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Abstrakt

Tato bakalarska prace se zabyva problematikou alkylderivati polycyklickych aromatickych uhlovodika
Vv jednotlivych slozkach Zivotniho prostfedi. V prvni ¢asti prace jsou shrnuty zakladni informace o jejich
fyzikalnich a chemickych vlastnostech, toxikologii a osudu v zivotnim prostfedi. Druha ¢ast prace je
zaméfena na soucasné metody stanoveni téchto Skodlivych latek, vcetné pasivniho a aktivniho
vzorkovani z jednotlivych matric, extrakce, pfeisténi a findlni analyzy. Ve tfeti ¢asti je navrzen
standardni opera¢ni postup pro stanoveni alkylderivatd PAHs v realném vzorku sestavajici se z tlakové
extrakce rozpoustédlem, sloupcové chromatografie a kompletni dvoudimenziondlni plynové
chromatografie s hmotnostni detekci. V zavére¢nych kapitolach je diskutovana experimentalni ¢ast a
vysledky stanoveni alkylderivati PAHs v laboratotich UCHTZP.

Abstract

This bachelor thesis deals with alkylderivatives of polycyclic aromatic hydrocarbons in the environment.
Basic information about its physicochemical properties, toxicology and environmental fate is presented
here. The second part of thesis is focused on suitable method for the determination of these harmful
compounds, including sampling, extraction, cleaning step and final analysis. In the third part the draft
of standard operating procedure for the determination of A-PAHSs in the real sample is outlined. The
analysis consists from three steps — Pressurized Solvent Extracttion, column chromatography and
two-dimensional gas chromatography with mass spectrometry. The final sections of thesis discusses the
experimental part and results of determination of A-PAHSs.

Kli¢ova slova

Alkylderivaty polycyklickych aromatickych uhlovodiki, kompletni dvoudimenzionalni plynova
chromatografie s hmotnostné¢ spektrometrickou detekci, extrakce
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1 Uvod

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAHS, Polycyclic Aromatic Hydrocarbons) a jejich derivaty jsou
vSudypritomné kontaminanty Zivotniho prostiedi, kam se dostavaji ve smésich fadou antropogennich a
ptirodnich procest. Parentni PAHs jsou tvofeny dvéma a vice kondenzovanymi benzenovymi jadry
V riznych uspotadanich. Nahrazenim jednoho nebo vice vodiku ve struktuie PAHs alkylovou skupinou
vznikaji alkylované derivaty A-PAHSs .

Jedné se o semivolatilni latky s nizkou tenzi par a odolnosti vii¢i chemickym reakcim, coz vede
spiSe k jejich akumulaci nez degradaci v jednotlivych slozkach Zzivotniho prostiedi. Diky jejich
lipofilnimu charakteru jsou velmi malo rozpustné ve vodé¢. Podle jejich molekularni hmotnosti a
fyzikalné-chemickych vlastnosti miizeme piedpokladat jejich vyskyt. Nizkomolekuldrni PAHs se
nachazeji volné ve vzduchu i vod¢, vysokomolekularni PAHs maji tendenci vazat se na pevné Castice
jako je sediment, polétavy prach atd.

A-PAHs se do zivotniho prostfedi dostavaji antropogennimi a ptirodnimi procesy. Mezi piirodni
procesy produkujici A-PAHs patii lesni pozary a vulkanickd cinnost. Nejvyznamngj$imi
antropogennimi zdroji je nedokonalé spalovani organickych latek (pyrogenni procesy) a spalovani
fosilnich paliv. V souc¢asné dobé koncentrace PAHs a jejich derivati v Zivotnim prostfedi roste, a to
predevsim diky ¢im dal vys$§im naroktim na energetiku a husté doprave.

Koncentrace PAHs se konstantné monitoruji, a to zejména kvili jejich negativnim dopadiim na
¢loveka i Zivotni prostiedi. Nékteré PAHs a jejich derivaty se dokazi v zivych organismech vazat na
strukturu DNA a vyvolavat rakovinné bujeni. Lidsky organismus muize byt témto latkam vystaven
konzumaci uzenych a tepeln€ upravenych pokrmt, respiraci kontaminovaného vzduchu nebo kourenim

a dermalné¢ kontaktem kiize jedince s kontaminovanou slozkou zivotniho prostiedi [1].



2 Teoreticka cast

2.1  Polycyklické aromatické uhlovodiky a jejich

derivaty

Polycyklické aromatické uhlovodiky jsou skupinou organickych latek tvofenych dvéma a vice
kondenzovanymi benzenovymi jadry. Podle usporadani benzenovych jader vykazuji PAHs tii zakladni
uspotfadani, a to linearné anelované, klastrové a angularni. Stabilita molekuly roste od linearniho

uspofadani k angularnimu [2,3].

lineamé anelované (tetracen) klastrové (pyren) angularni (chrysen)

Obrazek 1: Zakladni usporddani benzenovych jader v PAHS [2].

PAHs mohou obsahovat i kruhy s vice ¢i méné atomy uhliku, kondenzované na benzenové kruhy.
Z tohoto hlediska délime PAHs na stfidavé a nestiidavé [4].

fluoren anthracen

Obrazek 2: Priklad stridavé a nestiidavé struktury PAHs [4].

Na ptivodni molekulu PAHs mohou byt navazany riizné substituenty. Takovéto latky oznacujeme
jako derivaty PAHs a ptivodni molekula bez substituenti byva oznaovana jako parentni. Mezi nejvice
studované derivaty patii:

e Nitrované PAHs — obsahuji ve své struktuie jednu nebo vice nitro skupin.
e Alkylované PAHs — obsahuji ve své struktufe jednu nebo vice alkylovych skupin.
e Aminické PAHs — obsahuji ve své struktufe jednu nebo vice aminoskupin.

e Halogenované PAHs — obsahuji ve své struktufe jeden nebo vice halogenti [5].



Dale do skupiny derivati mizeme zatradit PAHs obsahujici ve svém zakladnim skeletu jeden nebo

vice heteroatomil. Heteroatomem byva nejcastéji dusik, sira nebo kyslik.

H

karbazol dibenzothiofen dibenzofuran

Obrazek 3: Priklady heterocyklickych sloucenin [4].

Alkylované PAHs tedy patfi do skupiny derivati PAHs. Nejcastéji se vyskytujici alkylovou

skupinou je methylova, vyskytuji se v8ak i delsi napt. ethylové a isopropylové [6, 7].

2.2 Nomenklatura

Mnoho parentnich PAHs bylo v historii pojmenovano nesystematicky, trivialné. Nekteré byly
pojmenovany podle toho, ze byly poprvé izolovany z uhelného dehtu (naftalen, pyren), dalsi byly
pojmenovany podle barvy (fluoranthen) a nékteré podle tvaru molekuly (koronen). V souéasné dobé se

nomenklatura PAHSs a jejich derivath fidi systémem IUPAC (International Union of Pure and Applied

Chemistry).

38 1 8 9 1 g 10
CO 0 5~
6 3 6 3

naftalen anthracen 6 5 4 3

trifenylen chrysen

Obrazek 4: Priklady cislovani atomu uhliku ve strukturnich vzorcich PAHS [8].

Pro spravné pojmenovani molekuly je nutné korektni &islovani atomii uhliku. Cislovat se za¢ina
vedle uhliku, ktery neni spolecny pro oba aromatické kruhy a je v nejvyse polozeném kruhu. Uhliky,
které jsou spole¢né pro oba kruhy, se oznacuji pismeny a, b, ¢, ... a Cislem pfedchoziho atomu uhliku

(viz. obrazek 5).



Obrazek 5: Ukdzka cislovani spolecnych uhlikii [9].

Nazvy slozitéj§ich molekul se vytvaieji z trividlnich nazvl jednodussich pfiddnim prefixu benzo-,
ptipadné pro skupinu kruht indeno-, a ozna¢enim strany, ke které se benzenovy kruh pfipojuje. Pokud

je to nutné, oznacime pfipojeni benzenovych kruhd pfislusnymi Cisly uhlikd, na kterych k vazbe

benzo[alanthracen dibenzo[a,clanthracen

dochézi.

Ve

Obrazek 6: Ukdzka odvozeni nazvi slozitéjsich molekul [9].

Pro pojmenovani A-PAHS tedy vyuZzijeme ndzvu parentni molekuly. Prefixem vyjadiime délku
uhlikatého fetézce (methyl-, ethyl-), ktery piipojujeme a lokalizaci této skupiny vyjadiime Eislem
uhliku, na kterém k vazbé dochazi [3, 4, 8].

2.3  Fyzikalni a chemické vlastnosti

Fyzikalni a chemické vlastnosti poskytuji informace, diky kterym je mozné odhadovat chovani a osud
sledované latky v zivotnim prostiedi, pfedpovidat distribuci v jednotlivych slozkach ekosystému (pade,
vodé, sedimentech, vzduchu atd.) a posoudit rizika a $kodlivost dané latky na zdravi zvifat a lidi.

Fyzikalni a chemické vlastnosti A-PAHs se méni v zavislosti na struktufe konkrétni molekuly.
Predevsim se jedna o pocet a uspofadani benzenovych jader, molekularni hmotnost a substituci na téchto
jadrech. Plati, ze s rostouci molekulovou hmotnosti klesa rozpustnost ve vodé a tenze par, naopak roste
bod tani a rozdélovaci koeficient oktanol-voda. Mezi dalsi vyznamné vlastnosti patii bioakumula¢ni
potencial, hustota, index lomu, schopnost sorpce na sedimenty a Henryho konstanta [10].

Obecné se A-PAHS za normalni teploty vyskytuji v pevném skupenstvi. Diky n-elektronovému
systému benzenovych jader se jedna o znacné stabilni latky, které mohou absorbovat UV zafeni za
poskytnuti specifickych spekter a po ozareni UV lampou fluoreskuji. Tyto vlastnosti umoziiuji jejich
detekci. Vykazuji nepolarni charakter a pomérné vysoké teploty varu. Vybrané fyzikalni a chemické

vlastnosti substituovanych naftalent jsou uvedeny v tabulce 1 [11].
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Tabulka 1: Fyzikdlni a chemické viastnosti substituovanych naftalenii [10].

Slou¢enina M: [g'mol™?] | log Sw[mmol-I?'] | Log Kow | Log Py [Pa]
Naftalen 128,18 2,906 3,30 1,577
1-methylnaftalen 142,197 2,456 3,72 0,691
1,2-dimethylnaftalen 156,224 1,978 4,26 0,208
1,2,4-trimethylnaftalen 170,25 1,448 4,81 —-0,170
1,2,5,6-tetramethylnaftalen 184,277 0,879 5,36 —519

Z tabulky je patrné, Ze rozpustnost ve vod¢é Sy a tenze par Py klesa se zvySujicim se poctem
methylovych skupin a rozdé€lovaci koeficient oktanol-voda Kow naopak roste. Nizka rozpustnost a
vysoké hodnoty Kow U Vysoce methylovanych naftalenti poukazuji na to, ze latky jsou ve vodé v malych
koncentracich a maji spiSe tendenci se bioakumulovat v sedimentech. Na fyzikalni a chemické vlastnosti

ma vliv nejen pocet alkylovych skupin, ale i jejich pozice v molekule [10].

Tabulka 2. Zadvislost bodu varu na poloze methylové skupiny v molekule naftalenu [12, 13].

Sloucenina Bod varu
[°C]

2-methylnaftalen 241

1-methylnaftalen 244

24  A-PAHSs YV Zivotnim prostredi

A-PAHSs se do zivotniho prostfedi dostavaji jako smes spolu s Ostatnimi derivaty a parentnimi PAHs
z antropogennich i pfirodnich zdrojii. Obecné plati, Ze hlavnim zdrojem emisi PAHs je spalovani
fosilnich paliv za ucelem vyroby tepla a energie. Druhym nejvyznamnéj$im zdrojem jsou emise
dopravnich prostfedkd, a to predevs§im v oblastech s hustou pozemni a leteckou dopravou, a dale také
nedokonalé spalovani organickych materiala [8].

Alkylované derivaty PAHs jsou hlavni slozkou dieselovych paliv a benzint a vznikaji pfi jejich
spalovani a pyrolyze. Nafta obsahuje pfedev§sim methylované, ale i ethylované naftaleny, fenanthreny,
dibenzothiofeny a fluoreny. Typ polyaromati formovanych pii pyrolyze silné zavisi na teploté. Pfi
pyrolyze za vysokych teplot a anaerobnich podminek vznikaji smési PAHs s nizkou molekularni
hmotnosti bez alkylovych skupin. Pfi stfednich teplotich vznikd smés alkylsubstituovanych i
nesubstituovanych PAHs. Pii nizkych teplotach dochazi ke vzniku polyaromatt vyrazné pomaleji a
prevazuji alkylované derivaty [4].

A-PAHSs derivaty se hojné vyskytuji v bitumenu (neboli ropnych piscich). Bitumen je viskdzni

smés vody, pisku a surové ropy. Jeho téZbou a zpracovanim dochazi k vyznamné kontaminaci zivotniho

11
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vyznamnému pronikani A-PAHS do motskych ekosystémt dochazi pii havariich tankert s ropou [14].
Antropogenni zdroje mohou byt rozdéleny na primyslové a neprimyslové. Mezi primyslové
zdroje alkylovanych derivatd patii zpracovani uhelného dehtu, asfaltu, koksu a sazi.
Z neprumyslovych zdroju je to naptiklad cigaretovy kouf a spalovani odpadd. Ptirodnimi zdroji PAHs
jsou lesni pozary, vulkanicka ¢innost (12—14 tun benzo[a]pyrenu za rok). Pfedpoklada se, ze alkylované
naftaleny jsou produkty dehydrogenace seskviterpenoidu, alternativou je, Ze vznikaji reakci B-karotenu.
Napiiklad reten (1-methyl-7-isopropylfenanthren) je obsazen ve fosilnich borovicovych kmenech,

v raselinistich a padach borovicovych lest [3, 9].

2.5  Toxikologie

Alkylované derivaty PAHs jsou stejné jako jejich parentni PAHs a ostatni derivaty PAHs toxikologicky
vyznamné slouceniny. Jsou to v§udy ptitomné kontaminanty, které mohou zpuisobovat fadu negativnich
ucinkl od alergennich po karcinogenni, mutagenni a teratogenni. Lidska populace je témto latkam
exponovana mnoha zpusoby, napiiklad vdechovanim kontaminovaného vzduchu a tabakového kouie,
pitim kontaminované vody nebo pozivanim grilovanych ¢i uzenych pokrmu. Karcinogenni u¢inky
PAHSs a jejich derivatl jsou zplsobeny az jejich metabolickou aktivaci cytochromem P-450 na aktivngjsi
metabolity. Nejvice karcinogenni PAHs metabolity jsou vysoce reaktivni diol epoxidy [15].

Kvili témto negativnim ucinkim byl US EPA vytvofen seznam 16 prioritnich PAHs, jejichz
koncentrace v zivotnim prostiedi je sledovana. Mezi témito 16 prioritnimi PAHs vSak neni ani jeden
alkylovany derivat. TaktéZ je dostupnych mnohem méné studii a informaci o toxicit¢ A-PAHS.
V soucasné dobé se A-PAHS vyskytuji v Zivotnim prostiedi hojnéji, jsou vice perzistentni a Castokrat
vykazuji i vys$si toxicitu nez parentni PAHs [16].

Toxické vlastnosti zavisi piedevs§im na struktufe dané molekuly a to na poctu a postaveni

kondenzovanych benzenovych jader a na poctu substituovanych alkylovych skupin [3].

2.6  Karcinogenita a mutagenita

Nekteré A-PAHs mohou stejné jako jejich parentni PAHs vykazovat karcinogenni a mutagenni
vlastnosti. Pro zjisténi téchto negativnich vlastnosti jsou vyuzivany in-vivo a in-vitro testy. In-vivo testy

jsou vyuzivany K identifikaci metabolitdt PAHs, které jsou zodpovédné za vytvoieni vazby s DNA.

ey oo

[3, 17].
International Agency for Research on Cancer (IARC) rozdéluje xenobiotika do péti skupin dle

efektt na ¢lovéka. Do skupiny 2B, tedy skupiny, u které jsou mozné karcinogenni u¢inky, je zafazen
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pouze 5-methylchrysen. Jeho izomery, 1-methylchrysen, 2-methylchrysen, 3-methylchrysen a
4-methylchrysen jsou zafazeny mezi slouceniny, které pravdépodobné nevykazuji karcinogenitu [18].

To, zda bude dana sloufenina vykazovat karcinogenni nebo mutagenni vlastnosti, zavisi
pfedev§im na jeji struktufe. I drobna zmeéna ve struktufe muize zpisobit extrémni rozdily
v Karcinogenité.

Kritériem pro posouzeni karcinogenity je pocet a postaveni jednotlivych benzenovych jader
v molekule, tedy tvar a velikost molekuly a sterické faktory. PAHs vykazujici karcinogenni ucinky
obsahuji 4-6 benzenovych jader [8] a ve svém skeletu maji oblast zatoky nebo fjordu [9].

V protilehlé ¢asti molekuly (naproti oblasti zatoky nebo fjordu) se nachazi tzv. oblast K s vyssi
elektronovou hustotou. Dalsi dulezitou ¢asti molekuly je dvojice uhlikd na benzenovém jadie v poloze
para, tzv. oblast L. Ob¢ tyto oblasti jsou reaktivni, av§ak s rozdilnymi vlastnostmi produktt. Zatimco
epoxidaci v K oblasti mohou vznikat siln¢ karcinogenni metabolity, reakce v oblasti L vedou ¢asto ke

vzniku snadno detoxikovatelnych produktt [9].

oblast fjordu oblast zatoky

CLO L

oblast K

oblast L

Obrazek 8: K a L oblast [20].

Zavedeni alkylové skupiny do parentni molekuly PAHs miize vyrazné ovlivnit vlastnosti latky.
Alkylované PAHs tak mohou byt bud’ silngjsi karcinogeny, nebo mize piitomnost alkylové skupiny
karcinogenni vlastnosti uplné zrusit; napf. dibenzo[a,i]pyren je silny karcinogen, naopak
5,8-dimethyldibenzola,i]pyren je inaktivni. Zmény ve vlastnostech jsou zpisobeny polohou alkylovych
skupin navazanych na parentni molekulu a poétem téchto skupin. Alkylova skupina totiz méni hustotu
elektronit v molekule, nebot’ vykazuje kladny mezomerni efekt. Pfitomnost alkylové skupiny mitize
zpusobovat i vychylky od planarity. Naptiklad 7,12-dimethylbenzo[a]anthracen obsahujici methylové
skupiny v zatokové oblasti je od zakladni roviny vyhnuty o 22° a izomer 1,12-DMBA je vyhnuty
dokonce 0 36° [4, 8, 9].
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Samotné PAHs a A-PAHS se nevazou na DNA piimo, vysoce reaktivni a schopny vazat se na

DNA jsou jejich neékteré metabolity. V dalsim odstavci bude popsan mechanismus metabolické aktivace

5-methylchrysenu, ktery je obsazen v cigaretovém koufi a vykazuje karcinogenni ucinky [4, 8, 11].

Tabulka 3: Slozeni cigaretového koure [21].

PAH Obsah PAH [ng/cigareta]
naftalen 350,3
fluoren 2175
fenanthren 134,8
anthracen 74,9
pyren 48,6
chrysen 15,7
benzo[a]pyren 10,3
5-methylchrysen 2,5

OO oxidace

CHj

_—
P-450

CHj

O

Oe hydrolyza

Obrazek 9: Metabolickad aktivace 5-methylchrysenu [22].

|

oxidace

OH
.0

CHj3

OH

H

Sucasti cytochromu P 450, ktery je pfitomny v endoplazmatickém retikulu bunék, je

5-methylchrysen oxidovan na epoxid. V dal$im kroku je tento metabolit pfeménén na trans-dihydrodiol,

ktery dale podléha epoxidaci za vzniku ultimativniho karcinogenu trans-diolepoxidu. Tato molekula

poté mize reagovat s bazemi nukleovych kyselin a vytvaret s nimi kovalentni vazbu. Nejsiln€j$imi

karcinogeny jsou metabolity trans-diolepoxidy v zatokové oblasti. Dalsi vyznamnou metabolickou

drahou je jednoelektronova oxidace vedouci ke vzniku radikalovych kationtli schopnych se opét

kovalentné vazat na baze [3].
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2.7  Osud A-PAHSs v zivotnim prostredi

Rozvoj prumyslu, téZba ropy, vysokoteplotni spalovani fosilnich paliv, vyuZivani dopravnich
prostfedkti a mnoho dalSich antropogennich ¢innosti narusilo pfirodni rovnovahu vzniku a degradace
PAHSs v piirodé. Od epochy primyslové revoluce konstantné nartstd koncentrace téchto latek ve
slozkach zivotniho prostfedi. V soucasné dobé jsou A-PAHs vSudypfitomné polutanty Zivotniho

prostiedi.

2.7.1  A-PAHs v atmosfére

A-PAHSs se dostavaji do atmosféry ve smési s OStatnimi derivaty a parentnimi PAHs. VétSina A-PAHS
ma stejné jako parentni PAHs tendenci se adsorbovat na rizné druhy aerosolti. Pokud se jedna o
tékaveéjsi A-PAHs, mohou existovat i v plynné fazi. Z atmosféry se mohou A-PAHSs dostat na zemsky
povrch pomoci suché a mokré depozice. Mohou byt transportovany a dispergovany Vv dusledku pohybi
vzdu$nych mas nebo miiZze dochazet k jejich degradaci chemickymi a fotochemickymi reakcemi, z nichz
nejvyznamngjsimi jsou fotooxidace a fotodimerizace. Pti fotodimerizaci anthracenu a jeho derivatd
vznikaji meso-regionové 4 + 4 cykloadukty a reakce je zvyhodnéna ptitomnosti methylovych skupin
vV meso-regionu. Fotooxidace probiha pii vystaveni PAHs vzduchu a slune¢nimu zafeni. Pti fotooxidaci
vznikaji endoperoxidy, ze kterych mohou vznikat az chinony. Opét plati, Ze fotooxidace je zvyhodnéna
ptitomnosti ~ methylovych  skupin v meso-regionu.  Naptiklad  potencialni  karcinogen
7,12-dimethylbenzo[a]anthracen a jeho aktivovany metabolit
7,12-dimethylbenzo[a]anthracen-3,4-t-dihydrodiol podléhaji velmi snadno fotooxidaci za vytvofeni
epoxidl. Tyto reakce mohou byt ovlivnény fadou faktorti, jako je napf. intenzita svétla, koncentrace

ostatnich polutantti (NOx,SOx), nebo vlastnosti ¢astic, na kterych jsou A-PAHSs adsorbovany [9].

2.7.2 A-PAHSs ve vodach a sedimentech

Nejvétsi mnozstvi A-PAHSs se do povrchovych vod dostava mokrou depozici. Mezi dalsi zdroje patii
vytoky odpadnich vod z primyslu, havarie tankerti prevazejicich ropu, splachy z tézebnich ploch
ropnych piskti a dopravnich komunikaci. Nekteré PAHs v sedimentech mohou byt syntetizovany
mikroorganismy nebo rostlinami [9].

Kvuli velmi nizké rozpustnosti A-PAHS ve vodeé se témer nevyskytuji volné a vyznamné mnozstvi
A-PAHSs se usazuje v sedimentech, kde jsou tyto slouceniny velmi stabilni a jejich rychlost degradace
fyzikalné-chemickymi procesy je nizka. Mize zde dochazet k degradaci anaerobnimi organismy. Pokud
se A-PAHSs neusadi v sedimentech, miize dochazet k jejich odparovani zpét do atmosféry, oxidaci nebo
biodegradaci a biokoncentraci ve vodni bioté. Fotodekompozice A-PAHSs ve vodach zavisi na hloubce,

ve které se vyskytuji, na sile slunecniho zateni, okolni teploté a obsahu rozpusténého kysliku [9].
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Kriticka situace kontaminace motského ekosystému vysokymi koncentracemi A-PAHS nastala
naptiklad v roce 2006, kdy havaroval tanker Solar 1 u ostrova Guimaras. I pies odstraniovani olejové
skvrny se velké mnozstvi slouc¢enin usadilo v dnovych sedimentech a dochazelo k akumulaci A-PAHs
mekkysa a korysa. Vysoka kontaminace A-PAHS ve vodach je i v Alberté (Kanada) v dusledku tézby
ropnych pisku [7, 14].

273  A-PAHsvV pidé

Do pid se A-PAHS opét dostavaji suchou a mokrou depozici, vylitim olejii a dalsi antropogenni ¢innosti.
V pudé se mohou A-PAHS vazat na organické podily a tim se stavaji imobilni. O schopnosti latky vazat
se na organicky material v pidé (ale i v sedimentech) nas informuji hodnoty ptidniho adsorpcniho
koeficientu Ko, ktery roste od nizkomolekularnich k vysokomolekularnim A-PAHs. A-PAHSs se mohou
také bioakumulovat v padnich organismech, jako jsou napftiklad ZiZaly. Bylo zjisténo, Ze schopnost
bioakumulace nékterych A-PAHs je vySSi nez prioritnich 16 PAHs. V pidach mtize dochazet
k biodegradaci diky organismim majicim enzymy, které dokazou $tépit vazby v A-PAHSs a jsou schopny
tyto slouceniny vyuzivat jako zdroj energie. Biodegradace témito organismy zavisi na faktorech
prostiedi (teplota, pH, obsah kysliku,...) a je mnohem pomalej$i nez degradace v atmosféfe. Organismy
degradujici A-PAHS jsou dvojiho typu. Prvni typ mikroorganismii ma enzymy napadajici aromaticky
kruh a druhy typ enzymy napadajici postranni fetézce. Na obrazku 10 je znazornéna metabolicka
preména 1-methylnaftalenu na 3-methylbenzen-1,2-diol mikroorganismem Pseudomonas Putida
CSV86 [22, 23].

CH; OH
“ “ SOOI

H

* 6 OH
CHj 3 CH, CHs COO

Obrazek 10: Metabolicka preména 1-methylnaftalenu [22].
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2.8  Vyuziti A-PAHSs K urceni ptivodu

kontaminace

PAHs se do zivotniho prostiedi dostavaji vzdy jako smés, jejiz sloZeni a koncentracni pomeéry
jednotlivych slozek jsou pro dany proces charakteristické. Na tomto faktu je zalozena metoda
diagnostickych poméra vyuzivana k identifikaci potencialniho zdroje emitovanych PAHs.

Vétsina diagnostickych poméri je zaloZzena na poméru PAHs se stejnou molekulovou hmotnosti
a podobnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi. Z téchto diivodl jsou nejvhodnéjsimi latkami izomery
PAHS (napiiklad anthracen a fenanthren).

Pro vypocet diagnostickych pomért se vyuziva vzajemnych pomért parentnich PAHSs, ale i
poméru alkylsubstituovanych PAHS k parentnim. Koncentra¢ni pomér je poté porovnan s jiz zjisténymi
poméry PAHs zrtznych zdroji [24]. Naptiklad parentni PAHS s molekulovou hmotnosti 178
(anthracen) a 202 (fluoranthen) jsou obvykle vyuzivany pro rozliSeni mezi pyrogennimi a petrogennimi
zdroji. Z alkylovanych derivati se vyuZzivaji napt. dimethylfenanthreny (DMP), které se vyskytuji
v uhli, kerogenu, surové ropé a bitumenu. Pomér 1,7-DMP ku 2,6-DMP na ¢asticich obsazenych
Vv atmosféte je citlivym indikatorem pro rozliSeni emisi vzniklych spalovanim dieva a emisi motorovych
vozidel [25].

Tabulka 4. Priklady vyuziti DMP [25].

Zdroj 1,7-DMP/(2,6+1,7-DMP)
Spalovani dubového dieva 0,71

Spalovani borovicového dieva 0,9

Spalovani hnédého uhli 0,62

Tabulka 5: Priklady diagnostickych poméri vyuzivajici A-PAHs a PAHs [24].

PAHs pomer zdroj
<0,1 Petrogenni puvod
>0,1 Pyrogenni ptivod
<0,4 | Petrogenni piivod
fluoranthen/( fluoranthen+pyren) 0,4-0,5 | Spalovani fosilnich paliv
>0,5 Spalovani travy, dieva uhli
0,2-0,35 | Spalovani uhli
>0,35 | Emise dopravnich prosttedkii

anthracen/(anthracen-+fenanthren)

benzo[a]anthracen/benzo[a]anthracen+pyren

reten/(reten+chrysen) ~1 Spalovani dieva
2-methylnaftalen/fenanthren <1 Spalovani paliv
<1 Spalovani benzinu

methylfenanthren/fenanthren

>1 Spalovani nafty
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3 Analyza A-PAHs

3.1 Vzorkovani

Metody odbéru vzorki z riznych piirodnich matric lze obecné rozdélit do dvou skupin, odbéry bodové
a pasivni vzorkovani. Bodovym odbérem rozumime odbér vzorku v ur¢itém case a na uréitém miste.
z bodovych odbérit neposkytuji informaci v dlouhodobégj$im horizontu a reprezentuji pouze stav
v okamziku odbéru. Mezi dal$i nevyhody patii napiiklad nutnost manipulace s pomérné velkym
objemem vzorku nutnym pro stopovou analyzu. Nedostatkim bodovych odbéri se lze v nékterych
pfipadech vyhnout vyuzitim metod pasivniho vzorkovani. Pasivni vzorkovani je metoda vzorkovani
slozek zivotniho prostfedi, pti které je vhodné zvolené vzorkovaci zafizeni exponovano ve sledované
lokalité po dobu uréenou uzivatelem. Po expozici je zafizeni pasivniho vzorkovace deinstalovano a
transportovano do laboratotfe. Behem expozice neni zatizeni pasivniho vzorkovace zavislé na vné&jsim
zdroji energie a nevyzaduje ani zasah operatora. Mezi hlavni vyhody pasivniho vzorkovani patii vysoka
citlivost pro specifické kontaminanty, vzorkovani biodostupné frakce, zohlednéni ndhodnych zmén
v koncentraci polutantu v case (Casové vazené neboli integrativni vzorkovani), zakoncentrovani
sledovanych latek in-situ, moznost uchovani vzorku pro pozdé&jsi analyzu a v neposledni fadé také

komeréni dostupnost [26, 27].

3.1.1 Odbér vzorku ovzdusi

PAHs jsou semivolatilni latky a v atmosféie jsou pfitomny bud’ pouze v plynné fazi (pfedevs§im lehci,
tékaveéjsi PAHs, napi. naftalen, acenaftylen, acenaften, fluoren), nebo z ¢asti v plynné fazi a z ¢asti
vazané na polétavém prachu (fenanthren, anthracen, fluoranthen, pyren, benzo[a]anthracen, chrysen),
ptipadné pouze vazané na pevnych casticich (benzofluorantheny a vys$si PAHs). Z tohoto divodu
vyuzivame zatizeni prosavajici vzduch ¢erpadlem pres odb&rova média, ve kterych jsou pouzity obvykle
dva druhy filtri zafazenych sériové. Prvni ze dvojice filtri zachytdva Gastice prachu o velikosti
>0,5 um, na nichz jsou sorbovany malo tékavé a netékavé PAHs. Tyto filtry jsou zhotoveny z
kiemennych ¢i skelnych mikrovlaken, jejichz povrch byva silanizovan, aby bylo zabranéno sorpci na
aktivnich centrech. Dalsi alternativou mize byt membranovy teflonovy filtr. Na druhém filtru,
zhotoveném z polyurethanové pény nebo pryskytice XAD-2, jsou sorbovany leh¢i PAHS z plynné faze.
Objem odebraného vzduchu se pohybuje v rozsahu 10-10° m?, typicky je odbér 2500 m® vzduchu za
24 hodin, pfi kterém se zachyti na filtru o plose 400 cm? piiblizné 0,25 g Eastic. V soucasnosti se viak
pti odbérech vzduchu dava piednost kratsim odbérim do 1 hodiny tak, aby nedochazelo k nezadoucim

reakcim s NO; ¢i Os. Pti odbéru PAHs je tieba pocitat s tim, Ze se v ovzdusi mohou vyskytovat i jiné
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organické polutanty, napt. PCBs, které budou spole¢né s PAHs zachyceny na filtrech. Po skonceni
odbéru se zaznamena objem vzduchu prosatého zafizenim, meteorologické podminky (napfi. teplota,
rychlost a smér vétru, atmosféricky tlak, intenzita slune¢niho zateni, srazky). Exponované filtry se zabali
do hlinikové folie, aby bylo zabranéno fotolyze, a jsou umistény do vzduchotésné nadoby. Soucasné
s exponovanymi filtry skladujeme i neexponované filtry, které dale slouZi k slepému stanoveni [28, 29].

Pro pasivni vzorkovani PAHs z ovzdusi se nabizi nékolik moznych zafizeni a to pfedevsim
SPMDs (Semipermeable Membrane Devices), vzorkovaé typu POG (Polymer-coated Glass) a PUF

Sampler.

3.1.1.1 Vzorkovace se semipermeabilni membranou (SPMDs)

SPMDs byly puvodné ur¢eny k pasivnimu vzorkovani lipofilnich, persistentnich organickych latek z
vod, Vv soucasné dobé se vSak uz vyuzivaji i pro pasivni vzorkovani polutanti z ovzdus$i a v omezené
mife i pro vzorkovani polutantt z ptd.

Zakladem SPMD je ploché trubice z polyethylenu o nizké hustoté bez aditiv. Ve standardnim
usporadani je Sitka trubice 2,5 cm a délka trubice obsahujici napli 84 cm, tloustka stény je ptiblizne
75-90 pm. Pfed plnénim je LDPE trubice ptecisténa bud’ dialyzou, nebo Soxhletovou extrakci. Do
trubice je pak nadavkovan 1 ml vysoce Cistého trioleinu a konce trubice jsou uzavieny dvéma svary.
Takto piipraveny vzorkovaé je upevnén do ochranného nerezového kosSe nebo do drzaka specifickych
pro vzorkované prostiedi. Doba expozice se pohybuje v rozmezi 2-8 tydni, po ukonéeni vzorkovani je
exponovany vzorkova¢ prepraven ve vzorkovnici za sniZzené teploty do laboratofe. Pro uvolnéni
zachycenych analytl se obvykle vyuziva dialyza, exponované vzorkovace jsou ponofeny do roztoku
rozpou$tédla na 48 hodin, pfiemz je nutné po 24 hodindch vyménit rozpoustédlo. Nejcastéji
vyuzivanymi rozpoustédly pro tyto ucely jsou hexan nebo cyklopentan. Dialyzat poté obsahuje pouze

organické polutanty a malé mnozstvi lipidu [29].

3.1.1.2 PUF Sampler

Pasivni vzorkova¢ ovzdusi s diskem z polyurethanové pény neboli PUF Sampler je vhodny
k monitorovani PAHs a ostatnich persistentnich organickych polutanti. Vzorkovani se uskuteciiuje
spontanni difuzi analytu do sbérného média — polyurethanové pény. PUF Sampler se sklada ze dvou
nerezovych misek, z nichz jedna je vétsi o priméru 30 cm a druha mensi o priméru 24 cm. Ob¢ tyto
misky jsou spojeny vertikdlni osou a mezi nimi je na ose umistén PUF disk. Toto zafizeni se ve

vzorkované oblasti zavési do vysky 1,5-2,0 m a je ponechano exponovat [30].
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Drzak
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Vétraci sterblna )%g PUF disk

Obrdazek 11: Pasivni vzorkovac¢ s PUF diskem [30].

3113 POG

Pasivni vzorkovaé typu POG ma podobnou konstrukci jako PUF Sampler s tim rozdilem, ze misto PUF

disku je zde duty sklenény valec potazeny tenkym filmem ethylenvinylacetatu (EVA) [30].

POG valec smoceny EVA

NG

Ventila¢ni mezera

Opéma ty¢

\ 8 vetracich otvori
Obrazek 12: Pasivni vzorkovac typu POG [31].

3.1.2  Odbér vzorku vody

Pti odbéru vzorku vody se musi dbat na to, aby byl ziskany vzorek reprezentativni. Hodnoty difuznich
koeficientil jsou priblizné o ¢tyfi fady nizsi, nez ve vzduchu, z toho plyne, ze sledovany analyt nemusi
byt obsazen rovnomérné v celém sledovaném objemu. Nizs§i PAHs se ve vodé mohou vyskytovat
rozpuSténé, s rostoucim poc¢tem jader rozpustnost ve vodé prudce klesa a vys$si PAHs jsou pouze
sorbované na suspendovanych ¢asticich nebo jsou kumulovany v sedimentech na dné. V povrchovych
a zvlasté odpadnich tocich mtze byt rozpustnost PAHS a jejich derivatl zvySena pfitomnosti ostatnich
kontaminujicich latek, napft. tenzidi nebo rozpoustédel.

Prosty bodovy odbér se provadi pomoci pruto¢né valcovité nadoby, ktera ma z obou stran

uzaviratelna vika. Oteviend vzorkovnice se pomoci cejchovaného lana spusti do pozadované hloubky a
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nasledné je uzaviena obéma viky. Ziskany vzorek je uchovan ve sklenéné vzorkovnici z hnédého skla a
co nejdrive umistén do lednice. Je vhodné pouZzivat sklenéné vzorkovnice se silanizovanym povrchem,
aby nedochazelo k sorpci analytu na sténach nadoby.

Pro pasivni vzorkovani A-PAHSs z vod je také mozné vyuzit pasivni vzorkovace, jako jsou
napiiklad SPMDs, Membrane-Enclosed Sorptive Coating (MESCO), nebo keramicky dozimetr

naplnény vhodnym sorbentem.

3.1.2.1 Keramicky dozimetr

Keramicky dozimetr se sklada z dutého keramického valce vyrobeného z oxidu hlinitého (a-Al2Os),
potazeného vrstvickou oxidu titani¢itého (TiO2) o tloust’ce 5 pm. Délka valce je 5 cm, vnéjsi prameér
1 cm a Sitka stény 2 mm. Valec je naplnén ptiblizn€ 0,6 g vhodného sorbentu a z obou stran uzavien

zatkami z PTFE [32].

__ PTFEzitky —

-

Obrazek 13: Keramicky dozimetr [32].

3.1.2.2 MESCO

Membrane Sorptive Coating neboli MESCO je pasivni vzorkova¢ slozeny zvaku vyrobeného
z regenerované celulozy naplnéného MilliQ vodou a michadélka Twister (vyuzivaného téz pro Stir Bar
Sorptive Extraction — SBSE), které se vtomto vaku volné pohybuje a slouzi jako faze pfijimajici
polutant. Vak z regenerované celulézy je na obou koncich uzavien a funguje jako polopropustna

membrana [33].
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Obrazek 14: MESCO [33].

3.1.3  Odbér vzorku pudy

Pida ptedstavuje znacné heterogenni material s omezenou migraci slozek, a tak mize byt sledovany
analyt distribuovan v monitorované lokalité¢ zcela nepravidelné, a to jak horizontalné, tak i vertikalng.
systému sledujeme pouze stopova mnozstvi kontaminantii, jejichz koncentrace zavisi i na typu pudy,
rozpustnosti dané latky ve vod¢ a mikrobidlni aktivit€ v pade. Pti planovani odbéru vzorki pady je nutné
vhodné zvolit vzorkovaci lokalitu a pocet, velikost a rozmisténi jednotlivych vzork.

Pfi bodovych odbérech pid odebirame vzorky pomoci upravenych ry¢a, spiralovych vrtakt nebo
trubkovych vzorkova¢t. Hloubka odbéru je obvykle kolem 15-25 cm s ohledem na typ analytu, typ
pidy a zpusobu obdélavani dané lokality [28].

Pro pasivni vzorkovani ptd je mozné vyuzit SPMD. Vzorkovaé je zakopan do hloubky 10 az
20 cm. Aby nedoslo k poskozeni membrany, je vhodné ji chranit piekrytim latkou nebo ochrannym

pletivem. Obvykla délka expozice je 2—8 tydni [29].

3.2  Izolac¢ni metody

Po odbéru vzorku je nutné pro nasledujici analyzu analyt extrahovat z matrice a zarovei tim sledované
latky prekoncentrovat, tak aby jejich koncentrace byla nad mezi detekéniho limitu chromatografického
pristroje (Instrumental detection limit, IDL). Vhodnou extrakéni techniku volime podle skupenstvi
odebraného vzorku a povahy sledované¢ho analytu. Idedlni metoda extrakce by méla byt rychla,

jednoducha, levna a kvantitativni, bez ztraty a degradace analyzovanych latek.
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3.2.1  Extrakce tuhych vzorki

Pfi odbéru vzorkli z ovzdusi jsou na prvnim filtru zachyceny prachové castice, na nichz jsou
adsorbovany téz8i PAHs, a na druhém filtru z polyurethanové pény (PUF) jsou adsorbovany lehéi
PAHSs. Z obou filtri mtZzeme sledované analyty ziskat napiiklad extrakci v Soxhletové extraktoru. Tento
typ extrakce je vSak Casové velmi narocny a spotieba rozpoustédel je vysokd. Z téchto divoda se
v souCasné dobé dava piednost modernéjSim typum extrakce, které jsou v porovnani s extrakci
v Soxhletové extraktoru rychlé a spotieba rozpoustédel je vyrazné nizsi. Mezi nejrozsifenéjsi techniky
patii tlakova extrakce rozpoustédlem (PSE, Pressurised Solvent Extraction, téZ ASE — Accelerated
Solvent Extraction, pfipadn¢ PLE — Pressurized Liquid Extraction), mikrovinna extrakce (MAE,
Microwave Assisted Extraction) a superkriticka fluidni extrakce (SFE, Supercritical Fluid Extraction).
Tyto metody jsou vhodné i pro izolaci sledovanych analytd ze vzorkiu pudy, sedimentd, potravin a

dal$ich tuhych matric.

3.2.1.1 Extrakce v Soxhletové extraktoru

Soxhletiv extraktor se sklada ze tii hlavnich ¢asti, varné barky, extrakéniho nastavce s patronou a
chladice. Tuhy vzorek je umistén v patroné, ktera je bud’ z papiroviny, nebo se jedna o sklenény vale¢ek
s fritou misto dna. Ve varné baiice se udrzuje rozpoustédlo pti bodu varu a jeho pary prostupuji postranni
trubici az do chladice, kde kondenzuji. Zkondenzované rozpoustédlo skapava do patrony a extrahuje
rozpustné komponenty z tuhé matrice. Jakmile se patrona cela naplni, rozpoustédlo s vyextrahovanymi
latkami pteteCe prepadovou trubickou zpét do varné baiiky. Tyto cykly se neustdle opakuji a ve varné
banice se shromazd'uji vyextrahované latky, jejichz bod varu je vy$$i nez bod varu pouzitého
rozpoustédla.

Volba rozpoustédla zavisi na vlastnostech latek, které¢ maji byt vyextrahovany. Protoze PAHs jsou
latky malo rozpustné ve vodé, voli se obvykle nepolarni rozpoustédla (benzen, toluen) a smesi téchto
rozpoustédel s polarn€jsimi, jako jsou napt. methanol, ethanol, nebo isopropanol. Podil polarngjsiho
rozpoustédla zvySuje vytéZnost extrakce, zaroven vSak stoupa i obsah koextrahovanych latek v extraktu.
Oblibenym a udinnym extrakénim ¢inidlem je rovnéz dichlormethan. Aby nedochézelo k rozkladu
fotolabilnich PAHs, doporucuje se aparaturu chranit pfed svétlem a to zabalenim aparatury do hlinikové
folie. Objem potiebnych Cistych rozpoustédel je pii této metodé extrakce vysoky, pohybuje se az ve

stovkach ml, z toho plynou vysoké finanéni naklady. Cas potiebny pro extrakci je az 24 hodin [24].
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Obrazek 15: Extraktor Soxhlet [34].

3.2.1.2 Tlakova extrakce rozpoustédlem

Tlakova extrakce rozpoustédlem (PSE, Pressurized Solvent Extracttion) je metoda vyuzivana pro
extrakci semivolatilnich organickych sloucenin z pevnych matric. PSE probiha za vyssich teplot (50 az
200 °C) a vysokych tlakt (10-15 MPa), pii kterych dochazi k lepSimu rozpousténi analytu, snizeni
povrchového napéti a viskozity rozpoustédla. Schéma zakladniho typu extraktoru PSE je uvedeno na

obrazku 16.
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Obrazek 16: Schéma PSE [35].

Pro izolaci PAHSs z pevnych matric je nutné vzorek vhodné pfipravit, zvolit vhodné rozpoustédlo
a optimalizovat podminky, za kterych extrakce probéhne, aby byla vytéznost sledovaného analytu co

nejvyssi.
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3.21.2.1.  Vliv pfipravy vzorku

Rozmélnénim vzorku docilime lepsi extrakce z pevné matrice do rozpoustédla. Velmi dilezité je také
vysuSeni vzorku, nebot’ vlhkost vzorku mize snizovat ucinnost extrakce. Suseni mize probihat pfi

laboratorni teploté, nebo miize byt ke vzorku pfidano vhodné dehydrata¢ni ¢inidlo.

3.2.1.2.2.  Vliv rozpoustédla

Extrakéni rozpoustédlo je voleno tak, aby co nejlépe extrahovalo sledované analyty a zaroven
minimalizovalo koextrakci nezadoucich latek ze vzorku. Vhodné je volit rozpoustédlo tak, aby bylo
slucitelné s rozpoustédly pouzitymi v nasledujicich krocich. Polarita rozpoustédla by méla byt podobna
polarité extrahovanych latek. Pro extrakci PAHS se voli rozpoustédla nepolarni nebo smési nepolarnich
smirn¢ polarnimi. Mezi nejvyuzivanéjsi patii dichlormethan, dichlormethan/aceton (1:1),
dichlormethan/methanol (90:10), dichlormethan/aceton (1:1), aceton/hexan (1:1) a dalsi [36].

3.2.1.2.3.  Vliv teploty, tlaku a doby extrakce

Teplota i tlak vyznamné ovliviiuje G¢innost extrakce. Obecné plati, Ze zvySenim teploty docilime
zlepSeni pronikani extrakéniho rozpoustédla, zvySeni rychlosti diftize a desorpce analytu z matrice do
rozpoustédla. Vyssi tlak udrzuje rozpoustédlo pii vyssich teplotach v kapalném stavu. Doba extrakce se
pohybuje mezi 5-10 minutami. Vys§i G¢innost extrakce je dosaZena pii kratSich extrakcich v nékolika

krocich [37].

3.2.1.3 Mikrovlnna extrakce

Mikrovinna extrakce (MAE, Microwave Assisted Extraction) slouZi pro extrakci sledovanych analytt
z pevnych matric jako jsou vzorky pudy, sedimenti nebo nékterych druhli potravin. Analyty jsou
extrahovany pomoci horkych rozpoustédel ohfivanych mikrovinami v MAE extraktoru. Ve srovnani
s extrakci Soxhletoveé extraktoru je pfi MAE zapotfebi mnohem mensi objem €istého rozpoustédla
(10 —25ml) a zaroven i krat$i doba extrakce (10 minut), ¢imz jsou sniZeny provozni naklady této
metody [29].

Pti extrakci PAHs z pevnych matric se nadavkuje nékolik gramti vzorku a 10—25 ml rozpoustédia
do extrakéni patrony, ktera je vlozena do pfistroje. Pro PAHs je mozné vyuzit napiiklad smés
rozpoustédel aceton a n-hexan v poméru 1:1. MAE muze pracovat bud’ v otevieném systému za
atmosférického tlaku nebo v systému uzavieném, kde je moznost pracovat i pfi vys$§im tlaku. Po
probéhnuti extrakce v termostatu je nutné extrakéni patronu nechat zchladnout. Pfi tomto procesu miize
dochazet k nezadouci readsorpci latek do matrice, a tim az k 30 % ztratam analytu. Po ochlazeni patrony

je nutné oddélit extrakt od matrice, coz piedstavuje dal$i separa¢ni krok a moznost ztrat [29].
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3.2.1.4  Superkriticka fluidni extrakce SFE

Pti superkritické fluidni extrakci je jako extrahovadlo vyuzivana tekutina v nadkritickém stavu. Mezi
vyhody tekutiny v nadkritickém stavu patii zvySena rozpoustéci schopnost, nizsi viskozita, vyssi
difuzivita oproti kapalindm a téméf nulové povrchové napéti umoziujici tekutiné vnikat do port
matrice. Nejcastéji vyuzivanym extrahovadlem je oxid uhlicity, ktery je netoxicky, nehotlavy, inertni,
dostupny ve vysoké Cistoté za piijatelnou cenu a také jeho kriticky bod je pomérné snadno dosazitelny
(31°C, 7,38 MPa). Nejvétsi nevyhodou CO- je jeho nizka polarita a samotny je tak nevhodny pro
polarnéjsi analyty. Pro extrakci polarnéjSich analyt hraje kli¢ovou roli pfidavné rozpoustédlo neboli
modifier, ktery zvysi rozpustnost daného analytu. Mezi nejbézné€jsi modifiery patii methanol, ethanol,
acetonitril, kyselina mraven¢i a octova, chloroform, dichlormethan, benzen a dalsi. Sledovany analyt je
po vyextrahovani jiman ve vhodném rozpoustédle nebo zachytavan na sorbentu [29].

Tato metoda extrakce se ukazala byt vhodna jak pro parentni PAHs, tak i pro jejich derivaty ve
vzorcich pudy. Pro vysokou vytéznost metody je nutnd optimalizace zatizeni zahrnujici volbu vhodného
modifieru a jeho procentualni zastoupeni, nastaveni optimalni rychlosti priutoku CO>, teploty, tlaku a
délky extrak¢éniho procesu.

Pro PAHs a jejich derivaty se ukazalo vyhodné nasledujici nastaveni: modifier 10%
dichlormethan (DCM), rychlost prutoku CO, 1 ml/min, délka extrakce 15 min, teplota 40°C, tlak
30 MPa a zachyceni analytu na uhlikovych vlaknech [38].
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3.2.2  Extrakce kapalnych vzorki

Pfi odbéru vzorkii vod je nutné provést filtraci pres teflonovy filtr s velikosti portt <1 um. Tuha faze
zadrzena na filtru se extrahuje stejnymi technikami jako prachové castice, zatimco sledované analyty
z filtratu se izoluji bud’ extrakci kapalina—kapalina, nebo tuhym sorbentem metodou SPE (Solid Phase

Extraction).

3.2.2.1 Extrakce kapalina—kapalina

Jedna se o klasickou metodu, kdy je kapalny vzorek jednou az téikrat protiepavan s vhodnym extrakénim
rozpoustédlem. Rozpoustédlo volime tak, aby se nemisilo s matrici, sledované analyty v ném byly dobie
rozpustné a stabilni, jeho Cistota byla vysoka, aby nedochazelo ke kontaminaci vzorku. Diive se tato
extrakce provadéla tiepanim délici banky v ruce, v soucasné dob¢ se spiSe vyuzivaji laboratorni
trepacky.

Moderngjsi metodu extrakce kapalina—kapalina piedstavuje mikroextrakce kapkou rozpoustédla
(SDME, Single Drop Microextraction), ktera se uplatiiuje pii analyzach PAHs i polychlorovanych
bifenylt (PCBS) a dalsich analytt nepolarniho typu. Vyhodou této metody je minimalizace objemu

pouzitého rozpoustédla [29].
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Obrazek 17: Mikroextrakce kapkou rozpoustédia [39].

3.2.2.2 Extrakce tuhou fazi SPE

Extrakce tuhou fazi se stala jednou z nejuzivanéj$ich metod v modernich laboratotich. Jeji provedeni
spociva v proliti vzorku kolonkou naplnénou vhodnym sorbentem. V sou¢asné dob¢ je na trhu Siroky
vybér rozmért kolonek a sorbentd. Vedle klasickych sorbentti na bazi silikagelu a jeho modifikovanych

forem se vyuzivaji i nové typy polymernich sorbentt na bazi styren-divinylbenzenu, akrylesteru a
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dalsich. V porovnani se silikagelem mohou byt polymerni sorbenty vyuzivany v Sir§im rozsahu pH, u
nékterych neni nutny ani proces kondicionace, neprojevuje se u nich silanolova aktivita a s ni souvisejici
retencni mechanismy, mnozstvi sorbentu potiebného pro extrakci je niz$i a rozSifuje se i Skala latek,

které je mozné extrahovat [29].

3.2.2.3 Mikroextrakce tuhou fazi

Nespornou vyhodou mikroextrakce tuhou fazi (SPME, Solid Phase Microextraction) je absence
organického rozpoustédla. Sledované analyty se sorbuji na vlakn€ potazeném polymerni vrstvou
sorbentu. Konstrukei zafizeni ptipomina stéikacku s injekéni jehlou. Ocelova jehla slouzi jako ochranny
obal pro kiehké kiemenné vlakno, které mize byt pokryto napiiklad polydimethylsiloxanem (PDMS),
polyakrylatem, divinylbenzenem s Carbowaxem a kombinaci téchto materiald.

Volbou vhodného materialu mizeme do jisté miry nastavovat selektivitu pro urcité skupiny
analytll a tim je separovat od ostatnich skupin interferenti. Dalsi vyhodou SPME je moznost on-line
spojeni s plynovou chromatografii, pfi které jsou sledované analyty z vlakna uvolnény tepelnou
desorpci, nebo on-line spojeni s vysokoucinnou kapalinovou chromatografii, pti které se analyt z vlakna

ptevede do rozpoustédla [29, 39].

Ochranna jehla

Télo stiikaclky

SPME vlakno uvnitt jehly

Obrizek 18:SPME [40].

3.3  Precisténi

Po vyextrahovani analytu je v mnoha pfipadech nutné ziskany extrakt jesté precistit vhodné zvolenou
separa¢ni metodou od koextrahovanych latek. Tyto latky by mohly interferovat a vyrazné zkomplikovat
chromatografickou analyzu. K témto uc¢eliim je nejéastéji vyuzivano €isténi na vhodném sorbentu, méné
Zasto pak reextrakce do jiného rozpoustédla. Cisténi extraktu pomoci kyseliny sirové nebo jiného ¢inidla
patii do tzv. destruktivnich metod, pfi kterych mtize dojit i k nezddoucimu rozkladu analytu. Mezi

nedestruktivni metody fadime gelovou permeacni chromatografii a sloupcovou chromatografii.
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Pti analyzach PAHs z Zivocisnych tkani je problematické tyto latky oddélit od koextrahovanych
tukii a olejii. K t€émto uceliim lze pro piecisténi vyuzit dialyzy. Vzorek je umistén do polyethylenové
trubice a ponofen do rozpoustédla. Mensi molekuly PAHs jsou schopné proniknout skrze pory
membrany a vétsi molekuly lipidi zistavaji uvnitf.

Po pfecisténi extraktu je jes$té nutné vzorek upravit na pozadovany objem (1 ml a méng).
V piipadé, Ze analyt neni termolabilni, 1ze pro tento uc€el vyuzit rotacni vakuovou odparku. Jestlize
odpafeni rozpoustédla nelze provést pomoci tepelné energie, je jeho objem redukovdn proudem

inertniho plynu [24].

3.3.1  Gelova permeacni chromatografie

Pti separaci PAHs pomoci gelové permeacni chromatografie se vyuziva interakce PAHs se skeletem
gelu. Diky této interakci jsou PAHs eluovany az za pracovni oblasti gelu, zatimco interferujici latky
eluyji z kolony dfive. NejCastéji vyuzivanou stacionarni fazi je dextranovy gel zesitovany
epichlorhydrinem v kombinaci s 2-propanolem jako mobilni fazi. Alternativou stacionarni faze mohou
byt styren-divinylbenzenové gely. V uréitém retenénim Case se pak jima frakce PAHs, jejiz objem mtize
byt zredukovan na rota¢ni vakuové odparce priblizné na 1 ml. Takto pfipraveny vzorek se bud’ pfimo
davkuje do chromatografického zafizeni nebo mize byt piecistén jest¢ v druhém kroku pomoci

sloupcové chromatografie nebo SPE [29, 41].

3.3.2  Sloupcova chromatografie

Sloupcova chromatografie je jednoducha, ale dodnes vyuzivand metoda zalozena na adsorpénim
mechanismu. Pro pie¢isténi extraktu pomoci sloupcové chromatografie se jako stacionarni faze vyuziva
silikagel s vétsim zrnénim (Castice vétsi nez 50 um). To zajistuje dostateéné rychly pratok mobilni faze
kolonou vlivem pouhé gravitace. PInéni kolon pro sloupcovou chromatografii je realizovano bud’ za
sucha nebo za mokra. Za sucha se do kolonky davkuje aktivovany silikagel po malych davkach a
jemnym poklepavanim se usazuje v kolonce. Za mokra se do kolonky nalije suspenze silikagelu ve
vhodném rozpoustédle a to se Caste¢né odpusti tak, aby sloupec silikagelu zlstal kompletné smocen. Po
naplnéni kolony se vzorek nanese na kolonu v nepolarnim rozpoustédle, nejlépe v hexanu a po jeho
vsaknuti se timto rozpoustédlem vymyvaji z kolony nasycené uhlovodiky. Pro eluci zony PAHS se

K hexanu pfida v poméru 1:1 dichlormethan [28, 46].
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3.4  Finalni analyza

Pro stanoveni PAHs se v soucasné dobé nejvice vyuziva chromatografickych metod v kombinaci se
spektralnimi. Chromatograficky systém se vzdy sklada zjedné nepohyblivé, stacionarni faze a
pohyblivé, mobilni faze. Separa¢ni mechanismus je zaloZen na rozdé€lovani slouc¢enin mezi tyto dvé
vzajemné nemisitelné faze a z toho plynouci rozdilné rychlosti migrace jednotlivych komponent smeési
sloucenin chromatografickym systémem. Chromatografickych metod se vyuziva jednak pro zvySeni
koncentrace jedné nebo vice slozek a jejich isolaci v Cistém stavu, ale i Kk identifikaci slozek vzorku a
stanoveni jejich obsahu. Podle skupenstvi mobilni faze rozliSujeme chromatografii plynovou (GC, Gas
Chromatography), kapalinovou (LC, Liquid Chromatography) a superkritickou fluidni (SFC,
Supercritical Fluid Chromatography). Stacionarni faze mtize byt u GC a LC kapalna nebo pevna, u SFC
pouze pevna.

Mezi nejuzivanéjsi techniky pro stanoveni PAHs patii plynova chromatografie v tandemu s
hmotnostnim spektrometrem jako detektorem a vysokotcinna kapalinova chromatografie (HPLC, High
Performance Liquid Chromatography) v systému obracenych fazi s fluorescen¢ni detekci. Ostatni
metody jako jsou chromatografie na tenké vrstvé, chromatografie s mobilni fazi v nadkritickém stavu a
ptima spektralni stanoveni se vyuzivaji méné casto.

Vyhodou metody plynové chromatografie s kapilarni kolonou je jeji vysoka separa¢ni u¢innost a
v ptipadé vyuziti hmotnostniho spektrometru jako detektoru i selektivita. Separacni uCinnost
vysokoucinné kapalinové chromatografie je oproti GC sice niZ$i, ale fluorescenéni detektor je citlivy

s nizkymi mezemi detekce a je selektivni pro latky poskytujici fluorescenci [24, 19].

3.4.1 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie je nejvyuzivangjsi pro stanoveni PAHs a jejich derivatd, a to pfedev$im diky
jeji vysoké separa¢ni ucinnosti. Slozky vzorkd se v chromatografickém systému déli po prevedeni do
plynné faze, a proto se GC hodi ptedev§im pro separaci tékavych i polotékavych a malo ¢&i stiedné
polarnich latek. Limitujicim faktorem pro stanoveni PAHs jsou jejich vysoké body var. V souc¢asné
praxi je ale mozné stanovovat PAHs az se 7 kruhy, coZ postacuje pro vétSinu stanoveni.

V GC je nej¢astéji vyuzivana eluéni technika, kdy je vzorek jednorazové nastiiknut do kolony a
unaSen mobilni fazi. S mobilni fazi vzorek neinteraguje a v GC se pro ni vzilo spiSe oznaceni nosny
plyn, ktery slouzi pouze k transportu slozek kolonou. Slozky vzorku jsou tedy separovany na zakladé
rozdilnych interakci pouze se stacionarni fazi a jsou postupné eluovany inertnim nosnym plynem.
Jednotlivé frakce vychazejici z kolony jsou postupné indikovany detektorem. Separace muize probihat
pii konstantni teploté (izotermalni separace), nebo mize byt teplota regulovana (Separace

s programovanou teplotou) [42].
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Obrazek 19: Schéma plynového chromatografu [43].

Ulohou nosného plynu v GC je transport slozek kolonou. Pro tyto ucely se nejéastéji vyuziva
s detektorem, cena a bezpecnost. Jako zdroj nosného plynu slouzi tlakové ldhve nebo generatory
ptislusnych plynt. Pritok nosného plynu mize byt regulovan mechanicky nebo elektronicky. Volbou
nosného plynu a regulaci pratokové rychlosti mize byt ovlivnéna separaéni u¢innost kolony.

Injektory slouzi k pfevedeni vzorku do plynného stavu a jeho nadavkovani na zacatek kolony,
kde je dale unasen proudem nosného plynu. Davkovani se uskutectiuje pomoci plynotésné
mikrostiikacky nebo davkovaciho ventilu, a to ruéné ¢i automaticky. V ptipad¢ kapilarnich kolon se
vzorek davkuje pomoci injektoru s délicem nebo bez délice toku.

K analyzam PAHs jsou pouzivany vyhradné kapilarni kolony, nejcastéji kiemenné potazené kryci
vrstvou polyimidu, ktery kapilafe dodava pruznost. Délka kolony se pohybuje v rozmezi 12-50 m a
vnitini pramér 0,20-0,35 mm. Jako stacionarni faze nanesend na vnitini sténé kapildry se nejcastéji
vyuziva polysiloxan s funkénimi skupinami, napt. 5 % difenyl a 95 % dimethyl. Tloustka filmu
stacionarni faze byva nejcastéji 0,25 pm. S touto mirn€ polarni fazi 1ze pracovat az do teplot 350 °C.
Pouzitelné jsou také nepolarni faze na bazi polydimethylsiloxanu.

K detekci PAHs byl dlouhou dobu vyuzivan plamenovy ioniza¢ni detektor (FID, Flame
lonization Detector), jehoz relativni odezva je piiblizn€ stejna pro vsechny zakladni PAHS. Neni v§ak
selektivni a pfipadna koeluce jiné slozky muze zkreslit vysledek. Pro stanoveni A-PAHs se tento zptisob
detekce nehodi, naopak vhodnou metodou je spojeni plynové chromatografie s hmotnostné
spektrometrickym detektorem (MS, Mass Spectrometer), jehoz tii zakladni soucasti jsou iontovy zdroj,
hmotnostni analyzator (separator) a detektor.

Pii vyuziti tandemu GC/MS je nutné spojit kapilarni kolonu kon¢ici na atmosférickém tlaku s MS
pracujicim ve vakuu. To se provadi zavedenim konce kapilarni kolony do iontového zdroje

hmotnostniho spektrometru.
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Nejbéznéjsim zpuisobem ionizace PAHs a ostatnich organickych molekul je ionizace svazkem
urychlenych elektront, tzv. elektronova ionizace (EI, Electron lonization). Elektrony emitované
Zhavenym vlaknem jsou urychleny elektrostatickym polem a pfi interakei s cilovou molekulou dochazi
k vyrazeni jednoho elektronu (ojeding€le vice elektroni) za vzniku nabitych molekulovych iontt. Energie
predana molekule je obvykle vyssi neZ energie potfebna ke vzniku molekulového iontu a jeji piebytek
nasledné zplsobuje fragmentaci tohoto iontu. Tento postup poskytuje hmotnostni spektra, ktera jsou pii
energii elektronového svazku 70 eV uspofddana po tzv. normalizaci do databazi neboli knihoven
spekter.

V analyzatoru MS probiha separace iontii na zaklad¢ jejich poméru hmotnosti a naboje (m/z).
V kvadrupolovém analyzatoru jsou ionty dé&leny na zakladé odchyleni jejich trajektorie v
radiofrekvenénim poli, které je vytvaieno Ctyfmi tyCemi kruhového nebo hyberbolického prufezu
usporadanymi v podélné ose do ¢tverce. Dvojice protilehlych ty¢ijsou vodiveé spojeny a je na né vkladan
stejny potencial, slozeny ze stejnosmérné a vysokofrekvencni stiidavé slozky. lonty pfi prichodu
analyzatorem osciluji kolmo na podélnou osu kvadrupolu a projdou jen ty, které se pohybuji po stabilni
draze. Ostatni z kvadrupélu vyleti nebo se vybiji dotekem s n¢kterou z ty¢i. Dal§im typem analyzatoru
je sféricka iontova past. Jedna se 0 hyperboloidni prstenec se dvéma hyperboloidnimi vicky. Tonty jsou
nahromadény v okoli stfedu hyperboloidniho prstence a zvySovanim vysokofrekvencniho napéti
vkladaného na prstencovou elektrodu jsou jednotlivé ionty postupné vypuzovany na detektor. Priletovy
analyzator TOF (Time of Flight) separuje jednotlivé ionty podle doby priletu mezi iontovym zdrojem
a detektorem. lonty jsou urychleny elektrostatickym polem, které jim ud€luje stejnou kinetickou energii,
a poté leti oblasti bez pole. Jejich rychlost je zavisla na urychlovacim napéti, jejich hmotnosti a naboji.
Na detektor pak jednotlivé ionty dopadaji v riiznych ¢asech.

Volba detektoru zavisi na celkové konstrukci zatizeni. Nejéastéjsi metodou detekce je konverze

kladnych nebo zapornych iontli na elektrony a zesileni jejich signalu elektronasobicem [42].

3.4.1.1 Identifikace A-PAHs pomoci reten¢nich indext

Hmotnostni spektra ne¢kterych izomert A-PAHs mohou byt velmi podobné, a tak je v téchto piipadech
identifikace jednotlivych izomeri na zaklad¢ jejich hmotnostnich spekter nevhodné. Alternativni
metodou pro identifikaci latek s podobnymi hmotnostnimi spektry je vyuziti jejich retenc¢nich indext
(RD). Reten¢ni indexy jsou tabelované pro jednotlivé latky, avSak zavisi také na podminkach analyzy,
tj. pouZité stacionarni fazi a teplotnim programu analyzy.

Retencni indexy vychazeji z homologickych fad n-alkanti, kde kazdému uhliku je ptifazen
ptispévek 100 (methan obsahuje ve své struktufe jeden uhlikovy atom, jeho index je tedy I = 100, ethan
I = 200, hexan | = 600). Tato fada vytvofi stupnici, se kterou se porovnava retenéni chovani stanovované
latky. Retenéni Cas (popf. retenéni objem) sledované latky se pfepocita na retencni index, pricemz se

vyuziva dvojice n-alkant, z nichZ jeden se eluuje dfive a druhy pozdéji neZ stanovovana komponenta.
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V praxi se vyuZzivaji dva typy retencnich indexti. Pro izotermalni analyzu se vyuziva Kovatsiv
reten¢ni index (logaritmicky RI):

L, = 100n + 100 —— ,
lOg tR(Tl+1) - 10g tR(Tl)

(1.1)

kde tp(n) @ tpenst) j€ redukovany retenni Cas dvojice referentnich standardi a ty(,) je redukovany

reten¢ni ¢as stanovované latky.
Pro separaci s termalnim programem se vyuziva Van den Dooluv a Kratztv index (linearni RI):

t —t
I, = 100n + 100 =&MW (1.2)

trn+1) — tR(n)

kde tgrn) atrm+1) J€ retencni Cas dvojice referentnich standardii a tg(y) je retencni cas stanovované

latky [42, 44].

3.4.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie je vhodna pro separaci latek tepelné nestalych a neni tedy omezena tékavosti
analytl. Pfi separaci PAHs pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie HPLC (High Performance
Liquid Chromatography) se vyuziva systému obracenych fazi, kde stacionarni faze vykazuje nizsi
polaritu nez faze mobilni. Separa¢ni mechanismus probiha v tzv. kolonovém uspotadani, kde kolona je
hladka valcovita trubice naplnéna stacionarni fazi. Jako stacionarni faze se uplatiuje silikagel o malé
velikosti ¢asteCek modifikovany alkylovymi fetézci, nejcastéji oktadecyly nebo oktyly. Jako mobilni
faze jsou nejcastéji vyuzivany binarni smési methanolu, acetonitrilu a tetrahydrofuranu s vodou. Pt
vyuziti spektrofluorescenéni detekce je nutné z mobilni faze odstranit kyslik, ktery zhasi fluorescenci
nebo snizuje jeji intenzitu. To se provadi pomoci vakuovych odplynovaci.

Aby bylo mozné kapalinovou chromatografii separovat celou skalu PAHs od Cio do Cas4, vyuziva
se tzv. gradientové eluce, kdy se postupné zvySuje elucni sila mobilni faze. Nejdiive jsou z kolony
eluovany PAHS s nizkou molekulovou hmotnosti mobilni fazi s nejvys§im obsahem vody. Snizovanim
obsahu vody roste elu¢ni sila mobilni faze a dochazi k eluci PAHS s vyssi molekulovou hmotnosti.

Nejvhodngjsi detekce pro PAHs je u HPLC realizovana pomoci spektrofluorescencniho
detektoru, jelikoz PAHs maji snadno excitovatelné m-elektrony, diky kterym absorbuji zareni
v ultrafialové a viditelné oblasti spektra, kromé toho vétSina PAHs emituje pti deexcitaci fluorescenéni
zateni a pfi nizkych teplotach i fosforescencni zateni. Fluorescencni emisni spektrum, ve kterém je
vynesena zavislost intenzity fluorescence na vinové délce, je charakteristickou vlastnosti pro jednotlivé
PAHSs. Srostoucim poctem jader v polyaromatickém systému vzristd i vlnova délka emitované¢ho

zateni. U A-PAHs pusobi alkylova skupina ¢astecné rozmyti vibracni struktury a slaby posun k vys$sim
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vlnovym délkam. Vhodnou volbou excita¢nich a emisnich vinovych délek miizeme ¢asto zaznamenavat
urcitou slouéeninu, i kdyz soucasné s ni koeluuji dalsi fluoreskujici latky.

Fluorimetrické detektory vyuzivaji jako zdroje budiciho zafeni nizkotlaké rtutové vybojky,
ptipadné laser, a kK vybéru vinové délky excitacniho a emisniho zateni filtry. Jejich konstrukce je
jednoducha a selektivita vysoka, neumoziuji vsak rychlou volbu vinové délky excitacniho a emisniho
zafeni. Tu umoziuji spektrofluorescenéni detektory vybavené budicim zdrojem v podobé xenonové
vybojky a dvéma monochromatory umoziiujicimi programovat vinové délky budiciho a emitovaného
zateni [28, 29].
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4 Metoda

Cilem této Casti bakalaiské prace je navrh optimalniho analytického postupu pro stanoveni A-PAHS
v redlném vzorku a jeho experimentalni ovefeni v laboratorich ustavu chemie a technologie ochrany
zivotniho prostiedi.

Navrzeny analyticky postup se sklada z tlakové extrakce rozpoustédlem, ptecisténi sloupcovou
chromatografii a stanovenim na pfistroji Pegasus® GC-HRT-4D, ktery kombinuje kompletni

dvoudimenzionalni GCxGC chromatografii s nejvykonngjsim hmotnostnim spektrometrem.

4.1  Tlakova extrakce rozpoustédlem

2 g ptipraveného vzorku se smisi se 3 g bezvodého siranu sodného a smés je umisténa do 11 ml
extrakéni patrony. Zbyly objem je vyplnén inertnim materialem, napf. kfemennou vatou, sklenénymi
kulickami, nebo Cistym piskem. Jako vhodné extrahovadlo mtize byt vyuzit dichlormethan. Extrakce se
provede ve dvou cyklech trvajicich 5 min. pfi teploté 100 °C a tlaku 14 MPa. Extrakt se jima do 40 ml
baiiky a je nasledn¢ odparen do sucha na vakuové rotacni odparce pti 30 °C a nasledné rozpustén ve

2 ml n-hexanu [45].

4.2  Sloupcova chromatografie

Sklenéna kolona o rozmérech 10x1 cm se naplni za sucha silikagelem. Vzorek rozpustény v DCM se
smisi s malym mnozstvim silikagelu a poté se proudem dusiku rozpoustédlo odstrani. Takto pfipraveny
vzorek je nanesen na kolonu. V prvnim kroku se vymyji alkany pomoci 10 ml n-hexanu a v druhém
kroku 10 ml smési n-hexanu a dichlormethanu (1:1) PAHs [22, 46].

43 GCxGC-TOF MS

Dvoudimenzionalni plynova chromatografie se uspé$né vyuziva pro analyzu komplexnich vzorkt
obsahujici velké mnozstvi slozek. Pfi analyze téchto vzorki na jedné koloné mizou nekteré slozky
koeluovat a separace tak neni dostate¢na. Jedna kolona totiz nemusi mit potiebnou tzv. pikovou
kapacitu, tj. pocet pikd, ktery dany systém je schopen rozdélit béhem jedné analyzy. Reenim pro
zvySeni pikové kapacity je zafazeni druhé kolony, ktera bude délit slozky vzorku odliSnym
mechanismem, nez kolona prvni.

Jako normalni usporadani se v dvoudimenzionalni plynové chromatografii pouziva primarni
nepolarni kolona nasledovana sekundarni, polarni kolonou, ktera je vice selektivni. Nepolarni primarni

kolona o rozmérech typicky 30 m x 0,25 mm a tloust'ce stacionarni faze 0,25 um déli slozky vzorku
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podle bodu varu a polarni sekundarni, krat$i a uzsi kolona o rozmérech typicky 1,5m x 0,1 mm a
tloust’ce stacionarni faze 0,1 um separuje slozky podle polarity. Mezi obé kolony je viazen modulator,
ktery slouzi k davkovani vzorkll z prvni dimenze do dimenze druhé. Modulator béhem kratkych cykla
vzorek vymrazuje na po¢atku sekundarni kolony a poté jej kratkym pulzem horkého vzduchu davkuje
do druhé kolony.

Nejvhodnéjsim typem detektoru je pro GCxGC hmotnostni spektrometr s analyzatorem TOF,
ktery dokaze snimat az stovky spekter za sekundu [47].

—

Plynovy chromatograf

Injektor

Pratokomér

Detektor —— 0 ——

e

Kapilarni

Sekundarni —— |
kolona

kolona

Sekundarni — ¥~— Hlavni termostat

termostat

\

X
Modulator \— Primarni kolona

Obrazek 20: Schéma dvoudimenziondlniho chromatografu [48].
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3) Experimentalni ¢ast

5.1 Pouzité chemikalie

- Hexan, ¢istota 97,0 % (GC), Sigma Aldrich, Némecko

- Dichlormethan, ¢istota 99,9 %. Sigma Aldrich, Némecko

- Isooktan pro stopovou analyzu, Merck, Némecko

- Silikagel pro kolonovou chromatografii, $itka pori 0,040—0,063 mm, Merck, Némecko
- Dusik, &istota 5.0, SIAD, Ceska republika

- Helium, ¢&istota 6.0, SIAD, Ceska republika

- Biomarker standards A-PAHSs, Chiron, Norsko

5.2  Pristroje a zarizeni

- Bruker EVOQ™ GC Triple Quadrupole, autosampler CP-8400
- Rotacni vakuova odparka Biichi Rotavapour R-205 s vodni lazni Biichi® heating bath B-490,
Svycarsko

- Koncentrator Labicom Evaterm

5.3  Vzorky

Analyze byly podrobeny tii vzorky pyrolyzniho oleje z experimentalni mikrovinné pyrolyzy dievénych
peletek.
Tabulka 6: Analyzované vzorky.

¢islo vzorku vzorek stav
1 pyrolyzni olej | hydrogenovany
2 pyrolyzni olej surovy
3 pyrolyzni olej surovy

5.3.1 Sloupcova chromatografie

Analyty obsazené ve vzorku byly separovany pomoci sloupcové kapalinové chromatografie. Byla
sestavena aparatura pro sloupcovou chromatografii, skladajici se ze sklenéné kolony opatiené
teflonovym kohoutem. Aby nedoslo k ucpani kohoutu stacionarni fazi, byl na dno kolony vlozen maly

smotek skelné vaty. Kolona byla poté naplnéna aktivovanym silikagelem za sucha s poklepavanim do
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vysky 10 cm. Silikagel byl piedem aktivovan 3 hodiny v susarné pii teploté¢ 180 °C. Takto pfipravena
kolona byla uchycena dvéma laboratornimi drzaky ke stojanu.

Oba kapalné vzorky (100 pl) byly smichany s jednou 1zickou neaktivovaného silikagelu a 5 ml
hexanu. Tato smes byla promichéna a umisténa na vyhtivanou desku koncentratoru Labicom Evaterm,
kde do nich byl pomoci ocelové jehly zaveden dusik. Proud dusiku odstranil rozpoustédlo a sypké
vzorky byly naneseny na pfipravené kolony.

Prvni frakce byla eluovana 15 cm?® hexanu, eluét z kolony vytékal pfiblizn& 2 hodiny a byl jiman
do 50 cm® bangk. Poté, co hladina hexanu klesla na rovef stacionarni faze, byla z kolony eluovéana
druha frakce pomoci 50 cm?® smési dichlormethanu a hexanu v poméru 1:1 a eluét byl jiméan do bang&k o
bjemu 100 cm?. Druh4 frakce protékala kolonou velmi pomalu a cely proces trval vice nez 10 hodin.
Béhem eluce druhé frakce byla pozorovana fluorescence aromatickych latek pod UV lampou pii

366 nm. Objem ziskanych vzorkt byl zredukovan pfiblizn€ na 1 ml pomoci rota¢ni vakuové odparky.
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Obrazek 21: Fluorescence zony aromatickych sloucenin.
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Obrazek 22: Fluorescence druhé frakce vzorku ¢. 3.
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5.3.2 Analyza vzorki

Analyza kalibraénich a realnych vzorkl byla provedena pomoci plynového chromatografu Bruker
s hmotnostné spektrometrickou detekci a kolonou SLB™-5 ms o rozmérech 60 mx0,25 mmx0,25 um.

Pro ovladani systému, sbér a vyhodnocovani dat byl vyuzit software MSWS8.

Obrazek 23: Plynovy chromatograf Scion TQ 436-GC.
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5.3.3 Podminky analyzy

- Teplota injektoru: 250 °C

- Nastiik vzorku: 1 pl bezdé€licove (1 min splitless period), pfip. s déli¢em toku, d€lici pomér 1:25
- Nosny plyn: Helium 6.0 (SIAD), konstantni pratok 1 ml/min

- Teplotni program kolony: 80 °C po 1 min, 5°/min do 280 °C, izoterma 10 min.

- Teplota interface: 260 °C

- Teplota iontového zdroje: 250 °C

- Registrace spekter: scan v rozsahu 50 — 450 u
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6 Vysledky a diskuze

6.1  Analyza vzorkii pomoci GC-MS

Jako metoda pro identifikaci analyti v realnych vzorcich byla zvolena plynovd chromatografie
s hmotnostné spektrometrickou detekci. Nevyhodou této metody je, Ze jednotlivé frakce vzorku nebyly
po pruchodu jednou kolonou dostate¢né separovany. Z téchto divodi by bylo vhodné&jsi vyuzit
dvoudimenzionalni plynovou chromatografii, kde by se jednotlivé frakce délily jesté na sekundarni
kolong.

Ve vzorku hydrogenovaného pyrolyzniho oleje byly identifikovany vyssi alkany. V prvnich
frakcich vzorkt surového pyrolyzniho oleje byly nalezeny vyssi alkany, cyklické slouceniny, alkeny,
alkyny a alkoholy s délkou uhlikového fetézce od 14 do 21 uhlikd. Ve druhych frakei byly prokazany
A-PAHs, a to monosubstituované, disubstituované a trisubstituované naftaleny, dale pak
monosubstituované fenanthreny a anthraceny.

Identifikace jednotlivych izomert je obtizna, nebot’ hmotnostni spektra jsou si velmi podobna,
jak je patrné z obrazku 24 a 25. Pro rozliSeni jednotlivych izomert je poté nezbytné fidit se porovnanim

s reten¢nimi Casy standardd, popiipad¢ vyuzit retencni indexy.

100- 156
141
504
115
128 ‘
0 | I||| 1 ‘l .|I I-I.(|)2 PP P I”l: |.| !|‘|;‘. .
50 90 100 110 120 130 140 150 160 170

(replib) Naphthalene, 1,5—d|methyl-
Obrdzek 24: Hmotnostni spektrum 1,5-dimethylnaftalenu.
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Obrazek 25: Hmotnostni spektrum 1,6-dimethylnaftalenu.

solh ool

1,2-dimethylnaftalen 1,5-dimethylnaftalen 1,8-dimethylnaftalen 2,7-dimethylnaftalen
1,3-dimethylnaftalen 1,6-dimethylnaftalen 2,3-dimethylnaftalen
1,4-dimethylnaftalen 1,7-dimethylnaftalen 2 6-dimethylnaftalen

Obrazek 26: Stanovované izomery nafialenu.
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Tabulka 7: Retencni casy dimethylnaftalenii..

Izomer reten¢ni ¢as [min]

2.6-dimethylnaftalen 21,815
2.7-dimethylnaftalen 21,904
1.7-dimethylnaftalen 22,196
1.6-dimethylnaftalen 22,455
2.3-dimethylnaftalen 22,754
1.4-dimethylnaftalen 22,755
1.5-dimethylnaftalen 22,827
1.2-dimethylnaftalen 23,129
1.3-dimethylnaftalen 23,311

6.1.1  Vzorek hydrogenovaného pyrolyzniho oleje

Na obrazku 27 je uveden chromatogram vzorku hydrogenovaného pyrolyzniho oleje. Ve vzorku byly
stanoveny ptevazn¢ vyssi alkany obsahujici ve své struktuie 14-20 uhlikd. Seznam stanovenych

sloucenin je uveden v ptiloze 1.

1IC; vzorek_1.xms; Filtered |01
1.50+ B

1.00+ B

0.50+ B

15 P % B % 40 45 D

Obrdzek 27: Chromatogram vzorku hydrogenovaného pyrolyzniho oleje.
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6.1.2  Prvni frakce vzorku 2 a 3

V prvnich frakcich vzorkd surového pyrolyzniho oleje byly stanoveny vyssi alkany, alkeny, alkyny,
cyklické slouceniny a alkoholy. Seznamy stanovenych latek jsou uvedeny v pfiloze 2 a4.
Chromatogramy obou vzorkil jsou uvedeny na obrazcich 28 a 30. V prvni frakci vzorku ¢. 2 byly
nejzastoupenéjsi alkeny, dale cyklické slouceniny, alkany, alkoholy a nejméné zastoupené byly alkyny,
jak je patrné z histogramu na obrazku 29. V prvni frakci vzorku ¢. 3 pievladaly alkeny a cyklické

slouceniny, mén¢ zastoupené byly alkany a alkoholy.

] TIC: Vzorek_2-1.xms; Filtered
175 )

12 5+ B

75] ]

u
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T T T T T T T T
15 20 25 30 35 40 45 60
minutes

Obrdzek 28: Chromatogram prvni frakce vzorku 2.
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Obrazek 29: Pomérovy obsah stanovovanych sloucenin v prvni frakci vzorku 2.
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Obrazek 30: Chromatogram prvni frakce vzorku 3.
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Cetnost vyskytu

alkany alkeny cyklické slouceniny alkoholy

Obrazek 31: Pomérovy obsah stanovovanych sloucenin v prvni frakci vzorku 3.

6.1.3  Druha frakce vzorku 2

Ve druhé frakei vzorku 2 byly stanovovany A-PAHs. Jak je patrné z histogramu na obrazku 33, nejvice
zastoupené byly methylnaftaleny, a to izomery 1-methylnaftalen a 2-methylnaftalen. Dale se ve vzorku
vyskytovaly dimethylnaftaleny, ale i A-PAHSs s delsimi postrannimi fetézci, jako jsou ethylnaftaleny a

isopropylnaftaleny. Z t¥i¢lennych cykla byl ve vzorku identifikovan reten a 2-methylanthracen.
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Obrazek 32: Chromatogram druhé frakce vzorku 2.
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OO0

9-methyl-9H-fluoren

Obrdazek 34: Struktura 9-methyl-9H-fluorenu.

6.1.4 Druha frakce vzorku 3

Ve druhé frakci vzorku €. 3 byly z A-PAHs nejzastoupenéjsi dimethylnaftaleny, a to pfedevsim izomer
1,7-dimethylnaftalen. Méné zastoupeny byly methylnaftaleny spolu se svym parentnim PAH

naftalenem. Z tii¢lennych A-PAHs byl identifikovan pouze reten.
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Obrazek 35: Chromatogram druhé frakce vzorku 3.
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! Z.aver

Cilem této bakaléaiské prace bylo shrnout dosud publikované informace o vyskytu A-PAHS v Zivotnim
prostiedi, v€etné charakterizace piivodu kontaminace na zakladé diagnostickych poméri, shrnuti jejich
negativnich vlivii na Clovéka i zivotni prostfedi, navrzeni optimalniho analytického postupu pro
vzorkovani a analyzu téchto latek a ovéfeni tohoto postupu na vybraném malém souboru vzorkl
v laboratotich UCHTOZP.

V teoretické ¢asti jsou uvedeny zakladni informace o fyzikalnich, chemickych a toxikologickych
vlastnostech A-PAHS, vyskytu a osudu v jednotlivych slozkach Zivotniho prosttedi. Dale se prace
zaméfuje na moznosti analytického stanoveni A-PAHS v pidach, vodach a ovzdusi.

V ramci experimentalni ¢asti prace byly vzorky frakcionovany pomoci sloupcové chromatografie
a analyzovany na plynovém chromatografu s hmotnostné spektrometrickou detekci. Analyzou bylo
zjisténo, ze prvni vzorek hydrogenovaného pyrolyzniho oleje obsahuje pievazné vyssi alkany. Prvni
frakce vzorkt surovych pyrolyznich olejt jsou si z kvalitativniho hlediska podobné. Obsahuji ptevazné
alkany, alkeny, cyklické slouceniny, alkyny a alkoholy v riznych pomérech. Ve druhych frakcich byly
identifikovany alkylované naftaleny, fenanthreny, anthraceny a dalsi A-PAHs, jejichz seznam je uveden
v priloze 3 a 5. Dale byly ve druhych frakcich identifikovany dibenzofurany a estery vyssich mastnych
kyselin.

Analyzou realnych vzorkd bylo zjisténo, Ze pyrolyzni oleje z experimentalni mikrovnné pyrolyzy
dievénych peletek obsahuji znaéné mnozstvi nebezpecnych latek, jako jsou PAHs a A-PAHs. Tyto latky
jsou nebezpecné nejen pro cloveka, ale i pro Zivotni prostiedi, coZ je nezbytné vzit v uvahu pfi dal§im

vyuzivani téchto oleju.
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A-PAHSs

ASE

DCM

DMBA

DMP

El

EVA

FID

GC

GCxGC TOF MS

HPLC

IARC
IDL
IUPACK
LC
LDPE
MAE
MESCO
MS
PAHs
PCBs
PDMS
PLE
POG
PSE
PTFE
PUF

RI
SBSE
SDME
SFE
SPE
SPMDs
SPME
TOF

US EPA
uv

Seznam pouzitych zkratek a symbolu

Alkylderivaty polycyklickych aromatickych uhlovodikt (Alkylderivatives of
Polycyclic Aromatic Hydrocarbons)

Tlakova extrakce rozpoustédlem (Accelerated Solvent Extraction)
Dichlormethan

Dimethylbenzo[a]anthracen

Dimethylfenanthren

Elektronova ionizace (Electron lonization)

Ethylenvinylacetat

Plamenovy ioniza¢ni detektor (Flame lonization Detector)

Plynova chromatografie (Gass Chromatography)
Dvoudimenzionalni plynova chromatografie s hmotnostné spektrometrickou
detekci a analyzatorem doby letu

Vysoce u¢inna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid
Chromatography)

International Agency for Research on Cancer

Detekéni limit pfistroje (Instrumental detection limit)

Internation Union of Pure and Applied Chemistry

Kapalinova chromatografie (Liquid Chromatography)

Polyethylen s nizkou hustotou (Low Density Polyethylene)
Mikrovinna extrakce (Microwave Assisted Extraction)
Membrane-Enclosed Sorptive Coating

Hmotnostni spektromerie (Mass Spectrometry)

Polycyklické aromatické uhlovodiky (Polycyclic Aromatic Hydrocarbons)
Polychlorované bifenyly

Polydimethylsiloxan

Tlakova extrakce rozpoustédlem (Pressurised Liquid Extraction)
Polymer-coated Glass

Tlakova extrakce rozpoustédlem (Pressurised Solvent Extraction)
Polytetrafluorethylen

Polyurethanova péna (Polyurethane Foam)

Retencni index (Retention Index)

Stir Bar Sorptive Extraction

Single Drop Microextraction

Superkriticka fluidni extrakce (Supercritical Fluid Extraction)
Extrakce tuhou fazi (Solid Phase Extraction)

Semipermeable Membrane Devices

Solid Phase Microextraction

Anylyzator doby letu (Time of Flight)

US Environmental Protection Agency

Ultrafialové zateni (Ultraviolet light)
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10  Seznam priloh

Ptiloha 1: Identifikované analyty ve vzorku €. 1.
Ptiloha 2: Identifikované analyty v prvni frakci vzorku €. 2.
Ptiloha 3: Identifikované A-PAHs a PAHSs v druhé frakei vzorku ¢.2.

Ptiloha 4: Identifikované analyty v prvni frakci vzorku €. 3

Priloha 5: Identifikované A-PAHs a PAHs ve druhé frakci vzorku ¢.3.
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11  Ptilohy

Priloha 1: ldentifikované analyty ve vzorku 1.

retencni ¢as [min] analyt sumarni vzorec | Mw
22,231 5-methyltetradekan CisHz, 212
22,381 4-methyltetradekan CisHz. 212
22,529 3-methyltridecane CuiaH3o 198
22,716 3-methyltetradecane CisHz, 212
23,432 hexadekan CieHzs 226
23,634 tetradekan CuiaH30 198
23,95 nonadekan CigHao 268
24,272 4-ethyltetradekan CisHza 226
24,674 5-methylpentadekan CisHazs 226
24,822 4-methylpentadekan CisHza 226
24,963 2-methylpentadekan CisHza 226
25,148 3-methylpentadekan CisHazs 226
26,992 2,6-dimethylheptadekan CigHao 268
27,136 4-methylhexadekan Ci7Hzs 240
27,274 2-methylnonadekan CaoHa2 282
27,455 3-methylhexadecane Ci7Hzs 240
28,096 henkosan Co1Haa 296
28,56 2,3-dimethylheptadekan CigHao 268
28,846 3-methylheptadekan CisHss 254
29,195 4-ethyltetradecane CisHza 226
29,339 4-methylheptadecane CisHss 254
29,468 2-methylheptadecane CigHss 254
29,647 3-methylheptadecan CigHss 254
30,251 nonadekan CigHao 268
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Priloha 2: Identifikované analyty v prvni frakci vzorku 2.

reten¢ni ¢as [min] analyt sumarni vzorec | Mw
13,214 2-undecen CuH2, 154
14,06 hexylcyklopentan CuH2 154
14,225 hexylcyklopenten CiaHzo 152
15,387 dodecen C12H24 168
15,67 dodekan CioHzs 170
15,748 (2)-3-dodecen Ci2Haz4 168
15,995 (E)-3-dodecen CroH2 168
16,098 tridecyn CizH2a 180
16,284 (E)-cyklododecen CioH2 166
16,688 hexylcyklohexen Ci2H2 166
16,925 cyklotetradekan Ci4Hzs 196
17,085 heptylcyklopenten CioH2 166
17,491 oktadecyn CigHzs 250
18,171 tridecen CisHzs 182
18,431 tetradekan Cu4H3o 198
18,491 (E)-3-tridecen CisHzs 182
18,745 (E)- 5-tridecen CisHzs 182
19,739 n-pentadekanol C15H30 228
19,86 1-oktylcyklopenten CizHaa 180
20,855 cyklotetradekan CusHos 196
21,114 pentadekan CisHs2 212
21,159 (E)-4-tetradecen CiaHazs 196
21,406 (E)-3-tetradecene Ci4H2s 196
21,536 3-oktylcyklohexen Ci4H26 194
21,647 1-oktylcyklohexene CiaH2s 194
22,942 1,7-hexadekadien CisH3o 222
23,43 tridecen CiaHzs 182
23,699 pentadekan CisHs2 212
23,965 1-pentadecen CisHa3o 210
24,041 trans-1-methyl-2-nonyl-cyklohexan CisHs2 224
24,135 3-(2-methylpropyl)cyklohexen CioH1s 138
24,273 1-nonylcyklohexen CisHas 208
24,388 3-nonylcyklohexen CisHas 208
24,452 cyklopentadekan CisHzo 210
25,092 n-nonylcyklohexan CisHzo 210
25,186 cyklohexadekan CisH32 224
25,515 (E)-10-pentadecenol CisHso 226
25,639 (2)-3-hexadecen CisH32 224
26,129 hexadekan CisHz4 226
26,375 trans-9-hexadecen-1-ol Ci6H30 240
26,759 1-decylcyklohexen CisHzo 222
26,828 3-nonylcyklohexen CisHas 208
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retencni ¢as [min]

analyt

sumarni vzorec

Mw

27,283 2-tetradecyn CusHo 194

27,55 n-heptadekanol C17H360 256

27,819 8-heptadecen CiHz 238

28,163 nonadecen CigHzs 266,5
28,483 nonadekan CioHao 268,5
28,695 dokosen CaoHas 308,6
28,765 1,4-dimethyl-2-oktadecylcyklohexan CaeHs2 364,7
28,996 1,3-dimethyl-(3,7-dimethyloktyl)cyklohexan CisHss 252,5
29,156 pentadekan CisHz. 2124
29,708 hexadekanol C16H340 2424
29,774 ikosanol C20H420 2985
29,841 undecylcyklohexan CiH2 238,5
29,913 10-henkosen CoiHa, 294.6
30,244 nonadecen CigHs3s 266,5
30,429 oktadekan CigHss 254,5
31,67 1-ikosanol C20H420 2985
31,909 9-nonadecen CigHs3s 266,5
32,429 henkosan Co1Haa 296,6
33,955 10-henkosen CaHa 294,6
34,181 1-ikosanol Ca0H420 298,5
37,914 heptakosan Co7Hs6 380,7
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Priloha 3: Identifikované A-PAHs a PAHSs v druhé frakci vzorku 2.

retenéni sumarni plocha piku

¢as [min] analyt vzorec Mw [impuls/min]
18,81 2-methylnaftalen CuiHio 142 3.99-10°
19,273 1-methylnaftalen CuHo 142 2.795-10°
21,413 2-ethylnaftalen Ci2H12 156 1.034-10°
21,476 1-ethylnaftalen CioHi12 156 3.469-108
21,747 2,6-dimethylnaftalen Ci2H12 156 1.743-108
22,102 2,7-dimethylnaftalen CioH12 156 1.517-10°
22,219 1,7-dimethylnaftalen CioH1 156 1.116-10°
23,812 1-propylnaftalen CisHus 170 4.223-108
24,285 2-isopropylnaftalen CisHia 170 2.646-108
24,436 1,4,5-trimethylnaftalen CisH1a 170 1.969-108
26,079 7-isopropyl-1-methylnaftalen CisHis 184 1.779-108
26,752 9-methyl-9H-fluoren CisHi12 180 6.44-107
30,95 fenanthren CisHio 178 2.554-10°
31,174 anthracen Ci3H1o 178 5.678-10°8
39,231 reten CigH1s 234 1.508-108
26,637 1-Isopropenylnaftalen CisHiz 168 1.378-108
33,402 2-methylanthracen CisH12 192 1.459-10°
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Priloha 4: Identifikované analyty v prvni frakci vzorku 3.

retencni ¢as [min] analyt sumarni vzorec Mw
13,489 (E)-1,4-undekadien C11H20 152
13,667 3-hexylcyklopenten Ci1H20 152
16,258 (E)-1,8-dodekadien Ci2H2 166
18,289 tetradekan Ci4H3o 198
22,383 1-hexadekanol C16H340 242
22,476 1-pentylcyklopentanol Ci0H200 156
23,251 cyklopentadekan CisH3o 210
23,331 tridecen Ci3H2s 182
23,57 pentadekan CisHs3» 212
24,321 3-nonylcyklohexen CisHas 208
24,881 (2)-6-pentadecen-1-ol CisHso 226
25,027 nonylcyklohexan CisHso 210
25,559 (2)-7-hexadecen Ci6H32 224
25,94 heptadekan Ci7H3s 240
26,662 1-oktylcyklohexen CiaH26 194
27,785 8-heptadecen Ci7H3za 238
25,474 cyklohexadekan CigH32 224
28,208 heptadekan Ci7H3s 240
28,744 3,7,11-trimethyldodecan-1-ol Ci5H3,0 228
29,838 10-henkosen Co1Ha 249
30,301 henkosan Co1Haa 296
31,957 9-nonadecen CioH3s 266
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Priloha 5: Identifikované A-PAHS a PAHs ve druhé frakci vzorku 3.

retenéni sumarni plocha piku
¢as [min] analyt vzorec Mw [impuls/min]
15,775 naftalen CioHs 128 5.989-10°
18,867 2-methylnaftalen CuHao 142 6.879-10°
19,549 1-methylnaftalen CuaH1o 142 1.618-10°
21,589 2-ethylnaftalen CioH1 156 5.77-108
21,866 2,6-dimethylnaftalen CioH1 156 1.368-10°
22,204 2,7-dimethylnaftalen Ci2Haz 156 20.906-10°
22,339 1,7-dimethylnaftalen CioH1o 156 4.288-10°
22,802 1,6-dimethylnaftalen CioHio 156 1.145-10°
22,869 2,3-dimethylnaftalen CioH1 156 6.922-108
23,792 1-but-3-enylnaftalen CuaHu4 182 7.53-107
24,275 2-isopropylnaftalen CizHus 170 1.035-10°
24,35 1,4,6-trimethylnaftalen CisHis 170 3.257-108
24,964 2,3,6-trimethylnaftalen CizHis 170 1.173-10°
25,429 1,4,6-trimethylnaftalen CisHus 170 6.854-108
25,796 1,4,5-trimethylnaftalen CisHis 170 4.874-108
26,108 7-isopropyl-1-methylnaftalen CuaH1s6 184 5.058-108
26,571 | 3-isopropyl- 1-methylnaftalen CiaHag 184 1.844-108
26,62 1-isopropenylnaphthalen CisHi 168 1.043-107
26,756 9-methyl-9H-fluoren CuH12 180 9.059-107
28,111 |4-isopropyl-1,6-dimethylnaftalen CisHis 198 1.844-108
30,887 fenanthren CusHio 178 1.92-10°
39,184 reten CigHas 234 | 3.055-10’

66



