Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytické chemie

DIPLOMOVA PRACE

Vyvoj HPLC metody a testovani nového formatu
nanovlaken pro extrakci polycyklickych aromatickych

uhlovodiku (PAHs)

Bc. Marie Storkova
Vedouci diplomové prace: prof. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.
Hradec Kralové, 2025



,,Prohlasuji, ze tato prace je mym ptivodnim autorskym dilem. Veskera literatura a dalsi zdroje,
z nichZ jsem pfi zpracovani Cerpala, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury a v praci jsou

fadné citovany. Prace nebyla pouzita k ziskani jiného nebo stejného titulu.*

V Hradci Kralové 1.5.2025

Storkova Marie



Podékovani

Rada bych podékovala panu prof. RNDr. Daliboru Satinskému, Ph.D. za moznost
pracovat na vyzkumném projektu, poskytnuti cennych rad pfi praci a velmi vielému a milému
ptistupu, ktery mi byl po celou dobu vedeni prace vénovan. Také bych chtéla pod€kovat své
roding, sestie a kamaradiim, ktefi mé béhem studia podporovali a motivovali k jeho ukonceni.

Tato diplomova prace byla podpoiena projektem GACR 23-055868.



Abstrakt

Univerzita Karlova: Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Kandidat: Bc. Marie Storkova

Skolitel: prof. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vyvoj HPLC metody a testovani nového formatu nanovlaken pro

extrakci polycyklickych aromatickych uhlovodiki (PAHs)

Pro vyvoj nové metody stanoveni vyznamnych polycyklickych aromatickych
uhlovodikii a to konkrétné: anthracenu (ANT), acenaftenu (ACP), pyrenu (PYR), chryzénu
(CHR), benzo(k)fluranthenu (BkF), benzo(a)pyrenu (BaP), dibenzo(a,h)anthracenu (DaHa),
indeno(1,2,3-cd)pyrenu (IcdP) a perylénu (BghiP) byla pouzita vysokoucinna kapalinova
chromatografie (HPLC) ve spojeni s off-line extrakeci na tuhé fazi (SPE) pomoci nanovlaken
umisténych ve spin-filtrech. Metoda HPLC byla optimalizovana z hlediska volby mobilni a
staciondrni faze, pritoku, teploty, zvoleného gradientu a vlnovych délek fluorescencni detekce.

Po naneseni a extrakci pracovniho roztoku smési PAHs na nanovldkenném sorbentu
vlozeném do spin filtru byl vzorek eluovan pomoci acetonitrilu (ACN) a centrifugy pti 4000
rpm. Pfi testovani ucinnosti extrakce byly pouZity nanovldkenné sorbenty z polyamidu (PA),
polyimidu (PI), polykaprolaktonu (PCL) nebo polybutylen tereftalatu (PBT) a jejich rtizné
modifikace oxidy kovi s reaktivnimi barvivy. Nasledné byl extrahovany vzorek o objemu 10
pl nadavkovan na analytickou kolonu Ascentis Express AQ C-18 (150 mm x 4,6 mm, velikost
¢astic 2.7 pm). Samotna separace probihala za gradientové eluce s mobilni fazi A: Acetonitril
(70 %), B: destilovana voda (30 %) s prutokovou rychlosti 1,5 ml/min pfi konstantni teploté 30
°C. Detekce byla provedena pomoci fluorescen¢niho detektoru pti vinovych délkach excitace
a emise 225/315 pro ACP, 260/400 pro ANT; PYR; CHR, 294/300 pro BkF; BaP; DahA,
250/490 pro Icdp a 294/430 pro BghiP. Doba analyzy trvala 11 minut.

V posledni ¢asti prace byl proveden test G€innosti extrakce a preciSténi na redlném
vzorku zteky Labe odebrané v Hradci Kralové na zvolenych nejvhodnéjSich discich
z material PA 11, PA 6/10 a ,,TACR* PBT 8 mm které vykazovaly nejvyssi hodnotu zachytu
PAHSs.

Klicova slova: Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAHs), HPLC, off-line SPE,
nanovldkna, anthracen (ANT), acenaften (ACP), pyren (PYR), chryzén (CHR),
benzo(k)fluranthen (BkF), benzo(a)pyren (BaP), dibenzo(a,h)anthracen (DahA), indeno(1,2,3-
cd)pyren (IcdP) a perylén (BghiP)



Abstract

Charles University: Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Candidate: Bc. Marie Storkova

Supervisor: prof. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.

Title of the diploma thesis: HPLC method development and testing of a new nanofiber format

for the extraction of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs)

For the development of a new method for the determination of important polycyclic
aromatic hydrocarbons, namely: Anthracene (ANT), acenaphthene (ACP), pyrene (PYR),
chrysene (CHR), benzo(k)fluranthene (BkF), benzo(a)pyrene (BaP), dibenzo(a,h)anthracene
(DaHa), indeno(1,2, 3-cd)pyrene (IcdP) and perylene (BghiP), high-performance liquid
chromatography (HPLC) coupled with off-line solid-phase extraction (SPE) using nanofibres
placed in spin-filters was used. The HPLC method was optimized in terms of choice of the
mobile and stationary phases, flow rate, temperature, gradient elution, and wavelengths of
fluorescence detection.

After deposition and extraction of a working solution of a mixture of PAHs on a
nanofibrous sorbent embedded in the spin filter, the sample was eluted using acetonitrile (ACN)
and centrifuged at 4000 rpm. Nanofiber sorbents made of polyamide (PA), polyimide (PI),
polycaprolactone (PCL) or polybutylene terephthalate (PBT) and their various modifications
with metal oxides and reactive dyes were used to test the extraction efficiency. Subsequently, a
volume of 10 pl extracted sample was loaded onto an Ascentis Express AQ C-18 (150 mm x
4.6 mm, 2.7 um particle size) analytical column. The separation was carried out under gradient
elution with mobile phase A: Acetonitrile (70%) , B: distilled water (30%) at a flow rate of 1.5
ml/min at a constant temperature of 30 °C. Detection was performed using a fluorescence
detector at excitation and emission wavelengths of 225/315 for ACP, 260/400 for ANT; PYR;
CHR, 294/300 for BkF; BaP; DahA, 250/490 for Icdp, and 294/430 for BghiP.

In the last part of the work, the test of extraction and purification efficiency was
performed on a real sample from the Elbe River collected in Hradec Kralove on the selected
most suitable discs made of PA 11, PA 6/10 and "TACR" PBT 8 mm materials which showed
the highest value of PAHs extraction.

Keywords: Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), HPLC, off-line SPE, nanofibers,
anthracene (ANT), acenaphthene (ACP), pyrene (PYR), chrysene (CHR), benzo(k)fluranthene
(BKF), benzo(a)pyrene (BaP), dibenzo(a,h)anthracene (DahA), indeno(1,2,3-cd)pyrene (IcdP)
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1. Uvod

Lidska ¢innost ovliviiuje kvalitu zivotniho prostiedi at’ uz jde o ovzdusi, ptidu, podzemni
vody, feky, jezera nebo mofte. Jednim z nejrizikovéjSich environmentéalnich znecisténi je
nezadouci kontaminace vod pochdzejici z primyslové cinnosti a vyrobnich procest z
textilniho, kosmetického, fotografického, potravinaiského, uhelného, a primyslu z oblasti
rafinace ropy. Zna¢né znecisténi vod zplisobuje také zemédélska Cinnost (uzivanim pesticidl)
nebo spotieba fosilnich paliv (automobilovy primysl).

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAHs) jsou Siroce rozsifené kontaminanty
zivotniho prostiedi, z nichz nékteré jsou zjevné nebezpecné pro lidské zdravi. Jsou to produkty
pyrolyzy nebo nedokonalého spalovani organického materidlu. Jsou pfitomny vSude v
atmosféfe, vod¢ a pidé€. Zdroje PAHs v atmosféte jsou bud’ pfirozené, nebo jsou vysledkem
lidské ¢innosti. Pfirodnimi zdroji jsou napiiklad lesni pozary a erupce sopek. Lidskymi zdroji
jsou piedevsim spalovani uhli, primyslové podniky (chemicky, huté, elektrarny, teplarny), ale
také spalovaci motory dopravnich prostiedkl nebo lokalni topenisté. Z téchto zdroji se PAHs
také Casto dostavaji do povrchovych a pitnych vod.

Aby se témto problémtim zamezilo, je potfeba odpadni vody souvisejici s primyslovou
¢innosti patfi¢né upravit pfed jejim vypusténim do pfirodniho ob¢hu a stopové koncentrace
PAHs monitorovat. Proto se environmentalni vyzkum v této oblasti zamé&fuje na vyvoj riznych
technik, které umozni odstranit PAHs ale 1 jiné dal$i kontaminujici latky z odpadnich vod. Mezi
takové techniky patfi koagulace, fotodegradace, chemickd oxidace, membranova separace,
biodegradace, ultrazvukova degradace, adsorpce ale také napft. i bioremediace. S pfichodem
nanotechnologii se zacaly pouzivat rizné nanomaterialy pro vyrobu uc¢innych adsorbentti jako
alternativa k adsorbentim konvencnim, i kvili cené. Nejvice pozornosti bylo také vénovano
elektrostaticky zvlaknovanym polymernim vlaknim (EPNFs), vyuZivanych k Gpravé vod, ale 1
v jinych oborech (1).

Tato diplomova prace je zaméfena na vyvo] metody HPLC pro separaci PAHs
s fluorescen¢ni detekci a testovani ucinnosti retence riznych nanovldkennych materiali na bazi
polyamidu (PA), polykaprolaktonu (PCL), polyimidu (PI), polybutylentereftalatu (PBT) a
jejich modifikaci barvivy a oxidy kovi pro extrakci PAHs. Jelikoz jsou PAHs toxické 1
v nizkych koncentracich je tfeba vyvijet dostateéné citlivé analytické techniky pro jejich

stanoveni a extrakéni metody pro jejich zakoncentrovani.



2. Cil a popis prace

Diplomova prace se zabyva vyvojem nové HPLC metody ve spojeni s off-line extrakcni
SPE metodou, vhodnou pro stanoveni vybranych vyznamnych PAHs — konkrétn¢€ — anthracenu
(ANT), acenaftenu (ACP), pyrenu (PYR), chryzénu (CHR), benzo(k)fluranthenu (BkF),
benzo(a)pyrenu (BaP), dibenzo(a,h)anthracenu (DahA), indeno(1,2,3-cd)pyrenu (IcdP) a
perylénu (BghiP).

Cilem pro vyvoj a optimalizact HPLC metody je vybrat vhodné chromatografické
podminky pro separaci vSech analytt, typ kolony, zvolit slozeni mobilni faze (MF), vyhodnotit
dilezité parametry jako je opakovatelnost, linearita, kalibrace, a nakonec provést test vhodnosti
chromatografického systému.

Po zvoleni vhodnych podminek je cilem préace testovani extrakéni Gi€innosti nanovlaken
z ruznych polymernich a modifikovanych materiali ve formé diska vlozenych do specialnich
»zkumavek® spin-filtrti, na kterych se provede extrakce.

V zavéru prace budou porovnany jednotlivé vysledky tcinnosti extrakce pro kazdy
nanomateridl a bude vybran nejvhodnéjsi sorbent pro extrakci PAHs, na némz bude provedena

analyza realné¢ho vzorku fi¢ni vody.



3. Teoreticka Cast

3.1 Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAHs)

Jedna se prevazné o kontaminanty zivotniho prostfedi s karcinogennim, mutagennim a
genotoxickym ucinkem (2). Zdroje PAHs mutzou byt piirodniho (syntetizovany nékterymi
bakteriemi, rostlinami a houbami) nebo antropogenniho piivodu. Ten je klasifikovan do ¢tyt
zakladnich skupin, kam patii: primyslové, domaci, zemédélska a automobilova kontaminace
(3).

Mimo jiné mohou PAHs vznikat pyrolyzou nebo nedokonalym spalovanim organickych
materiald, které vedou k jejich uvoliiovani do ovzdusi, vody, pidy a sedimentii nebo pfti
tepelném zpracovavani masnych vyrobki jako je uzeni a grilovani (4);(2).

Polycyklické aromatické uhlovodiky patii mezi organické slouceniny, jejichz struktura
je slozena zatomu uhliku a vodiku uspotadanych do 2 nebo vice kondenzovanych
aromatickych kruhl bez pfitomnosti heteroatomi nebo jinych substituentl. Podle poctu
benzenovych kruhtli je miZeme rozlisit na lehké (nizkomolekularni LMW, 2-3 kruhy) a tézké
(vysokomolekularni HMW, 4-6 kruht), které jsou vice stabilni a toxické (5).

LMW jsou polotékavé a za béznych podminek se ukladaji v padach i povrchovych
vodach. Tam Casto pretrvavaji nebo se mohou odpafit nazpét do atmosféry (3).

Fyzikalni a chemické vlastnosti PAHs zavisi jak na zminéném poctu, tak poloze
aromatickych kruhti. Tyto slou€eniny charakterizuje vysoky bod varu, nizky tlak par, Spatna
rozpustnost ve vod¢ a vysoka lipofilita. Diky vysoké hodnoté€ log P maji PAHs vysokou afinitu
k organickym frakcim a nizkou biologickou rozlozitelnost, jejimz nasledkem je akumulace a
perzistence PAHs v Zivych organismech (6);(7).

Mira absorpce PAHs zavisi na jejich biologické dostupnosti a také fyziologii samotného
organismu. Naptiklad motské organismy absorbuji tyto latky z rozpustnych a ¢asticovych
frakci kontaktem se zdbrami nebo potravou (6).

Nejcasteji uzivanymi metodami pro identifikaci a kvantifikaci PAHs jsou: vysokouc¢inna
kapalinova chromatografie (HPLC) spojend s hmotnostnim spektrometrem (MS) nebo
fluorescencni detekci a plynova chromatografie (GC) sprazena s MS nebo trojitou

kvadrupdlovou hmotnostni spektrometrii (TQ-MS) (6).

3.2 Toxicita PAHs

Benzo-a-pyren

Patii mezi pyrogenni PAHs, vznikajici procesem zvany pyrolyza. Ta nastava



v momenté, kdy jsou organické latky za nizkého obsahu nebo za absolutni nepfitomnosti
kysliku vystaveny vysokym teplotam. Vysledkem jsou pyrolytické procesy nazyvané
,nedokonalé spalovani®, vznikajici spalovanim motorovych paliv v nédkladnich ¢i osobnich
automobilech a spalovanim dieva v krbech nebo pii lesnich pozarech. Tyto procesy probiha;ji
pii teplotach cca od 350 °C do vice nez 1200 °C (8).

Ze vsech PAHs se nejlépe rozpousti v tucich. Je schopny asociace s molekulami
distribuujici lipidy (napi. chylomikrony), ¢imz pronikd BaP do systémi zodpovédnych za
absorpci a distribuci lipidii, zptisobujici jejich bioakumulaci ve tkanich a organech. Plisobi jako
senzibilizator kiize a mlize vyvolavat alergické reakce. Tvoii se také béhem koufeni cigaret, a
proto patii mezi faktory vedouci ke vzniku rakoviny plic u jejich uzivatelt. Je tedy karcinogenni
a genotoxicky (9).

V nasledujici tabulce jsou shrnuty povolené limity tykajici se mnozstvi BaP v potravé a
v Zivotnim prostfedi. Limity BaP zahrnuté v tabulce pro potraviny jsou dané legislativou EU.
Limity pro Zivotni prostedi jsou vztazeny na legislativu CR. V nékterych zemich se legislativng
ptijatelné urovné¢ PAHs v potravinach, ale i v jinych kategoriich li§i, nebo naopak zadné
ptedpisy pro mnozstvi PAHs v potravinach nemaji (USA). Piikladem je mnozstvi BaP v pitné

vodé v Brazilii, kde limit &ini 0,7 pg/l. Podle EPA je limit BaP stanoven na 0,2 pg/l a v CR na
0,1 ng/1(9).

Tabulka 1 - Limity pro BaP

Potraviny (dle EU) BaP Citace Zivotni prostiedi (dle BaP Citace
(ng/kg) CR)
2,0

Uzené maso; ryby; (10) Imise 1 ng/m’ (11)
rybi vyrobky
Tuky a oleje 2,0 Pitna voda 0,1 pg/l
Sus$ené byliny, 10 Podzemni voda 0,0029 pg/l
kor'eni, dopliiky
stravy, prasky pro
pripravu napoji

Kojenecka vyZiva 1,0

Anthracen

Je tvofen tfemi kondenzovanymi aromatickymi kruhy a patii mezi nejjednodussi PAHs
spole¢n¢ s fenanthrenem. Komeréné se vyuZziva pii vyrobé barviv nebo tedidel, které slouzi
jako konzervacni prostiedky na dievo. Anthracen fadime mezi petrogenni PAHs. Vznik4 béhem
zrani ropy, nedokonalym spalovanim paliv, nebo je uvolnovan do ovzdusi pifi jeho samotné
vyrobé. Diky pouZzivani, ptepravé a skladovani ropy nebo ropnych produktl je jeho vyskyt

v zivotnim prostiedi bézny. Divodem vyskytu mize byt napft. i samotny unik ropy, zpisobujici



znecisténi oceanti a sladkovodnich vod. Jeho toxicita pfedstavuje nejvyssi riziko pro vodni
organismy, ale piisobi také jako potenciondlni karcinogen pro ¢loveka i zvitata. Do organismu
se nejcasteji dostdva béhem inhalace znecisténym vzduchem, kontaktem s pokozkou (mize
vyvolat alergickou reakci), pfijmem kontaminované potravy a pité vody. Pii opakované
expozici mize u clovéka dochazet ke ztrat¢ pigmentu v kizi, lokalnimu zesileni nebo zeslabeni

kaze, vzniku bradavic atd. Pfi chronické expozici miize vyvolat mutaci zivych bunék (8).

Tabulka 2 - Nejcastéjsi a vyznamné PAHs zneciSt'ujici Zivotni prostiedni podle EPA

Chemicka Molekulova Nazev slouceniny Chemicka Molekulova
struktura hmotnost struktura hmotnost
Naftalen O O 128 Chrysen ‘O 228
O (L
Acenaftylen ‘ 152 Benzo(a)antracen O 228
L e
Acenaften . 154 Benzo(a)pyren “ 252
se
Fluoren 166 Benzo(b)fluoranthen O 252
) Cr
Antracen O O O 178 Benzo(Kk)fluoranthen : 252
seed
Fenanthren 6 178 Benzo(g,h,i)perylen ‘e. ‘ 276
)~
Fluoranthen O 202 Inden(1,2,3-cd)pyren ;O‘ 276
Sxe
Pyren ‘O 202 Dibenzo(a,h)antracen ';O‘O 278
LI O

Prevzato z: Taylor&Francis — Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs): Updated aspects of their determination,

kinetics in the human body, and toxicity, 8.1.2023. Dostupné z: hups://doi.org/10.1080/10937404.2022.2164390


https://doi.org/10.1080/10937404.2022.2164390

Tabulka 3 - MoZnosti stanoveni PAHs

7.

Analyt Vzorek Uprava vzorku Separace — HPLC Detekce | LOD, LOQ Citace
15 PAHs Olivova olej, LLE za pomoci ultrazvuku | Kolona Agilent ZORBAX Eclipse FLD | LOD: (12)
rafinovany olivovy PAH Cig (150 mm x 4,6 mm, 5 um) 0,16 -0,97 2 0,09-1,97 pg kg !
olej, olej MEF: ACN/ACN:H > O (50:50) LOQ:
z pokrutinu Pratok: 1,2 ml/min 0,5-2,93 2 0,29-5,99 pg kg !
6 PAHs | Rybi tkan; krevety | Soxhletova extrakéni metoda | Kolona Nucleosil LC-PAH FLD | LOD: 0,27-0,64 ng/g (7
Etanolicka alkalicka extrakce | (250 mm X 4,6 mm, 5 pm) LOQ: 0,94-2,12 ng/g
MF: ACN/H >, O
Prutok: 1 ml/min
4 PAHs Hovézi tkan SPE Nerezova kolona Spheri-5 ODS FLD | LOD: 0,012 ng/g (13)
(250 mm x 4,6 mm, 5 um) LOQ: 0,04 ng/g
MEF: MeOH/H 2 O (91:9)
Pritok: 1 ml/min
4 PAHs Miéko Mikroextrakce iontovymi Kolona TC-C18 DAD | LOD: 0,14-0,71 ng/ml (14)
kapalinami s dutym vldknem | (250 mm x 4,6 mm, 5 pum) LOQ: 0,4-1,8 ng/ml
v kapalné fazi MF: ACN/H ; O (85:15),
(IL - HF — LPME) i1sokraticka eluce
Pratok: 1 ml/min
15 PAHs Veprové maso MSPE Kolona RP-18 DAD | LOD: 0,83-11,7 ng/L (15)
(uzené), divoké (150 mm x 4,6 mm, 3 um) LOQ: 2,76-39,0 ng/L
ryby, grilované MF: 5 % ACN-H > O/ACN
ryby, uzena Pritok: 1 ml/min
slanina, kava, voda
4 PAHs Caj QuEChERS Kolona Vydac 201 TP54C18 FLD | LOD: 0,03-0,3 ng/g (2)

(250 mm x 4,6 mm, 5 um)
MF: ACN/H ; O
Pratok: 1 ml/min

LOQ: 0,1-0,5 ng/g




15 PAHs | Jablec¢né slupky Mikroextrakce Kolona PAH C18 FLD | LOD: 0,34-1,27 ng/g (16)
supramolekularnim (250 mm x 4,6 mm, 5 pm) LOQ: 1,03-3,82 ng/g
rozpoustédlem s metodou MF: H > O-ACN (35:65) /ACN
superkritické kapalinové Pritok: 1 ml/min
extrakce
4 PAHs 26ks hotké SPE Kolona Pinnacle DB PAH DA- | LOD: 0,016-0,024 ng/g ®))
¢okolady (obsah (50 mm x 2,1 mm, 1.9 um) APPI- | LOQ: 0,054-0,081 ng/g
kakaa 41-77 %) MF: H > O/ACN HRMS
Pratok: 0,4 ml/min
16 PAH Kufeci palicky s QuEChERS Pinnacle II PAH kolona FLD | LOD: 0,004-0,25 ng/g (17)
kazi i bez (150 mm x 3 mm, 4 um) LOQ: 0,01-0,75 ng/g
(grilované na MF: H ;> O/4 % THF-ACN
dfevéném uhli) Pritok: 1,4-2 ml/min
8 PAH Motské plody PSE Kolona Agilent Zorbax Eclipse PAH | APCI- | LOD: 0,90-1,25 ng/g (18)
(ryby, krevety, (100 mm x 2,1 mm, 1.8 pm) MS/MS | LOQ: 1,25-5,00 ng/g
humfii, musle, MF: H > O/ACN
ustfice, chobotnice) Pratok: 0,5 ml/min
6 PAH Ryby (losos, SPE Zorbax Eclipse PAH FLD | LOD: 0,05-0,10 ng/g (4)
okoun), (150 mm x 4,6 mm, 3.5 pm) LOQ: 0,25 ng/g
hovézi a veprové MF: H >, O/ACN

maso (uzené a
grilované)

Pratok: 1,3 ml/min




3.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Zékladem chromatografickych metod je interakce jednotlivych slozek smési mezi
dvéma navzajem nemisitelnymi fazemi. Jde o pohyblivou fazi, nazyvajici se mobilni (MF) a
fazi nepohyblivou — stacionarni (SF). Naneseny vzorek putuje do chromatografického systému
vzorku. Pokud jsou latky vice afinitni ke SF, jsou vice zadrzovany na chromatografické kolong,
a tudiz se prodlouzi jejich retencni Cas (tr) a naopak. Vysledkem méfeni je grafické znazornéni
zavislosti signalu na reten¢nim ¢ase nazyvajici se chromatogram. Za definovanych podminek
slouzi reten¢ni Cas k identifikaci daného analytu a pro vyjadfeni jeho koncentrace se urcuje
plocha/vyska piku (19).

Proces samotné separace probihd v n€kolika krocich. Pomoci vysokotlaké pumpy jsou
jednotlivé roztoky (1-4) MF cerpany do degasseru, kde dochazi k jejich odplynéni a
naslednému smichéni ve smésovacim ventilu. Dale MF protéka pies vstupni ventil za pomoci
prvniho pistu, az do vystupniho ventilu, kde se nachazi tlumic razi a tlakovy senzor. Zde se
nachazi druhy pist, diky némuz protéka MF do promyvaciho ventilu. Ten v pfipadé otevieni
slouzi k promyvéani pumpy (MF tece do odpadu), naopak zavieny vede MF dale do davkovaciho
ventilu, kde probiha samotné nadavkovani vzorku. Nasledné spoleéné¢ proudi na
chromatografickou kolonu, kde dojde k separaci jednotlivych slozek vzorku a ty jsou poté
undSeny do detektoru. Ten je spojen s chromatografickym softwarem, ktery umoZziuje
interpretaci vysledku (20).

Béhem separace je mozné vyuzit isokratickou nebo gradientovou eluci. Pti isokratické
eluci se neméni sloZzeni MF a jeji pouziti je mozné pro fadu detektori. Dalsi vyhodou je stabilita
zakladni chromatografické linie a moZnost nastfiku dalSiho vzorku neprodlené po skonceni
analyzy. Pii gradientové eluci je moZzné ménit sloZzeni MF béhem separace, vétSinou za ucelem
zvySeni elucni sily. Pro nckteré analyty je pouziti gradientova eluce nutnosti, jelikoz by
dochézelo u lipofilnich latek k nezddoucimu prodluzovani separace. Vyhodou je 1 vysoka
citlivost méfeni, protoze zvysSeny obsah organického rozpoustédla s naristajicim casem
umoziuje ziskat Uzké a ostré piky pro latky které by se jinak pfi pouZiti isokratické eluce znacné

rozmyvaly (19).

3.3.1 Detektory uzivané¢ v HPLC

Abychom mohli jednotlivé detektory v HPLC pouzivat, musi spliiovat urcité

podminky. Je potieba, aby vykazovali linearni odezvu vici koncentraci analytu a odezvu pro



vSechny slozky, které se ve smési nachazi. Detektor by mél byt nedestruktivni, vydavat stabilni
a reprodukovatelny signal (i v pfipadé zmény teploty), nesmi byt zavisly na slozeni eluentu a
naopak musi umét detekovat 1 nizsi koncentrace analytu. Posledni podminkou je, ze detektory
nesmi poskytovat rozmyté piky na chromatogramu, coz je vSak spiSe otazkou vhodnych
separacnich podminek a rozméri detekéni cely. DneSni detektory maji nizko-objemové
pritokové cely a k rozmyvani zon tudiz nedochdzi. Mezi nejpouzivanéjsi detektory v HPLC
analyze patii UV/VIS detektory, fluorescen¢ni detektory (FLD), elektrochemické detektory,
vodivostni detektory, hmotnostni spektrofotometrické detektory (MS) a detektory diodového
pole (DAD) (21).

3.3.1.1 Fluorescenc¢ni detektory

Fluorescencni detektory slouzi k méfeni optické emise svétla molekulami v roztoku
rozpuSténé latky neprodlené po jejich excitaci pii vlnové délce s vyssi energii. Citlivost
detektorti se zvySuje u latek, které jsou schopny nativni fluorescence nebo fluoreskuji po
prob¢hlé derivatizacni reakcei. Zdrojem svétla byva Sirokospektralni deuteriova nebo xenonova
vybojka. FLD jsou az 1000x citlivéjsi nez UV detektory, a proto se vyuZzivaji hlavné ve stopové
analyze, nebo pfi analyze omezeného ¢i nizkého mnozstvi vzorku. Pfi analyze je dilezité dbat
na spravny vybér MF, jelikoz nékteré slozky mohou zpiisobit fluorescenci na pozadi, nebo
Spatn¢ odplynénd rozpoustédla mohou vést ke zhaSeni fluorescence a ovlivnit tak citlivost

méteni (22).

332 Aplikace HPLC v praxi

Vysokoucinna kapalinova chromatografie je zdkladem moderni analytické chemie. Je
vyuZivana v kontrole kvality pro stanoveni uc¢innych latek a kvantitativni analyze necistot.
Muze byt vyuzita pro studium stability, studium nucené degradace, kvantifikaci degradujicich
latek nebo pti analyze dlouhodobé stability. Déle je diilezitd pro studium bioekvivalence a
terapeutického monitorovani 1éciv (23).

V mediciné 1ze pomoci HPLC-MS technik stanovovat napf. biomarkery pro
diagnostické ucely. NejcCastéji zjiStujeme hladinu katecholamind, steroidl, glykovaného
hemoglobinu, vitamini a aminokyselin. Také je mozné analyzovat latky vznikajici za

patologickych stavii jako jsou puriny nebo produkty ptsobeni volnych radikali (19).



3.4 Extrakce na tuhé fazi (SPE)

Jednd se o metodu uzivanou k piipravé vzorkil v enviromentélni, farmaceutické a
biomedicinské analyze. Samotnd piiprava vzorku zahrnuje velmi casové narocné a
komplikované postupy, mezi které fadime 1 procesy filtrace, srazeni, fedéni nebo odstied’ovani.
Pfed pouzitim chromatografickych metod je nutné provedeni extrakce pro odstranéni
interferujicich slozek matrice, pfedkoncentrovani a stabilizovani cilovych analytt (24).

Principem SPE je extrakce analytl nachazejici se mezi pevnou a kapalnou fazi, jejichz
afinita k pevné fazi musi byt vyssi nez k matrici (24). Probiha v n€kolika krocich, a to aktivaci
sorbentu organickym rozpoustédlem, kondicionaci, nanesenim vzorku, promytim a eluci (25).

Zprvu byla vyvinuta jako dopln¢k extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE), ale pozdé&ji
se stala pouzivangj$i technikou. Mezi vyhody oproti LLE patii: nizsi ndklady, mensi spotieba
rozpoustédel, krat$i doba zpracovani, jednodussi manipulace a snadna automatizace (26).

SPE miiZe byt provadéna off-line, kdy ptiprava vzorku probihd mimo chromatograficky
systém. Nebo on-line, kdy neni potieba jakékoliv manipulace se vzorkem, jelikoz SPE je ptimo
propojena s chromatografickym systémem a cely proces muize probihat za plné automatizace
(27).

V minulych letech byly nejvice vyuZivanymi sorbenty v SPE ptedev§im: chemicky
vazany oxid kifemic€ity s riznymi funkénimi skupinami, sorbenty na polymerni bazi a materialy
na bazi uhliku. Jelikoz se u n¢kterych z nich zacala postupné ukazovat rizna omezeni jako jsou:
fyzikdlni a chemicka nestabilita pfi nizkém ¢i vysokém pH, nizkd kapacita a nemoznost
opakovaného pouziti, bylo potieba zajistit nové stabilni sorbenty, které usnadni extrakéni
proces v komplikovanych matricich. Proto se pozdé&ji zacalo pracovat na vyvoji novych
materiali, jako jsou molekularné/iontove vtisténé polymery (MIP/IIP), magnetické nanocastice
(MNP), kovové nanocastice, kovové organické struktury (MOF) nebo materidly slozené ze

samotného grafenu ¢i jeho oxidu (28).



3.5 Polymerni nanovldkna

Jako polymer mizeme oznacit molekulu s mimotadné velkym objemem, skladajici se
az z 1000 molekul. Je tvofen zakladnimi monomernimi jednotkami, které se opakuji a podle
jejich uspotadani a plisobenim mezimolekuldrnich interakci se odviji jeho vlastnosti (29).

Abychom mohli vlakno nazvat polymernim, musi obsahovat alespon jeden polymer,
pricemz velikost jeho molekuly se typicky pohybuje na desetindich nanometrii. Polymerni
vlakno majici pramér 50 nm obsahuje cca 10 000 molekul, nachazejici se v riznych tsecich
vlakna (na povrchu asi jen 3 %) a maji prodlouZenou délku na 1-100 um. Délka molekul je
zéavisla na zpiisobu vyroby nanovlakna (30).

Obecné se délka komercné vyrabénych nanovlaken pohybuje okolo 50—100 nm a mohou
byt vyrobena jak z pfirodnich, tak syntetickych polymera (31).

Mezi nejvice rozsifené techniky, kterymi lze nanovldkna vytvéfet patii metody
zvlaknovani, tedy elektrostatické zvlédknovani (Electrospinning), odstiedivé tryskové
zvlaknovani, mokré zvlaknovani, bublinkové zvlaknovani a tazeni vlaken. Dale sem fadime
metody rozfukovani taveniny (Melt — blown), syntézu ze Sablony (Template Synthesis) nebo
specifitéjsi metody mokré chemické techniky vyroby, jako je sol-gelovd metoda pro
nanovlakna oxidu kovi, chemicka depozice z par a samoskladba peptida (32).

Jedine¢nymi vlastnostmi nanovlédken jsou mala velikost pord, nizkd hustota, vysoka
specificka plocha povrchu, vysoka poréznost a propojeni pért, zlepsujici adsorpéni, filtracni a
smaceci vlastnosti nanovldkna (33).

Polymerni vldkna vynikaji mechanickou stabilitou, diky které jsou odolné vii¢i teplu,
opotiebeni a korozi. Dulezita je také ptitomnost povrchovych funkénich skupin (hydroxylové
a karboxylové) zplsobujici vétsi chemickou stabilitu a chemickou modifikovatelnost,
umoznujici tvorbu kompozitnich materialt (33).

Podle chemického sloZeni je mizeme fadit do 4 kategorii — kompozitni, uhlikova a
nanovlakna vznikl4 na anorganické nebo organické bazi (34).

Nejvice pouzivanymi polymery jsou polyamid (PA), polystyren (PS), polypropylen
(PP), polyethylen (PE), polykaprolakton (PCL), a polyetherimid (PEI) (35).

S nanovlakny se miizeme setkat v mnoha oblastech, at’ jiz jde o biomedicinské
inZenyrstvi, ochranu zivotniho prostiedi, 1€kafstvi, biotechnologie, automobilovy primysl,

elektroniku apod. (31).



3.5.1 Elektrostatické zvldknovani (Electrospinning)

Jedna se o proces vyroby polymerniho nanovlakna za pomoci -elektrostaticky
pohanéného paprsku roztoku nebo taveniny polymeru. Oproti jinym konvenénim technikdm
zvlaknovani, které jsou schopny vytvofit nanovlakno s priméry v mikrometrovém rozsahu, je
schopna produkovat polymerni vldkna s primeéry v rozsahu nanometrii (36).

Hlavni soucasti pro vyrobu je vysokonapétovy napdjeci zdroj, zvlaknovaci tryska,
injekéni pumpa a vodivy kolektor. Pfi napajeni miize byt vyuzito jak stejnosmérného, tak
stiidavého napéti. Pii procesu dochézi k vytlacovani kapaliny ze zvlaknujici trysky za vzniku
kapicky ptisobenim povrchového napéti. Pii nasledné elektrifikaci dochdzi k elektrostatickému
odpuzovani mezi povrchovymi naboji zpusobujici deformaci kapi¢ky do Taylorova kuzele,
pficemz je vyzaren nabity paprsek. Ten se nejprve prodluzuje podél pirimky, dochazi ke
ztenceni paprsku a s narustajici elektrickou nestabilitou ohybu, dochazi ke vzniku Slehacich
pohybt. Nasledn¢ dochazi k natahovanim paprsku, zptisobujici jeho tuhnuti a usazovani na
kolektor (37). Zvlakiiovani elektrospinningem je mozné provadét za pouziti stejnosmérného
(DC) 1 stifidavého proudu (AC). Rozdily v jednotlivych materidlech jsou pak v porozité

(tloustce) zvlaknéné vrstvy, jak je zfejmé z obrazku ¢.1.

AC electrospinning
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Obrazek 1 - Vliv zvlaknéni na 3D strukturu materialu
(ptevzato z: https://doi.org/10.1016/j.trac.2024.117912, 2024)

Nejcastéji uzivanymi materidly pro vyrobu nanovldken pomoci elektrostatického
zvldkiovani jsou organické polymery ve formé roztoku nebo taveniny. Elektrostatické
zvlaknovani roztoku je Castéji uzivané a lépe charakterizované nez elektrostatické zvlaknovani
taveniny, jelikoz bylo pro tuto metodu prozkoumano jiz vice nez 100 typa syntetickych 1
pfirodnich polymerti pro pfimou vyrobu nanovldken. Pro komercni aplikace souvisejici
s ochranou Zivotniho prostiedi byly elektricky zvldknovany syntetické polymery — polystyren
a polyvinylchlorid. Pozdé&ji se pomoci dodatecné tUpravy nanovlaken ziskaly nové

nanomaterialy vyrobené z uhliku, kovii a keramiky (37).


https://doi.org/10.1016/j.trac.2024.117912

Pro Gispésné zvlakiovani je potieba, aby mél polymer vysokou molekulovou hmotnost
a byla pro n¢j dostupna vhodna rozpoustédla. Nizka molekulova hmotnost ovlivituje reologické
chovani a elektrické vlastnosti roztoku, coz zpusobuje tvorbu kulicek nez vlaken. U
rozpoustédla je diilezita tékavost a tlak par. Pokud je té¢kavost pfiliS nizka, vlakna ukladajici se
na kolektor budou mokra. Naopak pftilis vysoka tékavost zptisobuje rychlé zatuhnuti paprsku,
thned po vystupu ze zvldknovaci trysky. Bézné uzivanymi rozpoustédly jsou alkoholy,
dichlormethan, chloroform, tetrahydrofuran, dimethylformamid, dimethylsulfoxid,
hexafluorisopropanol a trifluorethanol (37).

V této diplomové praci byla vyuzivana predevSim vldkna z polyamidu zvlaknéna

pomoci AC spinningu.

3.5.2 Meltblown (Zvlakiiovani z taveniny)

Pomoci metody meltblown je mozné vyrobit vldkna z termoplastickych polymera o
velikosti 1-5 um. Jedna se tedy spiSe o vyrobu mikrovldken nez nanovlaken, kterd jsou pfitomna
ve velmi nizkém poméru (38).

Cely proces zacina tavenim pevného polymeru ve form¢ pelet, granul, praSku nebo
Stépkli. Vznikla tavenina je vytlaCovdna pies malé otvory vytvafejici jemnd vldkna. Ty jsou
pusobenim horkého vzduchu natahovéna a nasledné ochlazovéna, coz zapfi€ini jejich zpevnéni.
Nakonec jsou shromazd’ovana na kolektorové desce, kde vytvaii konecny produkt ndhodné
orientovanych vldken nazyvany ,netkana textilie* (39).

Nejvice uZivanymi polymery pro vyrobu netkanych textiliich metodou meltblown jsou
polypropylen, polystyren, polyethylen, polykaprolakton, kyseliny mlééna a polymlécna,
polyethylentereftalat a polybutylentereftalat (38).

Ziskana vlakna se vyuzivaji pro vyrobu ruznych produktd v technickych, 1€kaiskych a
hygienickych aplikacich jako jsou plenky, dychaci masky, respiratory, jednorazové utérky,
sorpcni vlozky apod. (38).

3.53 Template Synthesis (Syntéza ze Sablony)

Vyuziva jiz existujici nanostrukturovany templat ,.Sablonu® pro vytvofeni nanomaterialu
v jiné formé, ktery je obtizny ziskat. Vysledkem jsou nanomaterialy s definovanou velikosti,
tvarem a konfiguraci. Templatova syntéza probihd obecné ve 3 krocich, a to vstfikovanim
roztoku polymeru do poéru templatu, suSenim pii vysoké teploté a odstranénim templatu. Pro
odstranéni mtize byt vyuzito jak fyzikalnich, tak chemickych metod, podle povahy templatu.

Syntézou ze Sablony lze ziskat nanovlédkna o primeéru desitek az stovek nanometrti (40, 33).



Od této metody je odvozeno nékolik technik slouzici k syntéze poréznich polymeri napt.:

molekularni imprinting, Sablonovani koloidnich krystalt a micelarni imprinting (41).



4. Experimentalni Cast

4.1 Pouzité piistroje, laboratorni vybaveni a material

* Vysokoucinny kapalinovy chromatograf: Shimadzu Prominence
- Odplynovac — Shimadzu DGU-20A5
- Autosampler — Shimadzu SIL-20AC
- Cerpadlo — Shimadzu LC-20AD
- Kolonovy termostat — Shimadzu CTO-20AC
- Komunikaéni modul — Shimadzu CBM-20A
* PDA detektor — Shimadzu SPD-M20A
* Fluorescenc¢ni detektor — Shimadzu RF-10A XL
* Analytické kolony:
- ACE Excel 2 C18-Amide — 150 x 4,6 mm, 2 pum
- ACE Excel 2 CN-ES — 150 x 4,6 mm, 2 um
- ACE Excel 2 Super C18 — 150 x 4,6 mm, 2 pm
- Ascentis Express AQ-C18 — 150 x 4,6 mm, 2.7 um
- Ascentis Express RP-Amide — 150 x 4,6 mm, 2.7 um
- ASTRA C18-AQ - 150 x 3,0 mm, 3 pm
- CHROMSHELL C18-AB — 150 x 4,6 mm, 2.6 pm
- CHROMSHELL C18 Plus — 150 x 4,6 mm, 2.6 um
- Kinetex Biphenyl — 150 x 4,6 mm, 5 um
- Kinetex EVO C18 — 150 x 4,6 mm, 2.6 pm
- Kinetex XB-C18 — 150 x 4,6 mm, 2.6 um
- Luna Omega 5 Polar C18 — 150 x 4,6 mm, 5 pm
- YMC-Triart PFP — 150 x 4,6 mm, 3 um
- YMC-Triart C18 — 150 x 4,6 mm, 3 um
* Software — LabSolution
* Centrifuga — Hettich Mikro 220R
* Extrakéni sorbenty: ndzev + tloustka disku
- PA 6 zelenda 97,28 mm — 1 %, 2 %, 3 % obsah barviva
- PA 6 Blank
-PA 6 —RR 198, RR 120, ACR
-PA 6 -1 % TiO2, 2 % TiOz2, 3 % TiO:
- PA 6 — Acid Green, Acid Black 2%



-PA 4,4/6,11,6/10
- PCL:GR (10:5)
-PCL +1% GR
- Polyimid AC — 2 mm
- TACR PCL @7,28 mm — | mm, 2 mm, 2.5 mm, 3 mm
- TACR PBT ©7,28 mm — 3 mm, (2+) 4-5 mm, (2-) 4-5 mm, 8 mm
- TACR PA 6 @7,28 mm — 2 mm, 3 mm
* Centrifugacni filtry — Micro Spin Filters, 0.2 CA
* Ostatni laboratorni sklo a pomtcky: eppendorf mikrozkumavky, pinzeta, sklenéné tycinka,

kadinka, odmérna banka, Pasteurova pipeta, zatka, automaticka pipeta, stojanek

4.2 Pouzité chemikalie, standardy, vzorky a jejich ptiprava
* Chemikalie
Voda — precisténa Mili-Q systémem
- Methanol — pro HPLC o Cistoté > 99,9%
- Acetonitril — pro HPLC o ¢istoté > 99,9%
- Tetrahydrofuran (THF) pro HPLC o ¢istoté > 99,9%

 Standardy — PAHs /roztoky pripraveny v ramci piredchozi studie/

- ACP — 1,00 mg/Iml ACN - BaP — 1,00 mg/4ml ACN

- ANT - 0,99 mg/1ml ACN - BghiP — 1,00 mg/4ml ACN
- BkF - 1,01 mg/Iml ACN - CHR - 1,01 mg/4ml ACN
-PYR - 1,01 mg/Iml ACN - IcdP — 1,00 mg/4ml ACN

- DahA — 1,00 mg/4ml ACN
* Vzorky
- Vzorky ziskané extrakci na riznych nanomaterialech
- Voda odebrana 8.1.2025 z feky Labe v Hradci Kréalové, prefiltrovana pres
PTFE filtr 0,22 pm

4.2.1 Prtiprava standardl

Jednotlivé standardy (pro ACP, ANT, BkF a PYR) byli pfipraveny rozpusténim 0,99 -
1,01 mg dané latky v 1 ml ACN o koncentraci 990-1010 mg/l. U ostatnich PAHs byl postup

stejny, jen se dané latky rozpoustély ve 4 ml ACN z diivodu niz$i rozpustnosti.



4.2.2 Prtiprava standardniho roztoku PAHs (ST PAHs)

Pro optimalizaci podminek separace byl pifipraven pracovni roztok obsahujici smés
PAHs o koncentraci 10 mg/l. Standardy, které¢ byli pfipraveny rozpusténim v 1 ml ACN byly
pipetovany po 10 pl a standardy pfipravené rozpusténim ve 4 ml ACN byly pipetovany po 40
ul. Objem byl doplnén 760 ul ACN do celkového objemu 1 ml.

4.2.3 Ptiprava zasobniho a pracovniho roztoku

Pro extrakci byl pfipraven novy zasobni roztok o koncentraci 5 az 80 mg/l, ve kterém
bylo upraveno mnozstvi pipetovanych standardti z divodu zvySeni odezvy fluorescence pro
BghiP a IcdP, které byly pipetovany po 80 pl. ACP, ANT, BkKF a PYR byly pipetovany po 5 pul
a ostatni PAHs po 20 pl. Objem byl opét doplnén 760 pl pomoci ACN do 1 ml. Tento roztok
byl néasledn¢ 1000x zfedén (do 50 ml odmérné bainky bylo odpipetovano 50 pl), aby bylo
dosazeno pozadujici koncentrace v pracovnim roztoku vyuzivaného béhem off-line SPE. Dale

bylo pfidano 5 ml ACN pro zvyseni rozpustnosti PAHs a objem se doplnil vodou do 50 ml.

4.2.4 Ptiprava kalibra¢niho roztoku a kalibra¢ni fady

Kalibraéni roztok o koncentraci 1000 ppb = 1 mg/l byl pfipraven smisenim 100 pul ST
PAHs, 100 pl BghiP, 100 pul DahA, 100 pl IedP a 600 pl ACN. Z ného bylo nésledné ptipraveno
14. pracovnich roztokli v rozmezi koncentrace od 0,0625-100 pg/l. Stejné byly pfipraveny
roztoky pro méteni opakovatelnosti o koncentraci 20, 5 a 0,5 pg/l.

Tabulka 4 - Priprava kalibracni iady

Koncentrace Objem Objem Acetonitrilu
PAHs (ng/l) kalibraé¢niho (ul)
roztoku (ul)

1. 100 100 900
2. 75 75 925
3. 50 50 950
4. 40 40 960
S. 30 30 970
6. 20 20 980
7. 10 10 990
8. 5 5 995
9. 2 2 998
10. 1 1 999
11. 0,5 0,5 S
12. 0,25 0,25 *
13. 0,125 0,125 *
14. 0,0625 0,0625 *

* ziskano sériovym fedénim z piedchoziho roztoku (500 pl kalib. roztoku + 500 ul ACN)



4.3  Ptiprava spin filtru a vzorku pro analyzu

Pted kazdou extrakci bylo nutné naplnit spin filtry nanovldkennymi disky, které byly jiz
vysekané a predpfipravené ve zkumavkach. Nejprve se pomoci pinzety vytdhl ze spinfiltru
tésnici plastovy krouzek a PP filtr. Nésledné se do spin flitru opatrné vlozil nanovlakenny disk
za pomoci pinzety a sklenéné ty€inky, ktery se upevnil plastovym krouzkem tak aby pokryval
celou plochu dna. Nakonec se takto piipraveny spin filtr vlozil do Eppendrof zkumavky. Pro
kazdy material, bylo pfipraveno 6 spin filtrti k zajisténi opakovatelnosti vysledkt z extrakce.

Béhem piipravy bylo potfeba pracovat s vysokou opatrnosti, aby nedoslo k poSkozeni vlaken.

Obrazek 3 - Eppendorf zkumavka s naplnénym spinflitrem

Samotna extrakce probihala v nékolika krocich. V prvni fadé bylo potieba aktivovat
disk a promyt ho od pifipadnych necistot z vyroby pomoci 200 ul ACN. Poté se zkumavky se
spin flitry stoCily pti 4000 RPM po dobu 2 minut, napipetovalo se do nich 600 ul jiz
ptipraveného pracovniho roztoku PAHs a provedla se znovu centrifugace. Dalsim diilezitym

krokem bylo vyménit Eppendrof zkumavky za nové, do kterych byl sbiran eluent z disku. Eluce
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probéhla po pridavku 600 pul ACN a nasledné centrifugaci za stejnych podminek. ACN byl
zvolen z diivoda vyssi elucni sily pro PAHs. Po probehlé extrakci byl ziskdn vzorek vhodny

k HPLC analyze, ktery se piepipetoval do 1 ml vialek.

4.4  Podminky méfeni

K analyze polycyklickych aromatickych uhlovodiki byl vyuzit kapalinovy
chromatograf Shimadzu Prominence LC-20AD s fluorescenc¢ni detekci (vinové délky excitace
a emise jsou pro ACP 225/315, pro ANT; PYR; CHR 260/400, pro BkF; BaP; DahA, 294/300
pro Icdp 250/490 a pro BghiP 294/430). Vzorek o objemu 10 pl byl nadavkovan na analytickou
kolonu Ascentis Express AQ C-18 (150 x 4,6 mm, 2,7 um castice). Separace probihala pii 30
°C za gradientové eluce s mobilni fazi obsahujici v pocatecni f4zi na pumpé A: Acetonitril (70
%) a na pumpé B vodu (30 %). Pratokova rychlost MF byla 1,5 ml/min. Vyhodnocovéni dat

bylo mozné diky chromatografickému softwaru — LabSolutions.

4.5 Optimalizace chromatografickych podminek

K vyvoji nové metody zaméfené na stanoveni obsahu PAHs v povrchovych vodach,
bylo potieba zajistit, aby se jednotlivé analyty separovaly vzajemné od sebe a piipadné od
ostatnich slozek matrice. Proto se optimalizace zaméfila na vybér vhodné analytické kolony,
sloZzeni mobilni faze a na vybér vhodného priibéhu gradientové eluce. Soucasti byla také
identifikace jednotlivych slouCenin. Nejprve byla zméfena smés PAHs a poté jednotlivé
standardy. Do chromatogramu se smési PAHs se postupné vkladaly chromatogramy ziskané
métenim samotnych standardtl a podle reten¢nich ¢asti a polohy piku standardu se urcilo poradi

analyti.

4.5.1 Deteke¢ni parametry

Vzhledem k tomu, Ze se PAHs vyskytuji ve vodach, ale i v jiném prostfedi ve velmi
nizkych koncentracich, je potieba pro jejich analyzu velmi citlivé detekce, a proto byl vyuzit
fluorescenéni detektor. JelikoZ je vétSina naSich latek detekovatelnd pod riznymi excita¢nimi a
emisnimi vlnovymi délkami, bylo potieba nastavit jejich automatické pfepindni pro zlepSeni
odezvy detektoru. Problém nastal u poslednich dvou latek, tedy BghiP a Icdp, kdy tyto latky
maji rozdilnou vinovou délku detekce, ale separuji blizko sebe. Tudiz se detektor nestihl
ptepnout, aby zméfil BghiP, a proto se musela zvolit univerzalni vinova délka (Ex/Em) pro obé
latky a to 460/250. Pro ostatni latky byly také nakonec zvoleny univerzalni vinové délky Ex/Em
na 260/400 (ACP, ANT, PYR, CHR) a 294/430 (BkF, BaP, DahA).



4.5.2 Optimalizace vybéru mobilnich fazi

Béhem testovani mobilni faze byla vyzkouSena smés tfech riznych slozeni. Prvni MF
obsahovala acetonitril s vodou, druha acetonitril s vodou okyselenou 0,1 % H3PO4 a posledni
acetonitril s vodou smisenou s methanolem. Nejlepsi vysledky vykazovala prvni MF, jelikoz
pii méfeni za stejnych podminek, jsme ziskali chromatogram s ostrymi, dobfe rozdélenymi piky
a krat$i dobou eluce vSech analyti oproti druhé MF. Pfi pouziti posledni mobilni faze se
nepodaftilo eluovat vS§echny analyty. Také byly zkouseny 3 rizné pritoky MF — 0,5; 1 a 1,5
ml/min, a to vzhledem k riznému priméru chromatografickych kolon a velikosti jejich ¢astic.
Pti pouziti nizSich pritoka se vétSinou prodlouzil Cas eluce analytii, a proto se jako zavérecny
pratok zvolil 1,5 ml/min a kolona s nizkym zpétny tlakem, tedy s core-shell technologii vyroby
castic, jak je prezentovano nize. V prvni ¢asti optimalizace separac¢nich podminek byla pro
zjednodus$eni zvolena spektrofotometricka detekce pii univerzalni vinové délce 210 nm. Teprve
po nalezeni vhodnych podminek separace byl optimalizovan vybér excitacnich a emisnich

mau  délek fluorimetrické detekce.

210nm,4nm ACP BghiP

175:
150 BkF lcdp
1252 BaP

100 CHR DahA

75§ ANT PYR

50

-7 T T T T U T “‘\““\““\““\

0. 0 1 0 2 0 3 O 0 5 0 9.0 0 11 O min
Chromatogram 1 - Zdznam separace PAHs na koloné ASCENT 1S EXPRESS AQ C 18 (150 x 4,6 mm, 2.7 um)
Gradient A, MFF — ACN + voda
Pozn.: Na chromatogramu je znazornéna separace 9 pikd, které jsou symetrické a tizké. Kromeé poslednich dvou piki, jsou ostatni od sebe dobie
oddéleny, tudiz je jejich rozliseni vysoké. U poslednich dvou latek je rozliSeni o néco niz8i. Zakladni linie je rovna s minimalnim vyskytem
Sumu az na jeho vyskyt v prvni minuté.
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Chromatogram 2 - Zdaznam separace PAHs na koloné ASCENTIS EXPRESS AQ C-18 (150 x 4,6 mm, 2.7 um)
Gradient A, M — ACN + voda okyselena 0,1 % H3;PO,

Pozn.: Chromatogram obsahuje 9 symetrickych a uzkych pikd. Jejich rozliseni je vysoké, ale u poslednich dvou latek neni zcela dostatecné.
Zakladni linie je rovna s vyskytem Sumu v prvni minuté a ve druhé s detekei necistoty.
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4.5.3 Optimalizace gradientové eluce a testovani kolon

Pro vybér nejvhodnéjsich podminek pro separaci PAHs bylo testovano celkem 14 kolon
se stejnymi rozméry, ale rGznou velikosti ¢astic. Pracovni roztok standardii smési PAHs o
koncentraci 10 mg/I byl analyzovan pfi riznych gradientech. Kazda kolona byla testovéana s 2-
3 vybranymi gradienty (A-F) dle miry retence analyti. Prvni byl vzdy testovan Gradient A a
podle vysledného chromatogramu se métily dalsi gradienty s méné ¢i vice polarni MF. Pritok
MF se nejprve nastavoval na 1 ml/min a byl sledovén jaky vytvaii kolona zpétny tlak v HPLC
systému. Pokud se blizil k hrani¢nim hodnotam 25 MPa byl pouzit gradient s nizsi pritokovou
rychlosti MF. Cilem bylo zjistit, ktera z kolon nejlépe separuje jednotlivé analyty a zaroven k ni
ptifadit nejvhodnéjsi podminky pro gradientovou eluci. Hodnotil se pocet, rozliSeni, symetrie
a sitka jednotlivych piki.

V ptifazenych tabulkdch budou popsany vSechny gradienty, které nasleduji stru¢né

okomentované ukéazky riznych chromatogrami ziskanych méfenim pracovniho roztoku

standardu PAHs na jednotlivych kolonach s nejvhodnéj$im gradientem.

Tabulka 5 - Podminky pro gradient A

A | SloZeni mobilni faze (%) | B SloZeni mobilni faze (%) |
Cas (min) Vodna faze Organicka faze Cas (min) Vodna faze Organicka faze
0,01 30 70 0,01 35 65
7 10 90 7 10 90
7-9 10 90 7-9 10 90
9,01 30 70 9,01 35 65
11.0 30 70 11.0 35 65

Tabulka 7 - Podminky pro gradient C

Tabulka 6 - Podminky pro gradient B

Tabulka 8 - Podminky pro gradient D

D___| _Slozeni mobilni fize (%)
Cas (min) Vodna faze Organicka faze Cas (min) Vodné faze Organicka faze
0,01 40 60 0,01 50 50
7 10 90 7 10 90
7-9 10 90 7-9 10 90
9,01 40 60 9,01 50 50
11.0 40 60 11,0 50 50

Tabulka 9 - Podminky pro gradient E

Tabulka 10 - Podminky pro gradient F

_E | SloZeni mobilni fize (%) | F SloZeni mobilni faze (%)
Cas (min) Vodna faze Organicka faze Cas (min) Vodna faze Organicka faze
0,01 60 40 0,01 20 80
7 10 90 7 0 100
7-9 10 90 7-9 0 100
9,01 60 40 9,01 20 80
11,0 60 40 11,0 20 80
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Chromatogram 3 - Zdznam separace PAHs na koloné ACE Excel 2 C18 Amide (150 x 4,6 mm, 2 um)
Gradient C, priitok MF 1.0 ml/min

Pozn.: Na chromatogramu neni mozné urcit pofadi analyti, nebyly separovany jednotlivé latky od sebe. Mezi 1-2 minutou je

detekovana dalsi neznama latka. Zakladni linie neni rovna. Kolona je nevhodna pro analyzu PAHs.
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Chromatogram 4 - Zdaznam separace PAHs na koloné ACE Excel 2 CN-ES ( 1 50 x 4,6 mm, 2 um)

Gradient A, priutok MF 1,5 ml/min

Pozn.: Nebyly separovany vsechny analyty od sebe. Piky s latkami BaP + BkF a IcdP + BghiP se prekryvaji. Rozlieni je nizké.

Mezi 2-3 minutou je detekovana dal§i nezndma latka.
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Chromatogram 5 - Zdaznam separace PAHs na kolone ACE Excel 2 SuperCl 8 (150 x 4,6 mm, 2 um)

Gradient A, priutok MF 1,0 ml/min

Pozn.: Zakladni linie je rovna. Mezi 4-5 minutou se objevuje neznama latka. Nedoslo k separaci jednotlivych analytt. Piky jsou

symetrické.
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Chromatogram 6 - Zaznam separace PAHs na koloné Ascentis Express AQ-C18 (150 x 4,6 mm, 2.7 um)
Gradient C, prutok MF 1,5 ml/min

mi

Pozn.: Tato kolona byla vybrana jako nejvhodnéjsi diky nejlepsi separaci jednotlivych pikd. Pro ukazku byl vybran Gradient C.

Gradient A vyuzity v analyze (str. 29) byl vybran kvuli rychlejsi eluci latek.
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Chromatogram 7 - Zdznam separace PAHs na koloné Ascentis Express RP-Amide (150 x 4,6 mm, 2.7 um)

Gradient C, priitok MF 1.0 ml/min
Pozn.: Kolem druhé minuty 1ze vidét detekei neznamé latky. Jednotlivé latky byly od sebe separovany, ale ne s dostatecnym

rozliSenim. Piky vykazuji mirnou asymetrii.
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8 - Zaznam separace PAHs na koloné ASTRA C18-AQ (150 x 4,6 mm, 3 um)

Gradient C, priitok MF 1.0 ml/min

Pozn.: Nepodafilo se separovat IcdP a BghiP. RozliSeni je nizké. Zakladni linie je rovna, bez Sumu. Latky BkF a BaP eluuji také
prili§ blizko u sebe. Ostatni piky jsou ostré a symetrické.
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Chromatogram 9 - Zdznam separace PAHs na koloné CHROMSHELL C18-AB (150 x 4,6 mm, 2.6 um)

Gradient D, pritok MF 1.0 ml/min

Pozn.: Nepodatilo se odseparovat IcdP a BghiP. Latky BkF a BaP maji nizké rozliSeni. Zakladni linie je rovna. Mezi 3-4 minutou
mAU je vidét detekce neznamé latky.
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Chromatogram 10 - Zaznam separace PAHs na kolone CHROMSHELL Cil8 Plus ( 150x 4,6 mm, 2.6 um)

Gradient D, priitok MF 1.0 ml/min

Pozn.: Nepodaftilo se odseparovat analyty IcdP a BghiP. Zakladni linie je rovna a piky jsou symetrické.
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Chromatogram 11 - Zdznam separace PAHs na koloné Klnetex szhenyl (1 50 X 4 6 mm, 5 ,um)
Gradient D, pritok MF 1.0 ml/min

Pozn.: Podatilo se separovat vSechny latky, ale pouze s nizkym rozliSenim pro lipofiln€j$i PAHs. To je pro analyzu nevhodné, jak
kvili pfepinani detektoru, tak mozné koeluce piki pfi vysokych koncentracich jednotlivych latek.
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Chromatogram 12 Zaznam separace PAHS na kolone Klnetex E VO CI 8 (1 50 X 4 6 mm 2 6 um)
Gradient B, prutok MF 1.0 ml/min
Pozn.: Zakladni linie je rovna s minimalnim vyskytem Sumu. Rozlieni je celkové nizké. VSechny analyty nebyly fadné

separovany. V druhé minuté je detekovana neznama latka.
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Chromatogram 13 - Zaznam separace PAHs na koloné Kinetex XB-C18 (150 x 4,6 mm, 2.6 um)

Gradient A, pritok MF 1.0 ml/min

Pozn.: Nedoslo k separaci vSech analyti, rozliSeni je nizké. Ostatni piky jsou symetrické. Zakladni linie je rovna s minimem Sumu.
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Chromatogram 14 - Zdaznam separace PAHS na kolone Luna Omega 5 Polar C18 ( I 50 x 4,6 mm, 5 um)

Gradient B, Prutok MF 1.0 ml/min

Pozn.: Separace je podobna jako u chromatogramu ¢.13.
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Chromatogram 15 - Zaznam separace PAHs na kolone YMC-Triart PFP (150 x 4,6 mm, 3 um)
Gradient E, pritok MF 1.0 ml/min

Pozn.: Na této kolon¢ nedoslo k separaci vSech analyt. Nékteré piky 2 latek jsou piekryty. Potadi je odhadované. Eluce analyti
probéhla ve velké blizkosti, rozliSeni je nizké.
mAU

1501210nm,4nm| ACP
140
130 BghiP
1204
110
100
90
807
707
60
50
40
30
20
104
07

0.0‘ B 1.0 ‘2‘.0‘ B 3.0 ‘4‘.0‘ B E;O B éO o ‘7‘.0‘ B 8.0 dO B ‘10.0‘ B ‘min

Chromatogram 16 - Zaznam separace PAHs na koloné YMC-Triart C18 (150 x 4,6 mm, 3 um)
Gradient F, prutok MF 1.0 ml/min

Pozn.: Zakladni linie je rovna s minimalnim vyskytem Sumu. Kolem osmé minuty mtizeme vidét spojeni 2 pikti. Pravdépodobné se
jedna o BaP a DahA. Tyto piky se nepodatilo separovat. Ostatni piky jsou symetrické.

Shranuti:

Pro analyzu PAHs bylo testovano velké mnozstvi kolon s velikosti ¢astic 2 um, 2.6 um,
2.7 pm, 3 pm a 5 um. VSechny kolony byly testovany pfii riznych gradientech MF. K préci byl
vyuzit standartni roztok obsahujici PAHs o koncentraci 10 mg/l, jehoz davkovany objem byl 5
pl. Nejlepsi vysledky vykazovala kolona Ascentis Express AQ-C18 s podminkami gradientové
eluce A, ktera byla vybrana pro experimentalni méteni. Ostatni kolony nebyly vétSinou schopné
separovat vSechny analyty, nebo se eluovaly pfili§ blizko sebe. Je mozné, Ze v kombinaci
s jinymi podminkami MF by byly schopny analyty separovat, coZ mlze byt dalSim tématem

zkoumani. Pro analyzu bylo vyuzito fluorescencni detekce, kvlli vyssi citlivosti stanoveni.



Zaroven bylo potieba optimalizovat piepinani vinovych délek Ex/Em jednotlivych analyta pro

lepsi odezvu detektoru.
mV

Detector A Ex:225 nm, Em:315nm| BkF

70
60.] ANT
50 ACP BaP

407 PYR

CHR
307

201
DahA

lcdP: BghiP
104
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Chromatogram 17 - Zaznam separace PAHs na koloné ASCENTIS EXPRESS AQ C-18 (150 x 4,6 mm 2.7 um),
Gradient A, MF — ACN + voda, mérené fluorescencnim detektorem, Nanomaterial — PA 6 — 3 % TiO;

Pozn.: Na za¢atku vidime tvorbu Sumu po ustaleni detektoru. Pozdg&ji je zakladni linie rovna. Piky patiici PAHs jsou tizké a symetrické

s vysokym rozli§enim.



4.6  Souhrn podminek pro optimalizaci HPLC a extrakce

4.6.1 Optimalni chromatografické podminky pro analyzu PAHs

Chromatograf: Shimadzu Prominence LC-20AD

Detektor: Shimadzu RF-10A XL (Ex, Em)
BghiP; Icdp — Ex 460 nm, Em 250nm
ACP; ANT; PYR; CHR — Ex 260 nm, Em 400
BkF; BaP; DahA — Ex 294 nm, Em 430 nm

Kolona: Ascentis Express AQ-C18 (150 x 4,6 mm; 2,7 um)

Mobilni faze:

Pratok MF:
Dévkovany objem:
Typ eluce:

Prabéh gradientu:

Pumpa A: Acetonitril (70 %)
Pumpa B: Voda (30 %)

1,5 ml/min

10 pl

Gradientova eluce

0 min (70:30)
7 min — linearni pokles (90:10)
7-9 min — 1sokratick4 ¢ast (90:10)

9-11 min — rychly vzestup (70:30)

Cas analyzy: 11 minut

Teplota: 30 °C

Vyhodnoceni dat: Software LabSolution
4.6.2 Optimalni podminky pro extrakci PAHs

Pocet diskt: 6

Aktivace: 200 ul ACN

Objem vzorku: 600 ul

Eluce: 600 ul ACN

Otacky: 4000 RPM

Doba odstfed’ovani:

2 minuty



4.7  Validace — Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAHs)

4.7.1 SST — Test zptisobilosti systému

Vysledky analyzy mohou byt ovlivnény nékolika faktory, které souvisi
s chromatografickym systémem. Aby se snizilo riziko vlivu téchto faktord, bylo zavedeno
n¢kolik pozadavki na testovani zptsobilosti systému (SST) (42).

V STT bylo vyhodnoceno sedm rtznych parametrti pro vSech 9 standardi PAHs.
Prvnim je retencni cas (t), slouzici k identifikaci slouCeniny a je zaznamenan v moment¢, kdy
analyzovana latka projde kolonou a nasledné doje k jeji detekci. Z ného byla nasledné
vypocitana relativni smérodatna odchylka vyjadiujici miru opakovatelnosti reten¢nich ¢ast pro
kazdy analyt — RSD ¢..

Tietim parametrem je faktor asymetrie znaceny As, udavajici symetrii piku. Ten je
vypocitan pomoci rovnice:

W
as = Noos
2f

kde, Wo,05 oznacuje Sitku piku pii 5 % jeho vySky (neboli 1/20 jeho vySky) a f oznacuje

vzdalenost mezi kolmici vedouci z vrcholu piku a sestupné casti piku v5 % jeho vysky.
Hodnota symetrického piku by méla byt rovna 1. Pokud je As <1, dochazi k tzv. frontovani
piku. Pi1 As> 1 piky chvostuji. Chvostovani piku miiZze byt uréeno také pomoci ,.tailing* faktoru
(T). V praxi je u validovanych metod poZadovéano, aby se faktor asymetrie As nachazel

v rozmezi 0,75 — 2,0 (42).

100 %

% vysky piku

T=(F+E)/2F

Obrazek 4 - Chromatograficky pik s kolmicemi asymetrie
(Ptevzato z: http://www.hplc.cz/tip/asymm_factor.htm)

Ctvrtym parametrem je rozliseni (Rs) udavajici vzdalenost mezi dvéma blizkymi piky.
Cim vyssi je hodnota Rs, tim vice jsou od sebe piky separovany. Pro uziti v praxi by hodnota
Rs>1,5 (42).

K vyhodnoceni G¢innosti separace poslouzila veli¢ina znaena np — peak capacity neboli

kapacita separace, jejiz vyhodou je moznost vyuziti pii gradientové i isokratické eluci. Je



vyjadiena jako pocet pikil rozdélenych na zékladni linii v daném Casovém useku s rozliSenim
R =1 jednotlivych latek. Vypocitat ji miizeme je podle rovnice:

tg
4 Wp

np:1+

kde, wi oznacuje §ifi piku v poloving jeho vysky a t; délku gradientu.

Sestym parametrem je kapacitni faktor (k) popisujici, jak dlouho je analyt zadrzovan
na kolon¢ ve staciondrni fazi v porovnani s fazi mobilni. Idedlni hodnota k° se nachazi
v rozmezil 1-10. Pokud je k> 10, analyt je vice zadrzovan na koloné a Cas analyzy bude
prodlouzen. V pfipad¢, Ze je hodnota k‘ <1, analyt je malo zadrzovéan na koloné, doba analyzy
bude zkracena, ale zaroven mize dojit k prekryti piki (42).

Posledni parametr, vyuzivany k vyhodnoceni SST je relativni smérodatna odchylka

vyjadiujici miru opakovatelnosti ploch pikti (AUC) jednotlivych latek v % - RSD.

Tabulka 11 - Vysledné hodnoty SST pri méreni roztoku PAHs o koncentraci 5 ug/!

Analyzované RSD

PAHs AUC [%]
ACP 3,045 0,001 1,011 - 30,89 1,882 2,01
ANT 3,483 0,000 1,058 2,732 31,55 2,291 0,54
PYR 4,336 0,001 1,090 5,320 30,89 3,102 0,40
CHR 4,999 0,000 1,105 4,089 30,89 3,724 1,06
BKF 6,225 0,000 1,174 7,395 29,95 4,882 0,45
BaP 6,643 0,000 1,230 2,444 29,64 5,276 0,41
DahA 7,078 0,001 1,193 2,531 29,64 5,693 0,25
IcdP 7,859 0,000 1,152 4,535 28,78 6,425 4,37
BghiP 8,123 0,000 1,257 1,516 29,06 6,677 2,89

1281\{/DetectorA Ex:225nm, Em:315nm ‘ BkF

1104

100

S ACP

jg, ANT BaP

60%

50

405 PYR CHR

30 DahA BghiP

20 lcdp

10 -

0-

-10—5HH_H‘_HwH"_H‘_H‘_‘H_H‘_‘H_‘H_‘H

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 min

Chromatogram 18 - Zdaznam separace extrakcniho roztoku PAHs o koncentraci 5 ppb na koloné ASCENTIS
EXPRESS AQ C-18 (150 x 4,6 mm, 2.7 um) za podminek validace.



4.7.2 Linearita

Jedna se o schopnost analytického postupu ziskat odezvu pfimo timérnou koncentraci
analytu ve vzorku v daném rozsahu (43). Ke stanoveni linearity byly vyuzity kalibra¢ni roztoky
o koncentraci 0,0625 — 100 (200) pg/l. Ptipraveny byly stejnym postupem jako v kapitole 4.2.4.
Protoze DahA, IcdP a BghiP byly pipetovany ve dvojnasobném mnozstvi, jejich plochy
odpovidaly dvojnasobné koncentraci oproti ostatnim PAHs. Kazdy analyt byl proméfen na
vSech koncentracnich hladindch po tfech nastficich, které se zprimérovaly. Nasledné byla
vytvorena regresni ptimka pro jednotlivé analyty z vybranych 9-12 bodu. K vyjadieni vysledné

linearity slouzil determinac¢ni koeficient (R?), jehoZ hodnota by méla byt blizka 1.

Tabulka 12 - Hodnoty vynesené do grafu lin. reg. pro ACP

c plocha c plocha | Tabulka 13 - Parametry pro ACP

[pl/1] piku [pl/1] piku Statistické parametry pro linearni regresi: y=k x + q
0,125 | 58710 10 968732 Pocet bodu n= |11 Odhad chyby
0,25 | 83280 20 | 1881228 | | Smérnice k= |95707,72 | £ 1128,57
0,50 | 139263 30 | 2941847 | | Absolutni ¢len q= | 4932735 | £25304,97

1 268682 40 | 3833468 | | Korelacni koeficient | r= | 0,999375
2 197281 50 | 4901924 | | Rezidudlni odchylka |s= | 64196,11
S 473750

6000000
5000000 //////i

3
X
2 4000000
% 9000000 ﬁ; 49327
o y= X + 2
< 2000000 R? =1

1000000

0 ‘
0 10 20 30 40 50 60

c [uin]

Graf 1 - Stanoveni linearity ACP



Tabulka 14 - Hodnoty vynesené do grafu lin. reg. pro ANT
ANT

c plocha c plocha

[ul/1] piku [ul/1] piku Tabulka 15 - Parametry pro ANT

0,625 | 15837 5 459194 : ¢ parame pro lined egre 0

0,125 | 20091 10 946955 Pocet bodi n= |12 Odhad chyby
0,25 | 57993 20 | 1905575 | | Smérnice k= |93521,45 | +882,9408
0,50 | 123252 30 | 2850353 | Absolutni ¢len q= | 35662,14 | +18954,68

1 246813 40 3717912 Korelaéni koeficient r= |0,999555
2 186658 50 | 4761377 | | Rezidualni odchylka | s= | 51674,58

5000000
4500000
4000000
3500000
3000000
2500000
2000000
1500000
1000000

500008

y =93521x + 35662
R#=0,9991

plocha piku

c [piN]

Graf 2 - Stanoveni linearity ANT

Tabulka 16 - Hodnoty vynesené do grafu lin. reg. pro PYR
PYR
c plocha c plocha
[pl/1] piku [pl/1] piku Tabulka 17 - Parametry pro PYR
0,625 | 10280 5 273389 Statistické parametry pro linearni regresi: y=k x + q

0,125 | 12144 10 590004 Pocet bodu n= |12 Odhad chyby
0,25 | 40948 20 | 1189526 | | Smérnice = | 54899,43 | £ 654,697
0,50 | 79907 30 | 1768437 | Absolutni ¢len q= | 42587,08 | £17583

1 156810 40 | 2282734 | | Korela¢ni koeficient r= | 0,99929
2 109489 70 | 4095440 | | Rezidualni odchylka | s= | 50014,41

4500000 —+
4000000 —+
3500000 +
3000000 +
2500000
2000000
1500000
1000000
500000
0

y = 54899x + 42587
Rz =0,9986

plocha piku

0 20 40 60 80
c [uli

Graf 3 - Stanoveni linearity PYR




Tabulka 18 - Hodnoty vynesené do grafu lin. reg. pro CHR

c plocha c plocha
[piA] piku [pl/1] piku Tabulka 19 - Parametry pro CHR
0,625 | 58515 10 660651 : ¢ parame pro line egre 0
0,125 | 46592 20 | 1286506 | | Pocet bodt n= |11 Odhad chyby
0,25 | 92048 30 | 1906482 | | Smérnice k= | 61288,87 | +501,8261
0,50 | 131594 | 40 | 2460711 | | Absolutni ¢len q= | 55269,8 | +£11251,05
2 162158 50 | 3151576 | | Korelaéni koeficient r= | 0,999698
5 330945 Rezidualni odchylka | s= | 28659,82
3500000 —
5 3000000 +
%‘_ 2500000 —+
o 2000000 +
§ 1500000 y = 61289x + 55270
S 1000000 R2=0,9994
500000
0 | | |
0 10 20 30 40 50 60

¢ [uin

Graf 4 - Stanoveni linearity CHR

Tabulka 20 - Hodnoty vynesené do grafu lin. reg. pro BkF

ﬁ Tabulka 21 - Parametry BKF

plocha plocha Statistické parametry pro linearni regresi: y=k x + q
[pl/l] piku [pl/l] piku Pocet bodu n= |8 Odhad chyby
0,625 | 46706 2 518618 Smérnice k= | 257882 + 4417,494
0,125 | 59818 5 1292051 | | Absolutni ¢len q= | 65747,94 | +35933,13
0,25 | 191354 10 | 2590792 | | Korelaéni koeficient | r= | 0,999121
0,50 | 341794 | 20 | 5268248 | = Rezidualni odchylka = | 82575,87
6000000 +
s 5000000 -+
%. 4000000 —+
£ 3000000 y = 257882 + 65748
2 2000000 R?=0,9982
1000000
0 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25

c [upiNn

Graf 5 - Stanoveni linearity BkF



Tabulka 22 - Hodnoty vynesené do grafu lin. reg pro BaP

Tabulka 23 - Parametry BaP
c plocha c plocha : ¢ para g ] eg 0
[w] | piku | [uV]] | piku Pocet bodii n= |8 Odhad chyby
0,625 | 28195 5 791442 Smérnice k= |163632,4 | +1897,383
0,25 | 110818 | 10 | 1633427 | | Absolutni ¢len q= | 34609,49 | +25361,45
0,50 | 213585 | 20 | 3316862 | | Korelaéni koeficient | r= | 0,999597
2 317915 | 30 | 4960954 | Rezidualni odchylka | s= | 55463,96
6000000 +
- 5000000 +
= 4000000 |
©
-§ 3000000 y = 163632x + 34609
S 2000000 R? = 0,9992
1000000
0 1 1 1
0 10 20 30 40
c [uin

Graf 6 - Stanoveni linearity BaP

Tabulka 24 - Hodnoty vynesené do grafu lin. reg pro DahA

DahA
c plocha c plocha | Tabulka 25 - Parametry DahA
[ni/1] piku [ni] piku Statistické parametry pro linearni regresi: y=k x + q
0,25 | 10362 20 | 481897 Pocet bodu n= |10 Odhad chyby
0,50 | 33562 40 | 980337 Smérnice = | 23397,68 | +173,8363
1 60752 60 | 1465041 | | Absolutni ¢len q= | 2187991 | £10227,92
4 93579 80 1916898 Korelaéni koeficient r= | 0,999779
10 | 233597 | 150 | 3500474 | | Rezidualni odchylka | s= | 25334,82
4000000 —+
s 3500000 —+
i{ 3000000 -+
@ 2500000
‘S 2000000
2 1500000 y =23398x +21880
% 1000000 R®=0,9996
500000
0 I T 1
0 50 100 150 200
c [uiNn]

Graf 7 - Stanoveni linearity DahA




Tabulka 26 - Hodnoty vynesené do grafu linedrni regrese

IcdP
c plocha c plocha | Tabulka 27 - Parametry IcdP
[piA] piku [piA] piku ; ¢ parame DI 1 eg 0
1 11034 40 181220 Pocet bodi n= |9 Odhad chyby
2 23725 80 356030 Smérnice k= |4373,789 | £52,81473
4 19550 100 | 458963 Absolutni ¢len q= | 6557,225 | £3565,635
10 44692 150 | 653817 Korelaéni koeficient r= | 0,99949
20 90116 Rezidualni odchylka |s= | 7942,527
700000 -
3 600000 —+
S 500000 |-
& 400000
S 300000 y= 4372318())( ;-93557,2
2 200000 —=
100000
0 1 i 1
0 50 100 150 200
c [w/]

Graf 8 - Stanoveni linearity IcdP

Tabulka 28 - Hodnoty vensené do grafu lin. reg pro BghiP

¢ plocha ¢ plocha | Tabulka 29 - Parametry BghiP
[ul/1] piku [ul/1] piku Statistické parametry pro linearni regresi: y=k x + q
1 16349 40 222049 Pocet bodu n= |9 Odhad chyby
2 29651 60 329837 Smérnice k= |5219,842 | +52,86551
4 22491 80 434486 Absolutni ¢len q= | 10015,34 | +3278,846
10 53625 | 150 787017 Korelaéni koeficient | r= | 0,999641
20 110315 Rezidualni odchylka |s= | 7411,653
900000
800000 -+
£ 700000 +
‘e 600000 +
& 500000 -+
g 400000 y = 5219,8x + 10015
© 300000 R? = 0,9993
200000 ’
100000
0 1 1 1
0 50 100 150 200
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Graf' 9 - Stanoveni linearity BghiP




4.7.3 Preciznost (Opakovatelnost)

Preciznost je schopnost metody poskytovat podobné vysledky méfenim stejného vzorku
za stejnych podminek.

Hodnoceni preciznosti bylo provedeno opakovanym méfenim pracovniho roztoku
PAHs o koncentraci 5 pg/l po osmi nastficich. VSechny priuméry ploch byly zapsany a
zpramérovany. Z nich byla nasledné vypocitana smerodatna odchylka a relativni smérodatna
odchylka, kterd se pohybuje v rozmezi 0,5 — 4,4 %. Vys$si smérodatnd odchylka u tii analytii
(ACP, IcdP a BghiP) souvisi pfedev§im s piepinam vlnovych délek Ex/Em FD detektoru a
s nestabilitou nulové linie v ¢ase piepnuti. Spravna integrace pikl je tak v téchto oblastech
ztizena 1 vzhledem k nizké koncentraci analytu.

Tabulka 30 - Stanoveni preciznosti metody

Analyt | Priamér plochy SD RSD [%]
pod pikem

ACP 489971 9846 2,01
ANT 456956 2468 0,54
PYR 272156 1081 0,40
CHR 332695 3531 1,06
BkF 1286839 5739 0,45
BaP 788064 3259 0,41
DahA 231865 572 0,25
IcdP 42735 1870 4,37

BghiP 49985 1446 2,89




5. Vysledky

5.1 Vysledky extrakci na riznych nanomateridlech
Po provedeni validace metody, bylo mozné zalit s testovanim jednotlivych
nanomateridl, které maji za kol zadrzet v co nejvy$§im mozném mnozstvi vSech 9
sledovanych PAHs. Pro kazdy nanomateridl bylo pfipraveno 6 extrakénich spin filtrii
s vybranymi nanovlakny pro naslednou off-line extrakci a kazdy ziskany vzorek byl poté méfen
2x, jehoz vysledek se zprimeéroval (celkem 12 néstikii na kolonu pro jeden typ nanovlakna).
V ptipadé, Ze doslo k chybé a vysledky nekteré extrakce se vyrazné lisily od ostatnich, bylo
mozné jej z vypoctu vyradit. Nakonec se zprimérovaly hodnoty ziskané meétenim vSech
validnich vzorkd, ke zjisténi celkové primérné extrakce ptislusnych analytl (v procentech) na

daném nanovlakné. V zavéru se provedl vypocet relativni smérodatné odchylky a ob¢ tyto

hodnoty byly zapsany v nésledujicich tabulkéch.

Tabulka 31 - Vysledky vytéznosti extrakci provedenych na nanomaterialech PA 6 — 1 %, 2 % a 3 % TiO:

Pouzity nanomaterial —

Pouzity nanomaterial —

Pouzity nanomaterial —

PAG6 -1 %TiO:

PAG6 - 2 %TiO2

PAG6 - 3 %TiO:

Pramér RSD Prumér RSD Prumér RSD

Analyt (%] [%] Analyt (%] [%] Analyt (%] (%]
ACP 69,50 6,69 ACP 90,86 16,31 ACP 32,21 6,27
ANT 75,27 6,80 ANT 47,58 17,81 ANT 38,84 14,76
PYR 65,00 7,91 PYR 43,18 21,51 PYR 38,49 15,75
CHR 53,86 5,82 CHR 37,84 22,01 CHR 27,50 13,68
BKF 45,82 5,34 BkF 32,47 21,24 BKF 22,38 11,54
BaP 50,15 491 BaP 34,89 19,50 BaP 25,96 10,54
DahA 33,75 7,06 DahA 24,48 20,06 DahA 15,32 9,75
IcdP 39,65 9,02 IcdP 29,48 17,90 IcdP 18,39 6,12
BghiP 44,82 11,80 | BghiP 54,62 11,77 BghiP 28,28 10,57

Tabulka 32 - Vysledky vytéznosti extrakci provedenych na nanomateridalech PLC TACR — 1 mm, 2 mm a 2,5 mm

Pouzity nanomaterial —

Pouzity nanomaterial —

Pouzity nanomaterial —

PLC TACR 1 mm

PLC TACR 2 mm

PLC TACR 2,5 mm

Pramér RSD Praumér RSD Prumér RSD

Analyt [%] (%] Analyt (%] (%] Analyt (%] (%]
ACP 86,79 6,26 ACP 123,69 7,74 ACP 130,88 11,55
ANT 56,85 1,44 ANT 70,94 7,72 ANT 85,12 8,77
PYR 58,09 2,59 PYR 73,09 8,84 PYR 88,49 8,68
CHR 40,80 2,79 CHR 49,71 2,83 CHR 59,40 4,01
BKF 33,39 3,37 BKF 39,88 2,21 BKF 47,56 5,05
BaP 34,80 2,58 BaP 41,51 8,92 BaP 52,82 14,26
DahA 23,53 4,65 DahA 28,16 2,21 DahA 33,63 6,02
IcdP 22,69 5,44 IcdP 30,32 9,81 IcdP 39,13 16,48
BghiP 21,42 5,26 BghiP 34,10 9,10 BghiP 40,85 11,50




Tabulka 33 - Vysledky vytéznosti extrakci provedenych na nanomaterialech PLCT TACR 3 mm, TACR
PBT 4-5mm (=) a (1)
Pouzity nanomaterial —

Pouzity nanomaterial —

Pouzity nanomateridl —

PLC TACR 3 mm TACR PBT 4-5 mm (-) TACR PBT 4-5 mm (+)
Primér RSD Primér RSD Primér RSD

Analyt (%] [%] Analyt (%] (%] Analyt (%] [%]
ACP 120,79 7,08 ACP 95,44 2,36 ACP 93,58 2,23
ANT 87,30 2,45 ANT 92,21 2,28 ANT 92,24 0,37
PYR 91,26 3,09 PYR 98,13 1,74 PYR 97,86 0,57
CHR 68,89 2,04 CHR 93,86 2,61 CHR 92,92 1,09
BKF 56,63 1,51 BKF 98,94 3,16 BKF 97,32 3,15
BaP 54,48 2,90 BaP 94,97 2,66 BaP 92,37 1,37
DahA 41,99 1,91 DahA 92,74 3,14 DahA 89,29 1,97
IcdP 39,30 8,57 IcdP 103,34 1,04 IcdP 99,50 1,91
BghiP 51,61 5,23 BghiP 58,61 1,54 BghiP 56,71 5,56

Tabulka 34 - Vysledky vytéznosti extrakci provedenych na nanomateridalech TACR PBT — 3 mm, 8 mm a PA 6

(2 mm)
PouZity nanomaterial — Pouzity nanomaterial — Pouzity nanomaterial —
TACR PBT 3 mm TACR PBT 8§ mm PA 6 (2 mm)

Prumér RSD Priumér RSD Primér RSD

Analyt (%] [%] Analyt (%] (%] Analyt (%] [%]
ACP 101,62 3,39 ACP 99,12 2,37 ACP 239,61 6,70
ANT 91,21 1,50 ANT 94,18 1,33 ANT 34,99 27,29
PYR 95,88 1,38 PYR 100,64 1,01 PYR 35,20 24,74
CHR 93,28 1,44 CHR 94,38 1,68 CHR 41,64 21,05
BKF 102,87 2,70 BKF 94,97 2,52 BkF 43,42 17,47
BaP 96,19 1,55 BaP 90,82 2,81 BaP 41,96 14,50
DahA 95,45 1,71 DahA 85,98 4,35 DahA 66,01 8,75
IedP 104,84 1,90 IedP 94,55 5,48 IcdP 46,97 19,22
BghiP 38,47 4,81 BghiP 60,51 3,72 BghiP 59,12 15,59

Pouzity nanomaterial —

Pouzity nanomaterial —

Tabulka 35 - Vysledky vytéznosti extrakci provedenych na nanomaterialech PA 6 — 3 mm, 1 % a 2% zel. barvivo

Pouzity nanomaterial —

) PA 6 (1 %) PA 6 (2 %)

Pramér RSD Pramér RSD Priamér RSD

Analyt (%] [%] Analyt (%] [%] Analyt (%] (%]
ACP 361,29 36,84 ACP 422 .97 22,24 ACP 249,20 5,30
ANT 45,27 33,74 ANT 92,87 0,97 ANT 71,42 9,58
PYR 46,02 38,50 PYR 82,71 4,24 PYR 68,46 9,62
CHR 52,46 35,19 CHR 98,28 4,30 CHR 84,91 7,42
BKF 50,74 32,25 BKF 108,60 5,42 BKF 92,48 5,80
BaP 4929 32,44 BaP 106,51 5,28 BaP 89,24 6,24
DahA 68,31 8,97 DahA 91,82 2,51 DahA 70,37 4,08
IcdP 52,31 20,67 IcdP 111,65 5,13 IcdP 96,51 8,10
BghiP 62,60 5,50 BghiP 68,40 4,766 BghiP 38,34 7,38




Tabulka 36 - Vysledky vytéznosti extrakci provedenych na nanomateridlech PA 6 — 3 % zel. bavivo, RR 198 a

RR 120
Pouzity nanomaterial — Pouzity nanomaterial — Pouzity nanomaterial —
PA 6 (3 %) PA 6 (RR 198) PA 6 (RR 120)

Prumér RSD Prumér RSD Prumér RSD

Analyt (%] [%] Analyt [%] (%] Analyt [%] (%]
ACP 239,81 7,36 ACP 132,43 11,38 ACP 126,59 4.48
ANT 69,75 3,94 ANT 57,03 2,50 ANT 52,17 6,53
PYR 68,28 3,60 PYR 57,99 0,18 PYR 49,46 5,00
CHR 83,17 4,27 CHR 56,83 2,05 CHR 50,26 7,48
BKF 86,31 3,84 BKF 54,62 2,49 BKF 47,71 5,15
BaP 82,43 5,23 BaP 50,70 2,67 BaP 44,27 5,57
DahA 67,02 5,49 DahA 34,73 4,61 DahA 30,42 5,33
IcdP 78,50 15,08 IcdP 45,00 2,31 IcdP 37,60 2,50
BghiP 37,97 7,19 BghiP 12,34 3,86 BghiP 9,53 36,43

Tabulka 37 - Vysledky vytéznosti extrakci provedenych na nanomateridlech PA 6 — ACR, Blank a Acid Black
Pouzity nanomaterial —

Pouzity nanomaterial —

Pouzity nanomaterial —

PA 6 (ACR PA 6 (Acid

Prumér RSD Prumér RSD Priamér RSD

Analyt (%] (%] Analyt [%] (%] Analyt [%] (%]
ACP 98,34 3,22 ACP 49,47 15,34 ACP 77,73 2,74
ANT 54,06 2,71 ANT 54,46 6,68 ANT 43,42 3,65
PYR 55,36 1,66 PYR 4935 6,70 PYR 40,09 2,75
CHR 54,62 1,34 CHR 52,50 6,64 CHR 44,13 2,99
BKF 50,65 0,93 BkF 52,64 7,28 BkF 53,42 7,36
BaP 47,72 1,19 BaP 48,81 7,43 BaP 50,21 9,64
DahA 48,34 1,74 DahA 37,99 8,77 DahA 62,18 12,05
IcdP 45,12 3,85 IcdP 40,02 12,15 IcdP 51,52 12,58

Pouzity nanomaterial —

Pouzity nanomaterial —

Tabulka 38 - Vysledky vytéznosti extrakci provedenych na nanomateridlech PA 6 (Acid Green), PA 4/6 a PA 4

Pouzity nanomaterial —

(Acid Green) PA 4/6 PA 4
Prumér RSD Prumér RSD Priamér RSD
Analyt (%] [%] Analyt (%] [%] Analyt [%] (%]
ACP 80,57 7,04 ACP 20,46 16,00 ACP 53,33 9,17
ANT 33,45 14,29 ANT 91,14 1,58 ANT 91,55 4,82
PYR 35,88 14,09 PYR 109,49 1,14 PYR 124,36 6,42
CHR 42,75 12,52 CHR 107,10 1,68 CHR 99.41 4,40
BKF 49,78 9,04 BKF 112,68 3,17 BKF 98,90 426
BaP 45,99 10,83 BaP 108,79 3,89 BaP 91,84 4,79
DahA 59,54 3,34 DahA 104,35 2,23 DahA 86,66 7,31
IcdP 52,38 7,00 IcdP 124,15 6,32 IcdP 95,28 7,59
BghiP 32,23 7,11 BghiP 104,77 2,95 BghiP 65,24 11,42




Tabulka 39 - Vysledky vytéznosti extrakci provedenych na nanomaterialech PA 11, PA 6/10 a Polyimid AC
Pouzity nanomaterial —

Pouzity nanomaterial —

Pouzity nanomateridl —

PA 11 PA 6/10 olyimid AC

Prumér RSD Prumér RSD Prumeér RSD

Analyt (%] [%] Analyt [%] (%] Analyt [%] (%]
ACP 112,12 4,02 ACP 93,65 3,64 ACP 93,28 5,35
ANT 93,51 1,88 ANT 99,43 3,97 ANT 88,51 8,23
PYR 99,64 4,54 PYR 109,14 3,53 PYR 91,71 10,86
CHR 88,85 5,63 CHR 107,31 3,34 CHR 83,13 11,86
BKF 76,56 6,45 BKF 105,00 3,42 BkF 51,63 13,51
BaP 68,44 7,48 BaP 101,73 3,35 BaP 65,01 11,32
DahA 74,58 9,31 DahA 107,25 4,06 DahA 33,23 15,31
IcdP 77,93 10,96 IcdP 106,04 4,37 IcdP 56,58 11,18
BghiP | 50,10 16,02 | BghiP | 9586 4,46 BghiP | 2230 20,0

Zhodnoceni a diskuse:

Pro extrakci PAHs bylo vyzkouseno 29 riznych nanomateriali. Jedny z nejhorsich
vysledkl vykazovaly materidly PA 6 (TiO2) a PLC TACR, kde u vétSiny analytd byla extrakce
nizsi nez 60 %. Konkrétné u prvniho typu materialu byly zaznamenany vysoké hodnoty RSD,
coz znamenalo, Ze jednotlivé hodnoty se v daném méfeni znacné lisily.

U materidlu TACR PBT vychézely extrakce pro témet vSechny analyty velmi dobte, az
na latku BghiP, pro kterou vzdy byla hodnota extrakce pomérné nizkd. Jako nejlepsi material
pro extrakci se zde ukézalo nanovlakno s tloustkou 8 mm, a proto bylo zatazeno do finalni
analyzy realného vzorku.

Pfi extrakci na materidlech PA 6 (2-3 mm a 1-3 % zel. barvivo), detektor vykazoval
piili§ vysokou odezvu pro analyt ACP, ktera ve vysledku udavala extrakci > 200 %. Problém
zméné citlivosti detektoru a ta mohla zplsobit zvétSeni plochy piku. Celkové u téchto materiala
byly opét velmi vysoké hodnoty RSD a ukazaly se jako nevhodné materialy pro extrakci PAHs.

U materialu PA6 (ACR) se snizovala extrakce analytii s jejich snizujici se polaritou. Pro
PAG6 (Blank, Acid Black a Acid Green) byly hodnoty extrakce pro vétSinu analytu niZsi nez 60
%.

V zéavéru byl vyzkousen polyimid ptipraveny metodou AC spinningu, PA 11 a PA 6/10.
Polyimid AC nevykazoval ptili§ dobré vysledky extrakce pro méné polarni analyty a také se
jednotlivé vysledky od sebe velmi liSily. Naopak PA 11 a PA 6/10 se ukdzaly jako vhodné&jsi
materialy pro extrakci PAHs, a proto byly také zatazeny k analyze redlného vzorku. Ptesto u
PA 11 dochazelo ke snizovani extrakce se sniZzujici se polaritou latek. U PA 6/10 naopak

vychézely extrakce vyssi nez 100 %. Divodem miize byt pfitomnost interferujici latky nebo



necistoty.

Béhem testovani nanovlédken byly vyzkouseny také PCL:GR (10:5) a PCL s 1 % GR, kdy
po analyze jejich vzorkd nebyly na chromatogramu zobrazeny témeét zadné piky, vyznacujici
pritomnost analyti. Divodem mohla byt pfitomnost vody ve vzorku standardu ovliviujici
smacivost vladkna, zpisobujici neschopnost PAHs se zadrzet. Nize jsou pfilozeny ukazky

chromatogramii po extrakci na nékterych materidlech, kde prvnim znich je zdznam z

nevyhovujiciho materidlu PCL GR 1 % a separace roztoku PAHs o koncentraci 5 ppb.
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Chromatogram 19 - Zdaznam extrakce PAHs (5 ppb) na koloné ASCENTIS EXPRESS AQ C-18 (150 x 4,6 mm, 2.7 um),

Gradient A, MF — ACN + voda, mérené fluorescencnim detektorem, Nanomaterial — PCL Grafen 1 %
Pozn.: Na zacétku je vidét tvorba Sumu a detekce dvou latek, z n€hoz druhy pik patii pravdépodobné ACP. Mezi 6-7 minutou mizeme vidét
pravdépodobnou detekci BKF a BaP. Ostatni latky nebyly detekovany z jiz popsaného divodu.
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Chromatogram 20 - Zaznam extrakce PAHs (5 ppb) na koloné ASCENTIS EXPRESS AQ C-18 (150 x 4,6 mm, 2.7 um),

Gradient A, MF — ACN + voda, mérené fluorescencnim detektorem, Nanomaterial — PA 11
Pozn.: V prvni ¢asti vidime tvorbu Sumu, dale je zakladni linie rovna. Piky jsou symetrické s vysokym rozliSenim.
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Chromatogram 21 - Zaznam extrakce PAHs (5 ppb) na koloné ASCENTIS EXPRESS AQ C-18 (150 x 4,6 mm, 2.7 um),

Gradient A, MF — ACN + voda, mérené fluorescencnim detektorem, Nanomateridal — PA 6/10
Pozn.: V pocatku vidime tvorbu Sumu, poté je zakladni linie rovnd. Piky jsou rovné, uzké a symetrické. Jejich rozliSeni je vysoké.
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Chromatogram 22 - Zaznam extrakce PAHs (5 ppb) na koloné ASCENTIS EXPRESS AQ C-18 (150 x 4,6 mm, 2.7 um),
Gradient A, MF — ACN + voda, mérené fluorescencnim detektorem, Nanomaterial — PBT 8 mm

Pozn.: Prvni ¢ast chromatogramu tvoii Sum, pozdé&ji je zakladni linie rovna. Mezi 2,5 — 3 minutou je detekovana neznama latka. Piky jednotlivych
PAHs jsou symetrické s vysokym rozliSenim.



5.2 Vysledky extrakce realného vzorku

Pro analyzu redlného vzorku byly vybrany 3 nanomaterialy ato PA 11, PA 6/10 a TACR
PBT — 8 mm. Jako vzorek byla odebrana voda z feky Labe dne 8.1.2025 v Hradci Kralové,
ktera se prefiltrovala pomoci PTFE filtru s velkosti pért 0,22 um, aby nedoslo k poSkozeni
HPLC kolony. Pro analyzu byl piipraven roztok vody z Labe s pfidavkem obsahujicim
koncentraci 5 pg/l standardit PAHs a 5 ml ACN kvili zajisténi rozpustnosti PAHs, doplnény
ficni vodou do 50 ml odmérné baiiky. Nasledné byla provedena extrakce na 3 vybranych discich
stejnym postupem, jako u piedchozich vzorki, jen pro aktivaci a eluci byl pouzit ACN + THF
(1:1). Dtvodem, pouziti této smési k analyze, bylo zvyseni elu¢ni sily pro mén¢ polarni latky
zejména BghiP. Zvyseni vytéznosti po promyti touto smési se vSak nepotvrdilo. Vysledky
analyzy jsou uvedeny v nasledujici tabulce 32, kde mizeme vidét, ze podle hodnoty RSD
nejlépe vychazelo nanovlakno z materialu PA 11. Nejhiife naopak PA 6/10. Co se tyce vysledk
extrakce, hodnoty se vétSinou pohybuji kolem nebo vice nez 100 % az na BghiP. Pro zlepSeni
odezvy této laky by mohlo pomoct dalsi snizeni polarity extrakéniho Cinidla ¢i zvySeni jeji
rozpustnosti ve vzorku pridavkem vyssiho procenta organického rozpoustédla. Hodnoty nad
100 % mohou byt zplisobeny pfitomnosti interference, necistot, Spatnou odezvou detektoru ¢i
nativni piitomnosti PAHs.

Tabulka 40 - Vysledky extrakce PAHs na realném vzorku a vybranych nanomaterialech

Pouzity nanomaterial — Pouzity nanomaterial —

Pouzity nanomaterial —

PA 11 PA 6/10 TACR PBT - 8 mm

Pramér RSD Pramér RSD Priamér RSD

Analyt (%] [%] Analyt (%] [%] Analyt (%] (%]
ACP 118,41 1,49 ACP 87,14 15,97 ACP 132,12 13,84
ANT 101,24 1,98 ANT 90,96 20,51 ANT 106,18 4,03
PYR 109,81 1,01 PYR 99,01 19,84 PYR 117,66 4,01
CHR 114,19 0,94 CHR 103,89 19,63 CHR 120,37 3,66
BKF 123,47 1,10 BKF 113,33 18,37 BkF 132,91 3,84
BaP 158,66 0,91 BaP 148,33 18,34 BaP 173,24 3,89
DahA 115,22 1,24 DahA 100,80 17,11 DahA 132,34 4.47
IcdP 107,53 3,72 IcdP 95,71 17,73 IcdP 118,44 441
BghiP 71,67 4,30 BghiP 64,92 17,69 BghiP 78,93 4,51

Pro vyhodnoceni pfitomnosti PAHs byla provedena analyza ¢isté vody z Labe a jejich
extrahovanych vzorkli na 3 vybranych discich. Na dalsi strdnce mUZeme vidét vysledné

chromatogramy.
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Chromatogram 23 - Zaznam z analyzy vzorku Labe bez extrakce na koloné ASCENTIS EXPRESS AQ C-18 (150 x
4,6 mm, 2.7 um), Gradient A, MF — ACN + THF (1:1), FD

Pozn.: Mezi Sestou a sedmou minutou mizeme vidét detekei dvou pikid. Pravdépodobné se jedna o BKF a BaP. Ostatni latky neni mozné
detekovat.
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Chromatogram 24 - Zaznam extrakce ricni vody na koloné ASCENTIS EXPRESS AQ C-18 (150 x 4,6 mm, 2.7 um)
Gradient A, MF — ACN + THF (1:1), Nanomateridl — PA 11

Pozn.: Ve tieti minuté vidime ostry pik, ktery odpovida retenénimu ¢asu ACP. Mezi 6-7 minutou se nachazi tii piky, odpovidajici retenénim

¢astim BkF, BaP a DahA. Plocha téchto pikt je velmi mala v porovnani se standardy.
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Chromatogram 25 - Zaznam extrakce vicni vody na koloné ASCENTIS EXPRESS AQ C-18 (150 x 4,6 mm, 2.7 um)
Gradient A, MF — ACN + THF (1:1), Nanomaterial — PA 6/10, FD

Pozn.: Ve tieti minuté je pik odpovidajici retencnimu ¢asu ACP. Mezi 6-7 minutou vidime piky odpovidajici reten¢nim ¢astim BkF a BaP.
Zakladni linie je rusena Sumem, piky nejsou symetrické. Dalsi latky nelze detekovat.
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Chromatogram 26 — Zaznam extrakce ricni vody na koloné ASCENTIS EXPRESS AQ C-18 (150 x 4,6 mm 2.7 um)
Gradient A, MF — ACN + THF (1:1), Nanomaterial — TACR PBT — 8 mm, FD

Pozn.: Ve tieti minuté opét vidime pik, ktery nejspise odpovida retenénimu ¢asu ACP. Zakladni linie ndhodné kolisa. Mezi 6-7 minutou
vidime dva malé piky odpovidajici BaP a BKF.

Shrnuti:

I pfestoze byly na chromatogramech detekované nékteré latky, jejich plochy piki
odpovidaly zanedbatelnym koncentracim. Tudiz je mozné vyloucit pfitomnost Skodlivého
mnozstvi PAHs v fece Labe, které by mohlo zptsobit nékolik problému at’ uz lidem nebo Zivym

organismim zijici v ni.



6. Zavér

Tato diplomova prace byla zaméfena na vyvoj HPLC metody spojenou s off-line
extrakci PAHs a testovanim novych format nanomateriali. V prvni ¢asti byla provedena
optimalizace metody volbou vhodné mobilni faze, analytické kolony, podminek pro
gradientovou eluci a detekce. Poté nasledovala validace HPLC metody, pro niz byl proveden
test zpusobilosti systému, linearita a opakovatelnost metody. Stejné¢ tak byla provedena
optimalizace podminek pro off-line extrakci PAHs.

V dalsi ¢asti prace se testovalo n€kolik druhti nanovlakennych materiali, konkrétné jich
bylo vyzkouseno 29, s cilem vybrat ty nejucinngj$i pro extrakci PAHs. Mezi n¢ patfily
nanovldkna PA 11, PA 6/10 a TACR PBT — 8 mm. Jako Upln¢ nejvhodnéjsi se ukdzal material
PA 6/10 ktery extrahoval vSechny PAHs v rozmezi 93,7 — 107,3 %. Podobnych vysledkl
presahujicich 90 % vytéznost dosahoval i PBT, avSak pro analyt BghiP byla jeho extrakéni
ucinnost pouze 38 %. PA 11 vykazoval dobrou extrakéni ti¢innost pro polarnéjsi PAHs (ACP,
ANT, PYR, a CHR) avsak pro lipofilngjsi analyty vykazoval klesajici tendenci extrakce k 50
% vytéznosti. Tato klesajici tendence naznacujici jejich ptipadnou silnou retenci pii prvni eluci
vSak nebyla pomoci druhého promyvaciho kroku a zvyseni elucni sily rozpoustédla potvrzena.

Jako ptekvapivy se jevil vysledek nizké extrakéni ucinnosti nanovldken s obsahem
lipofilniho grafenu a také s obsahem TiO,, ktery se b&zné jako sorpéni materidly vyuziva.
Vzhledem k vysoké lipofilit¢ PAHs jsme pfedpokladali jejich silny zachyt. Ten vSak nebyl
potvrzen, pravdépodobné z diivodu nizké smacivosti vldken s grafenem ve vodném prostiedi, a
tudiZ horSimu kontaktu se vzorkem. Pfitomnost reaktivnich barviv na PA6 materidlu také
nevedla ke zvySeni extrakéni i€innosti PAHs, spiSe naopak byla pozorovana klesajici tendence.

Na tfech vybranych nejvhodnéjSich nanovldknech PA 11, PA 6/10 a TACR PBT — 8
mm byla v posledni fad€é provedena analyza realného vzorku — vody z feky Labe odebrané
v Hradci Kralové. Na vSech 3 chromatogramech se ukdzaly téméf zanedbatelné piky
odpovidajici retenénim Casim ACP, BaP a BkF. V porovnani s chromatogram ziskanym
analyzou Cisté vody je patrné, Ze pik pro ACP se v tomto chromatogramu nenachdzi a jeho
pfitomnost na ostatnich chromatogramech muize byt zpisobena nezadouci interferenci. U pikl
odpovidajici BaP a BkF, je mozny vyskyt téchto latek, ale plocha pikl je natolik mald, Ze
odpovidajici koncentrace téchto latek je zanedbatelnd. Tudiz 1ze potvrdit, Ze v fece Labe se
nenachazi zddné nebezpecné mnozstvi PAHs.

Cilem diplomové préace bylo ziskat validni HPLC a extrakéni metodu pro testovani

extrakce PAHs na nanovldknech. Tato prace miZe slouzit jako podklad pro zkouméani dalSich



druhti polymernich materialti nebo podklad pro testovani dalSich extrakénich rozpoustédel,

ktera by zlepsila extrakci n€kterych vysoce lipofilnich analyti.
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