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STANOVENI POLYCYKLICKYCH AROMATICKYCH
UHLOVODIKU METODOU HPLC

1 Ucel a rozsah

Postup se pouziva pro stanoveni Sestnacti zdkladnich polycyklickych aromatickych
uhlovodikd (PAH), uvedenych v seznamu americké agentury pro ochranu Zivotniho prostiedi
EPA. Postup lze pouzit i pro stanoveni dalsich polycyklickych aromatickych uhlovodiki.

2  Princip

Polycyklické aromatické uhlovodiky v rostlinach se stanovi po extrakci acetonem,
zakoncentrovani a pieciSténi metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie na reverzni

fazi s gradientovym pruabchem eluce a s fluorescenéni nebo spektrofotometrickou detekei
v UV oblasti.

3 Chemikalie
Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
1 Acetonitril (ACN), pro HPLC.
2 Acetonitril, 50% roztok.
Piiprava: Acetonitril (1) se fedi s vodou (11) v poméru (1 : 1) (v/v).
3 Acetonitril, 20% roztok.
Piiprava: Acetonitril (1) se fedi s vodou (11) v poméru (1 : 4) (v/v).
Aceton, pro HPLC.
2-propanol, pro HPLC.
Methanol (MeOH), pro HPLC.
Methanol, 50% roztok.
Ptiprava: Methanol (6) se fedi s vodou (11) v poméru (1 : 1) (v/v).
Tetrahydrofuran (THF), pro HPLC.

Standard 16 EPA PAH, koncentrace jednotlivych PAH c¢(PAH) = 100 pg/ml, (napft.
PAH MIX v acetonitrilu, Absolute Standards).
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10 Pracovni standard, koncentrace jednotlivych PAH c(PAH) = 0,5 pg/ml.

Piiprava: Do 50ml odmérné banky se pipetuje 0,25 ml standardu (9). Doplni se THF (8)
po znacku a na 2 min se vlozi do ultrazvukové lazné.
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Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovana).

Piistroje a pomiicky

Kapalinovy chromatograf s fluorescenénim a UV detektorem.
Vakuové zafizeni pro extrakci na pevné fazi.

Horizontalni nebo vertikalni tfepacka.

Ultrazvukova lazei.

Rotac¢ni vakuova odparka.

Centrifuga.

SPE kolonky C8, 500 mg/3 ml.

Nastiikové filtry, napt. 13 mm syringe filter PTFE 0,45 um.
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5  Postup
5.1 Extrakce a priprava vzorku

a) Navazi se 10 g Cerstvého rostlinného materialu, ktery se vysusi lyofilizaci podle postupu
60092.1 Uprava vzorkli lyofilizaci. Lyofilizovany vzorek se prevede do 250ml kénické
Sroubovaci bariky, napipetuje se 50 ml acetonu (4) abanka se uzavie. Obsah banky
se extrahuje 30 min na tfepacce (3).

b) Pokud neni k dispozici lyofilizator, navazi se 10 g erstvého rostlinného materialu, prevede
se do 250ml kénické Sroubovaci baiiky, napipetuje se 50 ml acetonu (4) a banka se uzavie.
Obsah baiiky se extrahuje 30 min na tfepacce (3).

Extrakt se prevede do 25ml zkumavky a 15 min se odstted'uje pii asi 1500 ot/min.
Z odstfedéného extraktu se odpipetuje 10 ml do 50ml odmérné banky, pfida se 2,5 ml
2-propanolu (5). Baika se doplni po znacku vodou (11), promicha se a sonifikuje pfiblizné
1 min. Takto pfipraveny extrakt se pfeCisti pfes SPE kolonku C8, ktera se piedem
kondicionuje postupné 1 x 2,5 ml methanolu (6), 1 x 2,5 ml methanolu (7) a 2 x 2,5 ml vody
(11). Na SPE kolonku C8 se vnasi cely objem odmérné banky (50 ml). Polarni latky projdou
SPE kolonkou a nepolarni latky se zachyti na sorbentu. Extrahované ¢ast vzorku na sorbentu
se promyje 2,5 ml methanolu (7). Eluce PAH se provede 3 ml tetrahydrofuranu (8) a eluat
se jima do 10ml kalibrované zkumavky. Ziskany eluat se sonifikuje asi 1 min a pak se natedi
acetonitrilem (3) vpoméru (1: 1) (v/v). Po nafedéni se vzorek opét sonifikuje. Takto
ptipraveny eluat se nadavkuje na chromatografickou kolonu pfes PTFE nastiikovy filtr (8).
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Pokud se nepodafi pripraveny extrakt vzorku precistit na SPE kolonce C8 a kolonka se zahlti
(napf. chlorofylem, silicemi), pak se 10 ml odstfedéného acetonového extraktu odpaii k suchu
pii 30 °C na rota¢ni vakuové odparce (5). Odparek se rozpusti v tetrahydrofuranu (8) a natedi
acetonitrilem (3) vpoméru (1 : 1) (v/v), sonifikuje piiblizné 1 min a davkuje
na chromatografickou kolonu. V tomto pfipadé¢ vSak muze dojit k castecné ztraté
nizkomolekularnich PAHs (naphtalen, acenaphten a fluoren).

Poznamky
1 Lyofilizace p7i priprave vzorkii vyznamné usnadni precisténi extraktu na SPE kolonce.
5.2 Kalibrace

Do sady 10ml odmérnych bangk se pipetuje (0,1; 0,2; 0,4; 0,8; 2,0; 4,0; 8,0) ml pracovniho
roztoku standardu (10), doplni se tetrahydrofuranem (8) po znacku, promicha a vlozi
se na n¢kolik min do ultrazvukové 1azné. Tyto kalibra¢ni roztoky se dale fedi acetonitilem (3)
z divodu snizeni mobility tetrahydrofuranu. Nafedéné standardy se 2 min sonifikuji. Tyto
kalibra¢ni roztoky odpovidaji koncentracim (0,0025; 0,005; 0,01; 0,02; 0,05; 0,1; 0,2) ug/ml.
Na kolonu se nasttikuje 40 pl kalibra¢niho roztoku a z ploch piki se sestroji kalibra¢ni kiivka
S vyuzitim software pfistroje.

5.3 Chromatografické stanoveni

Kalibrac¢ni roztoky i extrakty vzorki se méfi napt. za podminek uvedenych v tabulkach 1, 2
a3.

Tabulka 1. Pfiklad podminek chromatografického stanoveni.
Kolona Waters PAH C18, 5 um, (4,6 x 250) mm

Mobilni faze A — acetonitril (2)

B — acetonitril (1)

Pratok 1,5 ml/min.

Teplota kolony 25°C

Objem nastriku 40 pl

Detekce Fluorescen¢ni, UV pii 230 nm
Doba analyzy 35 min.
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Tabulka 2. Casovy priibéh gradientu.
Cas (min) A (%) B (%)
0 100 0
6 100 0
20 10 90
21 0 100
27 0 100
28 100 0
35 100 0

Tabulka 3. Excitatni a emisni vilnové délky a retencni ¢asy jednotlivych PAH

pro fluorescenéni detektor.

PAH Excitacni A Emisni A Retené-nl' cas
(nm) (nm) (min)
Naphtalene (NAP) 240 326 7,9
Acenaphtene (ANA) 240 326 11,7
Fluorene (FLU) 240 326 12,4
Phenanthrene (PHE) 246 368 13,0
Anthracene (ANT) 246 368 14,9
Fluoranthene (FLT) 286 466 16,0
Pyrene (PYR) 232 396 16,8
Benzo(a)anthracene (BaA) 264 384 19,8
Chrysene (CHR) 264 384 20,7
Benzo(b)fluoranthene (BbF) 248 432 22,5
Benzo(k)fluoranthene (BKF) 254 400 23,6
Benzo(a)pyrene (BaP) 254 400 24,4
Dibenzo(a,h)anthracene (DBA) 292 410 26,1
Benzo(g,h,i) perylene (BPE) 292 410 26,6
Indeno(1,2,3-c,d)pyrene (IPY) 230 500 28,0
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Poznamky
2 Udaje v tabulce 2 a 3 plati pro chromatografickou kolonu uvedenou v tabulce 1.
3 Acenaphthylene (ANY) se stanovuje UV detekci pri 230 nm a retencnim case 9,6 min.
6  Vypocet a vyjadieni vysledkii

Obsah PAH (X) vyjadieny v ug/kg se vypocita podle vztahu

EV
AP

X =2x1000 x (c xVxEV)/(m x AP)
koncentrace PAH odec¢tena z kalibraéni kiivky v pug/ml,

objem extrak¢niho ¢inidla v ml,

objem eluéniho ¢inidla v ml,

alikvotni podil odpipetovany z extraktu v ml,
hmotnost zkuSebniho vzorku v g,

koeficient fedéni.
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