultrazvukové lazné. K dosazeni
maxima extrakce je dileZité, aby hladina vody v ultrazvukové lazni byla vZdy ve stejné vysi a
hladina rozpoustédla v barice ve stejné vysi s hladinou vody v lazni. Musi se brat ohled také
na vybér rozpoustédla. Lintelmann [8] zjistil, Ze pouZiti ethylacetatu jako extrak¢niho ¢inidla
piti USE mélo za nasledek zvySeni G¢innosti extrakce benzo[a]pyrendiont, a to v porovnani
s extrakci smési methanol-toluen. Dalsim dileZitym faktorem pii této extrakci je teplota.
Utinnost extrakce fenanthren-9,10-dione, chrysen-5,6-dione a 4-oxa-benzo[def]chrysen-5-on
vzrista s rostouci teplotou, pokud jako extrak¢ni ¢inidlo pouzijeme ethylacetat, v porovnani s
extrakci benzo[a]pyrenediond (zejména benzo[a]pyrene- 7,8-dione a benzo[a]pyrene-11,12-
dione); v tomto piipadé dochazi pravdépodobné k termickému rozkladu [8, 19, 22].

5.2.3. Extrakce kapalinou pod tlakem (PLE)

DalSi moderni typ extrakce, tzv. extrakce kapalinou pod tlakem (PLE) ma za nésledek
zvySeni ucinnosti extrakce i s pouzitim konvenénich rozpoustédel (dichlormethan, acetonitril,
methanol, atd.) pfi zvySené teploté (50-200 °C) a tlaku 0,3-21 MPa. Zvy3ena teplota zvySuje
extrakéni kinetiku a zvySeny tlak pak udrzuje rozpoustédlo pod jeho bodem varu. Tento
postup Ize vyuZit jak pro nitro derivaty, tak pro oxy derivaty PAH. Nutno vSak upozornit na
to, Ze pii teplotach nizsich nez 100 °C a tlaku mensim nez 10,7 MPa mutize dojit k degradaci
nebo presmyku chinonit PAH [22].

5.2.4. Extrakce tekutinou v nadkritickém stavu (SFE)

Metoda je vhodna pro extrakci PAH a jinych siln¢ sorbovanych latek z popilkt, ptd, sazi,
atd. K extrakci se vétSinou pouziva oxid uhli¢ity v nadkritickém stavu, ktery ma podobné
rozpoustéci schopnosti jako hexan, aviak na rozdil od tohoto rozpoustédla ma podstatné nizsi
viskozitu, coz zlepSuje pfenos hmoty. Pro extrakce OPAH a NPAH se vyuziva pii aplikaci
této metody dvou krokt. V prvnim kroku je vzorek extrahovan ¢istym CO, (140 °C,
15,2 MPa); pii tomto kroku se odstrani nepolarni slouceniny, jakymi jsou napiiklad alifatické
uhlovodiky a n€které PAH. Druhy krok spociva ve vyuziti smési toluen-CO; (5:95 v/v, 90 °C
a 35,5 MPa) a pii tomto kroku se vyextrahuji vysledné nitro a oxy derivaty. Uéinnost této
metody se pohybuje v rozmezi 87-99 %. Vyhodou je také skuteCnost, Ze spoticba
rozpoustédla je pfi této metode zhruba 6x mensi nez pii USE [8, 19, 22].

5.3. Zakoncentrovani PAH

V extraktu izolovaném ze vzorku se vedle PAH vyskytuji rovnéz dalsi latky, které mohou
rusit nebo zcela znemoznit vlastni analyzu. K odstranéni téchto latek se pouziva nejéastéji
kolonova (sloupcova) nebo gelova chromatografie. Metody jako extrakce kapalina-kapalina a
chromatografie na tenké vrstvé se vV soucasnosti vyuzivaji méné casto.

Chromatografie je separacni proces zalozeny na rozdélovani sloucenin mezi dvé navzajem
se nemisici faze, mobilni (pohybliva) a stacionarni (nepohybliva). Vzorek je nandSen na
pocatek stacionarni faze a naslednym pohybem mobilni faze pies stacionarni fazi je vzorek
unasen. Slozky vzorku mohou byt pti prenosu stacionarni fazi zachycovany, a proto se pfi
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ptenosu zdrzuji. Ty slozky, které jsou ke stacionarni fazi poutany silngji, se zdrzi déle. Diky
tomuto jevu se slozky od sebe postupné separuji a na konec stacionarni faze se tak dostavaji
nejprve slozky méné zadrzované. Chromatografii lze délit podle riznych kritérii, z nichz
nejzndmeéjsi jsou nasledujici tii:
1. Podle skupenstvi mobilni faze
e Kapalinova chromatografie (LC)
e Plynovéa chromatografie (GC)
2. Podle uspotéadani stacionarni faze
e Kolonova chromatografie
e Plosné techniky (papirova PC; tenkovrstva chromatografie TLC)
3. Podle povahy déje pii separaci
e Rozd¢lovaci chromatografie
Adsorb¢ni chromatografie
Iontové-vyménna chromatografie
Gelova chromatografie
Afinitni chromatografie [19,21].

5.3.1. Kolonova (sloupcova) chromatografie

Pii sloupcové chromatografii se jako stacionarni faze vyuziva silikagel s vys$sim zrnénim
nebo alumina; v tomto pfipadé mobilni faze protéka kolonou dostate¢nou rychlosti pouhym
pisobenim gravitace. Vzorek se nanese na kolonu v nepolarnim rozpoustédle (petrolether,
hexan) a z kolony se pak nasycené uhlovodiky vymyvaji. Polarni latky zdstavaji sorbovany na
koloné. Nevyhodou je to, Ze pro kazdy vzorek je tieba ptipravit novou kolonu [19, 24].

5.3.2. Gelova chromatografie

Pfi tomto typu chromatografie se pro izolaci vyuzZiva slabych interakci PAH se skeletem
gelu. Diky tomuto jevu jsou PAH eluovéany az za pracovni oblasti gelu, zatimco velké vétSina
ostatnich latek je vyluCovana z pori gelu diive. Nejcastéji se vyuzivaji gely styren-
divinylbenzenové s benzenem nebo tetrahydrofuranem jako mobilni fazi. Eluaty se odpafi
téme&f do sucha a nafedi se vhodnym rozpoustédlem na pozadovany objem [19].

5.4. PrecdiSténi extraktu

K piecisténi extraktu se mize pouzit postupna extrakce roztokem kyseliny a zasady. Timto
je mozné docilit toho, Ze Ize ze vzorku odstranit kyselé a bazické podily, které mohou byt
nasledné podrobeny odd€lené analyze. Polarni latky se daji ¢asteéné odstranit extrakci mezi
nepolarni rozpoustédla, jako jsou cyklohexan nebo pentan a smés methanolu s vodou [19, 24].
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6. VYSLEDNA ANALYZA

Pro stanoveni polycyklickych aromatickych uhlovodikil a jejich derivatl v precisténych
extraktech se nejcastéji vyuzivd kombinaci chromatografickych a spektralnich metod.
Standardni postupy pracuji bud’ s chromatografii plynovou a hmotnostné spektrometrickou
detekci (GC-MS) nebo je aplikovdna metoda kapalinové chromatografie se
spektrofluorimetrickou detekci nebo detekci DAD [19].

6.1. Plynova chromatografie

Plynovou chromatografii (GC) lze povazovat za nejrozsifenéjsi metodu pro stanoveni
PAH. Schéma plynového chromatografu je zobrazeno na obr. ¢. 11:

vzorek vystup plynu do atmosféry

| 4 signal detektoru

NN

\ N vyhodnocova:

A
zafizeni
g davkovat  poiona N\ TEtEKIOr

4 regulacni

] systém

¥ \ termostat

Sistici zafizeni

zdroj nosného plynu

Obr. ¢. 11: Schéma plynového chromatografu [21]

Dilezitym a ovliviiuyjicim faktorem pii plynové chromatografii jsou vysoké body vart
téchto latek, a proto lze touto metodou stanovovat PAH s maximaln¢ 7 aromatickymi jadry.
Zdrojem nosného plynu je tlakova lahev, ktera mtize obsahovat inertni plyny jako dusik,
helium, argon nebo vodik. Vodik je nejéasté&ji vyuZivan, ovSem jeho slabina tkvi v jeho
vybusnosti ve smési se vzduchem. Volba nosného plynu zavisi na druhu detektoru, kolon,
avSak dilezit¢ je i ekonomické hledisko. Nosny plyn se dale Cisti od rGznych necistot a
vlhkosti, naptiklad pomoci molekularnich sit.

Dilezitym ¢lankem plynového chromatografu je davkovaé. Ten umoziiuje nanaset vzorek
do proudu nosného plynu, a proto je nutné zajistit odpaieni vzorku v co nejkrat$im Case.
Vzorek je davkovan pomoci injekéni stiikacky, zpravidla do objemu 10 pl. Nastiik mtze byt
provadeén rtiznymi zpusoby:

e Nastrik do kolony (on column)
e Nastiik pomoci délice tokl (split injection)
e Bezdélicovy nastrik (splitless injection)
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Analyzy se provadi vyhradné na kapilarnich kolonach délky 12-50 m o vnitinim priméru
0,2-0,35 mm. Stacionarni fazi byva zpravidla polysiloxan se skupinami (napt. 5% difenyl,
95% dimethyl); tato stacionarni faze je potom mirné polarni. Vhodné nepolarni faze jsou na
bazi poly(dimethylsiloxanu). Separace probihd pii programované teploté kolony v rozmezi
teplot 80-300 °C (pii stanoveni PAH uz se dvéma aromatickymi jadry) nebo pii teplotach
140-300 °C, pokud analyza za¢ina piiblizné u fluoranthenu [19, 21].

6.1.1. Plynova chromatografie s plamenové ioniza¢nim detektorem

K detekci PAH byl po dlouhou dobu vyuzivan plamenovy ionizacni detektor (FID). Tento
detektor je schopen detekovat aromaticky uhlovodik, pokud je jeho hmotnost v nastiiku
kolem 0,2-1 ng. Princip tohoto detektoru je zalozen na vedeni elekttiny v plynech. Molekuly
plynu se ionizuji v kyslikovodikovém plameni a nasledné vedou proud mezi elektrodami.
Piitomnost slozky, kterou zjistujeme, zvySi ionizaci a elektricky proud se tim zvysi.
Organicke latky se teplem $tépi na radikaly, které nasledné reaguji s vodikem v redukéni Casti
plamene za vzniku radikalt CH*. Ty se oxiduji za vzniku ionti CHO" a elektronii, které jsou
dulezité pro odezvu detektoru. Odezva roste se zvySujicim se poctem uhlikovych atomu
poskytujicich CHO™ a diky tomu je tento detektor velmi vhodny pro uhlovodiky. FID v3ak
neni selektivnim detektorem. Abychom mohli vyuZit plamenové ioniza¢ni detektor k detekci
PAH, je nutné dokonalé vyc¢isténi vzorku od ostatnich slozek, které maji stejné elu¢ni objemy
jako PAH. Diky své malé selektivit¢ je vSak tato metoda detekce na uUstupu a
upiednostiiovana je detekce s hmotnostnim detektorem.

6.1.2. Plynova chromatografie s hmotnostné spektrometrickym detektorem GC-MS

GC-MS predstavuje optimalni analyticky postup, vhodny pro identifikaci a kvantifikaci
PAH a jejich derivatt. I v tomto ptipad€ se vyuziva opét kolon kapilarnich, které se pfipojuji
pomoci vyhtivané restrikéni kapilary ptimo k hmotnostnimu spektrometru. K detekci se
vyuzivaji hmotnostni spektrometry malé, relativné levné, které pracuji na bazi kvadrupolu
nebo iontové pasti. Tato detekce ma dvé vyhody, pokud ji porovnavame s detekci pomoci
FID:

e SniZzuje mez detekce zhruba o jeden fad, coZ umoznuje zkratit dobu odbéru vzorku
a snizit tak riziko ztrat pti odbéru [19]
e Zaznamenava selektivné analyty s vybranou molekulovou hmotnosti [19]

Druhy bod ovSem soucasné konstatuje nevyhodu, ze spektra jednotlivych izomerl jsou
prakticky totozna [19].

Pii analyze se vyuziva jako nosného plynu helia. Je nutné, aby kapilarni chromatograficka
kolona méla takovou ucinnost, aby nedochézelo ke koeluci izomert.

Nitro derivaty se vét§inou stanovuji touto metodou. Stanoveni vysokych koncentraci je
bezproblémové. Problém nastava tehdy, je-li koncentrace nitro-PAH zhruba o 2 fady mensi
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nez koncentrace matefskych PAH; potom muize byt stanoveni pomoci GC/MS-EI
nedostate¢né. Pravé proto je Vv soucasnosti doporu¢ovana metoda HRGC/MS s vyuZitim
negativni chemické ionizace (NCI). Tato metoda se vykazuje vysSi mezi detekce, ale navic
interferujici latky detekované jinymi detektory nejsou v tomto piipad¢ analyzovany. To vSak
neznamend, Ze odezvy nitro-PAH by nebyly ovliviiovany jinymi slozkami obsaZenymi
v analytu, a proto je nezbytné dostate¢né piec¢isténi. V NCI nedochdzi k interferencim mezi
PAH a nitro-PAH.

U nékterych slou¢enin PAH muiZe byt mald odezva na pouZzitou metodu; V tomto piipadé
je nutné aplikovat derivatizaci, ¢imz se zlepSuje moznost detekce. Napi. chinony PAH lze
prevést na jejich acetyl derivaty pomoci zinku a acetylacetatu. Naproti tomu jsou hydroxy-
PAH derivatizovany silylaci. Silylace probiha za pouZiti N,O-bis-trimethylsilyltrifluoro
acetamidu (BSTFA) a trimethylchlorosilanu a pyridinu pfi teploté 70 °C [19, 20, 22].

6.2. Kapalinova chromatografie (HPLC)

V kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapalina a tato metoda je preferovana pro
stanoveni netékavych analyti. O separaci sloZek obsaZenych ve vzorku rozhoduji jejich
interakce se stacionarni fazi, ale také se na ni podili mobilni faze. Béhem separace se analyt
rozdéluje mezi stacionarni a mobilni fazi a ¢as, ktery stravi v jedné nebo druhé fazi zavisi na
afinité¢ analytu ke kazdé znich. Rozdil ve vyuziti kapalinové chromatografie (LC) pro
stanoveni PAH od chromatografie plynové je takovy, Ze neni omezena tékavosti PAH a lze
proto pracovat jiz za laboratorni teploty. K separaci téchto latek se vyuziva nejéastéji
kapalinové chromatografie s obracenymi fazemi, kde je nepolarni stacionarni faze a polarni
mobilni faze.

Jako stacionarni faze se uplatiluje silikagel, na kterém jsou chemicky vazany alkyly
(oktadecyl, oktyl). Keluci pak slouzi vodné roztoky methanolu nebo acetonitrilu. Déleni
izomert je v kapalinové chromatografii v nékterych piipadech lep§i nez v plynové
chromatografii. K separaci se vyuzivaji klasické kolony o délce 15-25 cm a vnitinim praméru
3-4,6 mm, naplnéné sférickymi Casticemi. Eluce se vyuziva tzv. gradientova. Nejprve jsou
z kolony vymyty PAH s niz8i molekulovou hmotnosti, a to mobilni fazi s nejvy$sim obsahem
vody. Postupné se v mobilni fazi snizuje obsah vody a diky tomu tak vzrusta eluéni sila
mobilni faze. Tim se také zvySuje eluce PAH s vys§i molekulovou hmotnosti a soucasné se
rovnéz zvysuji vysky pikid na chromatogramu.
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Obr. ¢. 12: Schéma kapalinového chromatografu [21]

Detekce v HPLC lze provadét pomoci spektrofotometrickych detektort, ¢asto umisténych
v diodovém poli, které zaznamenavaly absorpci ultrafialového svétla. Avsak vzhledem ke

zvySenym pozadavkum na nizkou mez detekce a vySSi selektivitu zacaly byt rovnéz
pouzivany spektrofluorimetrické detektory, a to pfedevsim jako konfirmaéni metoda [19, 21].

6.2.1. Spektrofluorimetricka detekce

PAH maji systém snadno excitovatelnych -elektront a diky tomu absorbuji zafeni jak
v ultrafialovém tak i ve viditelném spektru. VétSina polycyklickych aromatickych uhlovodika
potom i pii svém navratu do svého zakladniho excita¢niho stavu produkuje fluorescenéni
zateni, pii velmi nizkych teplotach dokonce i zafeni fosforescenéni. Fluorescenéni emisni
spektrum je charakteristické pro jednotlivé PAH, protoze vétSina spekter ma dobie patrnou
vibraéni strukturu.
detektory jsou schopny kromé vybéru vhodné emisni vinové délky provést i vybér excita¢ni
vinové délky. Pomérem téchto vinovych délek lze zaznamenat urcitou slouceninu, i kdyz se
soucasné eluuji jiné latky, jez také fluoreskuji. Pro latky, které mohou podat dostate¢né
vysoky kvantovy vytézek fluorescence, je fluorescencni detekce 10 az 1000krat citlivejsi nez
detekce fotometricka [19].
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Tabulka ¢. 2: Excitacni a emisni vinové délky nekterych PAH pri fluorimetrické detekci[19]

}\em
slou¢enina Aex (nm) | (nm)
Fluoren, fenanthren 248 374
Anthracen, fluoranthen 232 420
Pyren, benz[a]anthracen 264 384
Chrysen, benzo[b]fluoranthen
Benzo[k]fluoranthen, benyo[a]pyren 295 405
Dibenzo[a,h]anthracen, benzo[ghi]perylen
Indeno[1,2,3-cd]pyren 300 500

Stanoveni nitro-PAH pomoci fluorimetrické detekce je mozné az po pievedeni (redukci)
nitro skupiny na fluoreskujici amino skupinu. Redukce se provadi on-line pomoci Ph/Pt
katalyzatoru, avSak nutno upozornit na to, Ze vzniklé amino-PAH jsou zna¢né nestalé. Take
nékteré OPAH se vyznacuji nizkou fluorescenci, zejména 9,10-fenanthrenchinon. Pokud v3ak
pouZijeme reakci s benzaldehydem v piitomnosti octanu amonného, vznikd 2-fenyl-1H-
fenanthro[9,10-d]imidazol. Ten jiz vykazuje dostatecnou fluorescenci a da se proto touto
metodou dobfe stanovit [20, 23].

s
‘ + (ZJH(%@ + CH;COONHy
(4]
Benzaldehvde Ammonium aceiate

9. 10-Phenanthrenquinone
(PQ)

2-Phenyl-1H-phenanthro]|9, 10-d]imidazole
(PPI)

Obr. ¢. 13: Reakcni schéma fluorescencni derivatizace 9,10-fenanthrenchinonu [23]
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7. NAVRH STANDARDNIHO OPERACNIHO POSTUPU PRO NPAH

Tento optimalni postup, ktery by mohl tvofit zaklad standardniho operaéniho postupu, byl
zpracovan pouze teoreticky, nebyl dosud experimentalné ovéien, coZ ani nebylo cilem
predlozené bakalatské prace.

Metoda spocivd v PSE extrakci nésledovand preciSténim kolonovou chromatografii.
Vysledna analyza je provadéna pomoci GC/MS.

7.1. Vzorkovani

Odbér vzorku ovzduSi probihd pomoci vysokoobjemového vzorkovace s ruznymi
hlavicemi pro zachyceni potfebnych ¢astic (PMip, PM3s, atd.), a to nejméné po dobu 24
hodin. VyuZiva se ptitom PUF filtrG nebo filtri ze sklenénych vlaken. Filtry jsou pak
nasledné uskladnény bez piistupu svétla pfi teploté —18 °C az —22 °C [24, 25].

7.2. Extrakce

NPAH extrakce probiha na PSE extraktoru, kde je jako rozpoustédlo pouzit dichlormethan
(DCM). Vzorek prachu o piislusné velikosti ¢astic je spolecné se 3 g bezvodého siranu
sodného naplnén do 11 ml extrakéni nddoby a volné misto je vyplnéno sklenénymi koralky.
Pro kazdy vzorek je nutné provést 2 extrakéni cykly po 5 minutéch, a to pii teploté 100 °C a
tlaku 14 MPa. Extrakty se nasledné kvantitativné pievedou do 40 ml vialek, odpaii se do
sucha na vakuové rotaéni odparce pii 30 °C a rozpusti se ve 2 ml n-hexanu, cyklohexanu nebo
dichlormethanu. Nerozpustény odparek lze v dal$im podilu rozpoustédla rozpustit s vyuZzitim
ultrazvuku [24].

7.3. Cisténi extraktu od balastnich latek

1000 pl suroeho extraktu rozpusténého v organickém rozpoustédle je aplikovano na
vrchol kolony naplnéné silikagelem. Kolona, zpravidla o rozmérech 250 mm x 10 mm, se
naplni 5 g aktivovaného silikagelu a jako posledni vrstva se jesté aplikuje 1-2 g bezvodého
siranu sodného. Pfed samotnym pouzitim extraktu se sloupec silikagelu promyje 10 ml n-
hexanu. Eluci lze provadét s vyuzitim n-hexanu, cyklohexanu, dichlormethanu (DCM) a
methanolu, nebo pouzitim jejich smési, ¢imz se ziska nepolarni, aromatickd a nasledné
polarni frakce. Nejprve se pouzije 10 ml n-hexanu, nasledné 15 ml n-hexanu-DCM (1:1, v/v),
10 ml DCM a nakonec 10 ml smési DCM-methanol. Frakce se vysusi, odparek se rozpusti
ve 100 pl izooktanu a provede se analyza pomoci GC/MS [24, 25].

7.4. Vysledna analyza

Vlastni rozhod¢i analyza NPAH izolovanych ze vzorku je nejcastéji provadéna na
plynovém chromatografu s hmotnostni detekci, a to za néasledujicich chromatografickych
podminek.
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Kolona: 30 m x 0,25 mm i.d; 0,25 pum tloustka vrstvy

Teplota: 70 °C po dobu 1 min, 25 °C/min do 180 °C, 10 °C/min do 290 °C, 25 min na
290 °C

Nasttik: splitless, uzavien na 1 min, objem vzorku 2 ul, teplota 250 °C

Nosny plyn: Helium pod konstantnim tlakem 150 kPa [24].

Tento postup miize byt pouZit pro monitorizacni studie i pro kontrolni ¢innost.
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8. ZAVER

Tato bakalaiska prace je zaméfena na problematiku substituovanych polycyklickych
aromatickych uhlovodiki. Tyto latky se v Zivotnim prostiedi vyskytuji zejména jako dusledek
negativni lidské ¢innosti. Bylo prokdzano, Ze nejvétsim zdrojem kontaminace je primysl a
doprava, pfedevsim dieselové motory.

PAH a také jejich substitu¢ni derivaty, zejména nitro-, hydroxy- a alkyl- derivaty, jsou
diky svym negativnim u¢inkim, a to zejména karcinogennim a mutagennim, dasledné
sledovany ve vSech slozkéach Zivotniho prostredi.

Nejvyssi duraz je pfitom kladen na sledovani PAH nasorbovanych na prachovych
Casticich, zejména téch, které ozna¢ujeme PM;s. Tyto Castice jsou diky své malé velikosti
nejvice nebezpeéné. Divodem je to, Zze se v organismu mohou dostavat aZz do plicnich
sklipka. V organismu jsou tyto latky rovnéz metabolizovany a jejich negativni ucinky, t;.
karcinogenni a mutagenni, mohou byt jesté zvétSeny.

Pii stanoveni PAH 1 jejich substitu¢nich derivati se klade velky diraz na vzorkovaci
procesy. PAH se vesmés vzorkuji pomoci aktivnich i pasivnich vzorkova¢u. V uréitych
ptipadech, a to predevs$im pii dlouhodobém sledovani Girovné kontaminace t€mito analyty, je
mozné vyuZit i vhodné bioindikatory.

Pro izolaci PAH i substituovanych PAH zfiltru se vyuZiva fada extrak¢nich postupd,
znichz je nutné jmenovat Soxhletovu extrakci, ultrazvukovou extrakci, extrakci kapalinou
v nadkritickém stavu apod. K ¢isténi extraktu se vesmés vyuziva kolonova (sloupcova)
chromatografie, ptipadné gelova permeacni chromatografie.

Vlastni chromatografickou separaci téchto analyti Ize provést dvéma zpusoby, a to bud’
plynovou chromatografii, nebo kapalinovou chromatografii.

Plynova chromatografie patii k ¢asto pouzivanym postupiim, jako vhodny detektor se
nejlépe osvéd¢il hmotnostni detektor. Tonizace muze byt elektronova, ionizace polem,
chemicka ionizace, atd. Aby bylo mozné stanovit vSechny derivaty, je doporucovana spise
metoda negativni chemicke ionizace, ktera je optimalni zejména pro stanoveni nitro-PAH.

Druhou, rovnéz hojné vyuzivanou metodou, je vysokouc¢inna kapalinovd chromatografie se
spektrofotometrickou detekci. Pro tyto Gcely je nejvhodnéjsi detektor DAD. Kromé toho se
pti detekci v pfipad¢ vyuziti kapalinové chromatografie rovnéz vyuziva toho, ze PAH 1 jejich
substitu¢ni derivaty maji schopnost fluoreskovat, a proto je Casto pii jejich stanoveni
aplikovan fluorescenéni detektor.

Soucésti predlozené bakalatské prace je také mozna metoda pro jejich stanoveni, jejiz
princip byl popsan pouze na podkladé zpracované literarni reSerse.
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10. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

PAH ... Polycyklické aromatickeé uhlovodiky
RNA ... Ribonukleova kyselina

DNA ... Deoxyribonukleova kyselina

POP ... Perzistentni organické polutanty

PM... Partikularni ¢astice

US EPA... United States Environmental Protection Agency

NPAH... Nitro-derivaty polycyklickych aromatickych uhlovodiku

OPAH...Oxy-derivaty polycyklickych aromatickych uhlovodikt

PUF... Polyurethanova péna

GC-MS... Plynova chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci

GC... Plynova chromatografie

FID... Plamenovy ioniza¢ni detektor
SPMD... Semipermeable Membrane Device
LDPE...Polyethylen s nizkou hustotou
USE... Ultrazvukové extrakce

PLE... Extrakce kapalinou pod tlakem
SFE... Superkriticka fluidni extrakce

LC... Kapalinové chromatografie

GC/MS-EIl... Plynovd chromatografie s hmotnostné
s elektronovou ionizaci

HRGC/MS... VysokorozliSovaci plynova chromatografie
NCI... Negativni chemicka ionizace

HPLC... Vysoce G¢inné kapalinova chromatografie
PC... Papirova Chromatografie

TLC... Chromatografie na tenké vrstvé

DCM... Dichlormethan

DAD... Detektor diodového pole

spektrofotometrickou

detekci
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