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1. Uvod
1.1. Princip metody

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH) jsou slou€eniny tvofené dvéma a vice
aromatickymi kruhy které vznikaji pfi spalovani nejriznéjSich materialt organického pavodu.
Jsou to polutanty s fadou pro zivocisné organismy a Clovéka rizikovych vlastnosti: patfi mezi
né potencialni karcinogeny a mutageny a fada z nich je vysoce toxicka. Nejsledovanégjsi a
potencialné nejskodlivéjsi skupinou PAH jsou latky s 2-6 kondenzovanymi benzenovymi
jadry (obr. 1). Neékteré ztéchto PAH (chrysen, benzo(a)anthracen, benzo(b)fluoranthen,
benzo(k)fluoranthen, benzo(a)pyren, indeno(1,2,3-c,d)pyren, di-benzo(a,h)anthracen) jsou
klasifikovany agenturou US EPA jako karcinogeny. Mezi nejlépe prozkoumané karcinogenni
PAH patfi benzo(a)pyren, jehoz koncentrace v potravinach upravuje nafizeni Evropské
komise €. 208/2005 a ktery slouzi jako marker pro ureni nebezpeénych koncentraci PAH.
Na zakladé koncentrace benzo(a)pyrenu (BaP) je téz Ceskou legislativou stanoven cilovy
imisni limit pro polycyklické aromatické uhlovodiky v ovzdu$i (nafizeni vlady €. 597/2006
Sb.), ktery je vyjadfen jako koncentrace BaP ve vysi 1 ng/m?. V Ceské republice jsou
provadéna pravidelna méfeni prameérnych rocnich koncentraci PAH v ovzdusi (vyjadieno
jako ekvivalent koncentrace BaP) siti monitorovacich stanic CHMU (v roce 2009 na 23
stanicich). Obsah nékterych PAH v odpadnich vodach a kalech (napf. fluoranthenu) je
regulovan €eskou statni normou €. 75 7554/1998.

Vyznamnym zdrojem PAH jsou spalovaci motory (pfedevSim dieselové) motorovych
vozidel (Lim a kol., 1999). Ztohoto divodu je vyznamné zvySena koncentrace PAH
v ovzdusi v méstskych aglomeracich prfedevsim v okoli frekventovanych komunikaci (hlavni
silnice, kfizovatky). PAH s mens§im poc¢tem aromatickych jader (2-4) jsou v ovzdusi pfitomny
v plynné formé, zatimco vySSi (4 a vice) se vyskytuji predev§im adsorbované na prachové
¢astice (De Nicola a kol. 2005). ProtoZe znacna ¢ast jak plynnych tak i prachovych polutantt
ze vzduchu je zachytavana vegetaci, ktera diky svému olisténi disponuje velkou absorpéni
plochou, jsou obé zminéné frakce PAH ve zvySené mife zachytavany predevsSim na jejich
povrchu. Tomu napomaha i lipofilni charakter povrchu listd, které jsou kryty voskovou vrstvou
(kutikulou) a ve které jsou lipofilni PAH dobfe rozpustné (Howsam a kol., 2001). Mnohé
rostliny maji navic povrch listd pokryty i mnozstvim jemnych chloupkd (trichomd), které
ucinné zachycuji polétavé prachové ¢astice. Z tohoto davodu je obsah PAH na povrchu list(
dobrym ukazatelem lokalniho atmosférického znecisténi témito latkami.

Pfedkladana metodika je zaméfFena na monitorovani obsahu atmosférickych PAH
v okoli komunikaci ¢i jinych mist se zvySenou koncentraci PAH v ovzdusi, které jsou
zachyceny okolni vegetaci. Je zaloZzena na kvalitativni i kvantitativni analyze frakce PAH
zachycené na povrchu (kutikula) ¢i ve vnitfnich pletivech listu a na frakci obsazené
v prachovych ¢asticich na listech zachycenych. Méla by slouzit pfedevsim jako néastroj pro
zjistovani stavu ovzdusi v okoli komunikaci pfedev§im v dlouhodobém horizontu (v fadu
meésicu) a vzajemnému porovnani urovné znecisténi na sledovanych lokalitach. Zarover by
vystupem provedenych analyz meély byt informace o absorpéni kapacité jednotlivych
rostlinnych druht na témze stanovisti, coz maze byt jednim z vybérovych kritérii pfi volbé
druhového slozZeni vysazované zelené na exponovanych mistech.

1.2 Odborné terminy a jejich definice

Polycyklicke aromatické uhlovodiky (PAH) - ramci této metodiky se terminem polycyklické
aromatické uhlovodiky (PAH - Polycyclic aromatic hydrocarbons) rozumi uhlovodiky
tvofené 2 az 6 kondenzovanymi benzenovymi jadry (naftalen az benzo(g,h,i)perylen —
viz obr. 1). PAH svyS8§im poctem kondenzovanych jader nemohou byt
prostfednictvim této metodiky dostate¢né presné identifikovany ani kvantifikovany.



Obrazek 1: Strukturni vzorce vybranych polyaromatickych uhlovodikll sledovanych v ramci
této metodiky.
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Vysoce ucinna kapalinova chromatografie (HPLC) — separacni metoda zalozena na
pruchodu smési latek v proudu kapaliny (mobilni faze) kolonou naplnénou sorbentem
(stacionarni faze) zachycujicim s rdznou intenzitou jednotlivé latky smési. Ty



prochazeji kolonou rGznou rychlosti a jsou tak navzajem oddélovany. HPLC byva
spojena s raznymi detekénimi zafizenimi.

Plynova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii — Chromatograficka
separacni metoda, pfi které se pouziva jako mobilni f4ze proud plynu, ktery prochazi
velmi tenkou kolonou. Pfi prichodu smési latek dochazi k jejich interakcim s vnitfinim
povrchem kolony a tak i rozdilim v rychlosti prdchodu kolonou a nasledné separaci.
V hmotnostnim spektrometru je pak analyzovana latka ionizovana a profil vzniklych
iontd analyzovan na zakladé jejich molekularni (iontové) hmotnosti. lontovéa spekira
jsou Casto pro konkrétni chemické slou€eniny charakteristicka a lze podle nich
s urcitou mirou pravdépodobnosti odhadnout strukturu mérenych latek.

2. Vybaveni

Terénni odbér vzorka
polyethylenové sacky
pracovni rukavice
zahradnické nazky
samolepici Stitky, popisovaci fix
fotoaparat

Laboratorni zpracovani vzorka
skener
rastrovy skenovaci program (napf. LAM (Leaf Area Measurment, version 1.3,
Copyright ©2003 The University of Scheffield, A.P. Askew))
ultracista deionizovand voda, dichlormethan, hexan, acetonitril
2M roztok KOH
suSidlo (Na,SOy)
pinzeta
ultrazvukova lazen
laboratorni kédinka o objemu 1 |
silnosténna odsavaci barika 500 ml
filtracni zafizeni s vyménnymi teflonovymi filtraénimi membranami o porosité 0,45um
Petriho misky riznych velikosti
filtracni papir
sklenéné 500 ml Erlenmeyerovy bariky se zdbrusem
vakuova rota¢ni odparka
odparovaci bariky o objemu 10 — 250 ml
kadinky rdznych objemu
Pasteurovy pipety sklenéné, pipetovaci nastavec pro Pasteurovy pipety
60 ml zdbrusové zkumavky
silnosténné zkumavky se Sroubovacim uzavérem s teflonovym tésnénim
plynny dusik (6.0)
sklenéna kolona 400 x 20 mm
silikagel Kieselgel 60

Analyza vzorku
HPLC systém s fluorescencni detekci:
vysokotlakova gradientova pumpa
autosampler nebo vysokotlaky nastfikovy ventil
chromatograficka kolona Pinnacle Il PAH 4um (250 x 4.6 mm)
kolonovy termostat
pratokovy fluorescenéni detektor
PDA nebo UV detektor
mobilni faze: ultraCista deionizovana voda, acetonitril (gradient grade)



nadoba na jimani odpadu
ovladaci a vyhodnocovaci software

GC/MS systém
autosampler (Al 3000)
split/splitless injektor
plynovy chromatograf (Trace)
kapilarni kolona TR-5MS SQC (30m; 0,25mm; 0,25 um)
MS detektor (ITQ ion trap)
mobilni faze: Hélium 5.0
ovladaci a vyhodnocovaci software

3. Vzorkovani
3.1 Vybér odbérovych lokalit

Monitorovaci odbérové lokality jsou vybirdny na zakladé blizkosti a typu zdroje
znecisténi (kfizovatka, frekventovana komunikace, Zelezni¢ni trat). Dulezita je zejména
exponovanost a geografickd poloha odbérového mista. Rozhodujici Ulohu pfi tom hraje
predevsim hustota provozu, vyskyt a frekvence dopravnich kongesci a sklon komunikace (na
komunikacich s prud$im sklonem jsou zpravidla koncentrace PAH vys$8i). Vyznamnou roli
hraje téZ posice lokality — zda se jedna o misto v oteviené krajiné se zvySenym proudénim
vzduchu, uzaviené udoli €i zastavbu. Vzhledem ke sledovani vztahu PAH v ovzdu$i a jejich
sorbce na listy je vhodné pfi vybéru lokality zohlednit také blizkost monitorovacich stanic
CHMU, na kterych se provadi standardni méFeni koncentraci benzo(a)pyrenu v ovzdusi (viz
kap.1.1).

Pro odbér vzorku listl je vhodné zvolit Usek podél komunikace ne del§i nez 50 m
vzdalené 2-10 m od okraje komunikace (vzdalenost od okraje komunikace by méla byt na
stejné lokalité vzdy pfiblizné stejnd). V oteviené krajiné je vhodnéjsi volit dfeviny rostouci
blize ke zdroji znecisténi.

3.2 Odbér vzorku listt

Listi opadavych strom0 je odebirano zhruba od poloviny dubna do konce rastové
sezobny (fijen). Frekvenci odbérl je vhodné zvolit podle exponovanosti komunikace, zpravidla
2 az 4 odbéry do mésice. Odbéry se provadeji za suchého pocasi, nejlépe alespon den po
poslednich destovych srazkach z duvodu lepSiho skladovani a snadnéjSi manipulace a
podilu prachovych &astic, které mohou byt prudkym destém smyty. Nicméné na obsah PAH
na listech ma podle dostupnych (daju rozhodujici vliv predevsim jejich koncentrace
v ovzdus$i a nikoliv mnoZstvi a frekvence srazek, jak ukazuji nékteré vyzkumy (Howsam a
kol. 2001).

Vzorky listl jsou odebirany z okrajovych €asti koruny dfevin pfiblizné ve stejné partii
(zpravidla blize ke komunikaci) ve vySce 1-2 m nad Urovni okolniho terénu. Odbér je
provadén v rukavicich co nejSetrnéji, aby nedochazelo k otéru povrchové vrstvy. Jsou
sbirdny dospélé listy pfiblizné stejného stafi (ve stejné vzdalenosti od vrcholu vétve).
Odebrané listy jsou uloZeny v plastovych saccich oznaenych samolepicimi popisnymi Stitky.
Odebrané vzorky jsou poté pfimo dale zpracovavany nebo pfed zpracovanim uskladnény
v chladu pfi 4°C po dobu maximalné 5 dnu.

Pfi odbéru je pofizovana fotodokumentace jak celé odbérové lokality, tak i jednotlivych dfevin
tak, aby byla zfejma jejich posice v ramci dané lokality.

4. Zpracovani vzorku

4.1 Méreni plochy lista



Plocha listd je méfena pomoci stolniho skeneru a rastrového skenovaciho software
(napf. volné dostupného ,Leaf Area Measurment®, ktery pfimo provadi pfepocet na jednotku
plochy - mm?). Pouzité rozligeni se lisi podle velikosti skenovanych listd: velmi malé listy jsou
skenovany pfi vice nez 600 dpi (zpravidla 800), stfedné velké pfi 600 dpi a velké pfi 400 dpi.
Pro dal$i analyzu se zpracovava mnozstvi listt o celkové plo$e priblizng 10 dm? (tj. 100 000
mm?). Pfesna hodnota plochy dale zpracovéavanych list(i je zaznamenéna do protokolu. Na
tuto hodnotu jsou pak vztahovana vSechna daldi naméfend data. Takto naméfend plocha se
zpravidla nasobi dvéma (sorpce na obou stranach listu — nutné zaznamenat do protokolu).
Priklad vystupu zmé&fené plochy ze skenovaciho software je na obr. 2.

Obrazek 1: Vystup méreni listové plochy (slivor) pomoci software ,Leaf Area Measurment®.
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4.2 Precisténi extraktu

Extrakce PAH z prachovych ¢Eastic

Po zméfeni povrchu je adsorbovany prach z listd oplachnut jejich ponofenim na 20
vtefin do kadinky s ultracistou vodou (500 ml) umisténou v ultrazvukoveé lazni. Suspenze je
poté pod vakuem Zfiltrovana pfes na laboratornich vahach pfedem zvéazeny teflonovy filtr
(0.45um), jehoz prfesnd hmotnost je zaznamenana do protokolu. Filtr se zachycenym
prachem je poté su$en pfi laboratorni teploté ve tmé cca 5-7 dni. Suché filtry jsou zvazeny
na pfesnych laboratornich vahach a hmotnost je zaznamenana do protokolu. Odectenim
hmotnosti Cistého filtru a filtru se zachycenymi prachovymi Casticemi ziskame Ccistou
hmotnost omyvatelnych prachovych ¢&astic, ktera bude dale pouZita pfi pfepoctech PAH
v prachove frakci.

Poté jsou extrahovany 1 den ve tmé& hexanem (20 ml) ve sklenénych zkumavkach s
tésnicim Sroubovacim uzavérem. Pokud se jedna o vzorky, které budou méfeny pomoci
GC/MS, prida se v této fazi ke vzorku roztok smési deuterovanych PAH (200 ng kazdé latky)



jako vnitfni standardy (viz kap. 4.3). V pfipadé analyzy na HPLC je pfiddna smés
halogenderivatd PAH (500 ng kazdé latky) (viz kap. 4.3). Po extrakci jsou zkumavky 2 min
ponofeny do ultrazvukové lazné a cela extrakce stejnym objemem hexanu zopakovana. Obé
hexanové frakce se sliji a zakoncentruji se na vakuové odparce ve vodni lazni o teploté
37°C. Po zahusténi je zbytek rozpoustédla opatrné odparen proudem dusiku.

Pro pfipravu vzorka urCenych pro analyzu na GC/MS je tfeba se pokud mozno
vyhnout kontaktu vzork( s pfedméty vyrobenymi z plastd, nebot tim se dramaticky zvySuje
podil kontaminujicich organickych latek (zmékcovadla) ve vzorku.

Extrakce PAH z list

Listy jsou po oplachu prachovych &astic uskladnény ve chladu (4°C) - nejdéle v8ak 2
dny — poté umistény do zabrusové bariky se 200 ml dichlormethanu a 2 min extrahovany v
ultrazvukové lazni. Po vyjmuti z 14zné jsou pfi laboratorni teploté ponechany ve tmé jesté 2 x
2 hod. Pokud se jedna o vzorky, které budou méfeny pomoci GC/MS, pfida se v této fazi ke
vzorku vnitfni standard (smés deuterovanych PAH ke vzorkim pro analyzu GC/MS, smés
halogenderivatd PAH pro analyzu HPLC) (viz kap. 4.3). Poté je dichlormetanovy extrakt slit,
pridano susidlo (Na,SO,) a po zfiltrovani vzorek zahustén na vakuové odparce a odparen do
sucha proudem dusiku. Takto zpracované vzorky jsou uskladnény ve tmé a chladu pro
naslednou purifikaci.

P¥i pfipravé vzorka pro GC/MS analyzu je tfeba se stejné jako pfi pfipravé extrakta
z prachovych ¢&astic vyhybat pouzivani plastovych pomucek z divodu kontaminace vzorku
latkami z téchto predmétu.

Precisténi extrakti

Odparek je rozpustén ve 20 ml n-hexanu 1 min v ultrazvukové lazni a 60 ml sklenéné
zabrusové zkumavce extrahovan vytfepanim do stejného mnozstvi acetonitrilu, aby byl
zbaven polarnich pfimési. Svrchni hexanova vrstva je po dokonalém oddéleni obou fazi
odebrana a rezidua PAHU ze spodni acetonitrilové vrstvy extrahovana znovu 20 ml hexanu.
Obé hexanové vrstvy jsou slity a zahustény na objem cca 1 ml na vakuové odparce.

V pfipadé extraktl z pletiv listd byva zpravidla pfitomno znaéné mnozstvi lipidickych
primési, které mohou byt Uc¢inné odstranény saponifikaci. Ta se provede 2M roztokem KOH
za ob&asného michani pfi teploté 40°C po 2 hodiny ve zkumavce se Sroubovacim uzavérem.
Svrchni hexanova vrstva je poté odebrana a 3x vytfepavana se stejnym mnozstvim vody.
Poté je pfidano susidlo (Na,SO,) a vzorek je dale Cistén stejné jako extrakt prachovych
castic.

Zahustény hexanovy extrakt je nasledné aplikovan na sklenénou kolonu naplnénou
aktivovanym silikagelem (14 g) pokrytym vrstvou susidla (Na,SO,). Kolona je pak nasledné
promyta 50 ml n-hexanu a poté 100 ml smési n-hexan-dichlormethan (1:1), aby se odstranily
zbytky polarnich kontaminaci. Obé frakce jsou poté slity a zahustény na objem cca 100 pl.

4.3 Analyza PAH

Vzorky byly analyzovany dvéma zpusoby: pomoci kapalinové chromatografie s PDA
a fluorescencni detekci a GC/MS analyzou umozriujici spolehlivéjsi identifikaci detekovanych
polycyklickych uhlovodikd. Obé metody se vyhodnym zpusobem doplfiuji a umoziuji presné
stanoveni sledovanych latek v analyzovaném materidlu. Pro méfeni koncentrace PAH
v ovzdusi se standardné pouziva postup podle technické normy ISO 12884:2000 ,Stanoveni
sumy (plynna a pevna faze) polycyklickych aromatickych uhlovodik( ve vnéjSim ovzdusi —
Odbér na filtry a sorbent s analyzou metodou plynové chromatografie/hmotnostni
spektrometrie”. Jelikoz je popsana metoda zalozena na zachyceni prachovych ¢astic a PAH
na sorbenty a filtry a obsahuje tudiz pomérné malé mnozstvi organickych kontaminantd, je
ve stavajici podobé pro analyzu PAH na povrchu listd nevhodna (tyka se to predevsim
extrakce a purifikace PAH). Ztohoto dlvodu byla metodika méfeni modifikovana, aby
vyhovovala u€elum analyzy rostlinného materialu.



Pro kvantifikaci byly pouzity v zavislosti na zplsobu analyzy dva typy vnitfnich
standardu: pro GC/MS analyzu vybrané PAH znacené deuteriem a pro HPLC halogenované
derivaty PAH. Vyhoda pouZiti deuterovanych derivatl spociva v jejich prakticky identickych
vlastnostech, jako maji nedeuterované PAH vzorku, tudiz pfi pfecisténi vzorku dochazi ke
stejnym ztratdm u obou skupin latek. Ze ztraty vnitfnich standardd pfi manipulaci pak lze
dopocitat i ztraty u sledovanych latek. Navic maji deuterované latky podobné retencni
vlastnosti (vzhledem k vy$§i molekulové hmotnosti zpravidla mirné zpozdénou retenci), jako
latky sledované. Deuterované PAH maji molekulovou hmotnost (a tudiz i hmotnost
molekulového iontu) navySenou oproti pfirozenym PAH o pfislusny pocet jednotek
odpovidajici poctu deuteriovych jader nahrazujicich v molekule vodikové atomy, takze jsou
v MS spektru snadno odliSitelné a kvantifikovatelné. Vzhledem k rozdilnym vlastnostem PAH
0 rizném poctu kondenzovanych benzenovych jader je vhodné zvolit vybér nékolika
deuterovanych standardd tak, aby z tohoto hlediska pokryvaly celou méfenou Skalu PAH
(napf. acenafthen-d10, chrysen-d12, benzo(a)pyren-di12, naftalen-d8, anthracen-d10 jaké
byly pouzity pfi vyvoji této metodiky).

Jako vnitini standardy pro HPLC jsou vhodné halogenové (napf. fluorované,
bromované) derivaty PAH. Vzhledem ke zménam fluorescencnich vlastnosti je vSak ucelné
provést kalibraci pomoci absorpce pfi UV vinovych délkach, coz sice vyZzaduje vy$Si navazku
vnitfnich standardu, ale umoznuje snimani signalu z UV spektrometru nezavisle na vystupu
z fluorescenéniho detektoru, takZze se Ize mnohdy vyhnout prekryvani signalt latek o
podobnych retencnich ¢asech.

Analyza pomoci HPLC s fluorescencéni detekci

P¥i pouziti HPLC s fluorimetrickou detekci je nespornou vyhodou niz8i pozadi Sumu a
pomérné vysoka citlivost metody. Detekéni limit se pohybuje od 1 do 15 ng v zavislosti na
konkrétni latce a na méficim systému. PAH, které maji slabou fluorescencni odezvu
(acenafthylen) jsou vSak touto metodou analyzovany obtizné. Identifikaci Ize provadét pouze
na zékladé retencnich Casu pikd pfi charakteristickych excitaénich a emisnich vinovych
délkach. Pouze pfi vysSich koncentracich PAH (fadové stovky ng v zavislosti na konkrétni
latce) je mozné identifikovat dané latky pomoci UV-Vis absorbénich spekter.

Pro separaci na pouzité koloné (Pinnacle Il PAH (Restek)) specializované na
separaci PAH byl pfi vypracovani dané metodiky pouzit gradient voda:acetonitril (od 40%
acetonitrilu v ¢ase 0, 100% ve 28 min pokracujicich az do 40 min). V prubéhu analyzy byla
teplota kolony udrZzovana na 35°C, prutok mobilni faze ¢inil 1 ml/min.

Pro jednotlivé PAH jsou v tabulce 1 uvedeny excitaéni a emisni vinové délky a
retenéni Casy, které byly za vySe popsanych podminek pouzity pro jejich detekci.

Tabulka 1.
Nazev Retenéni ¢as | A excitaéni | A emisni
[min]

naftalen 10,3 270 340
acenaftylen - - -

acenaften 13,9 270 340
fluoren 14,2 270 340
fenatren 15,7 254 375
antracen 17,1 260 420
fluoranthen 18,8 260 420
pyren 20,2 254 390




benzo(a)antracen 24,0 254 390
chrysen 24,8 254 390
bezo(b)fluoranthen 28,2 260 420
benzo(a)pyren 31,1 260 420
dibenzo(a,h)antracen 32,8 260 420
benzo(g,h,i)perylen 34,8 260 420
indeno(1,2,3-cd)pyren 35,4 293 498

Analyza pomoci GC-MS

Plynova chromatografie s hmotnostni detekci poskytuje za danych podminek vysokou
citlivost na zhruba stejné Urovni jako predesla metoda (detekeni limit 1-12 ng). Navic lze
vyuzit pomérné spolehlivou kvantifikaci pomoci deuterovanych vnitfnich standardu.
Nespornou vyhodou je i jistéjsi identifikace zalozena na kombinaci retenénich charakteristik
a hmotnostnich spekter (v pfipadé PAH predev§im molekulovych hmotnosti), v pfipadé
pristrojového vybaveni pouzitého pfi vypracovani této metodiky i moznosti tandemové
hmotnostni spektrometrie (MS"), kdy se riziko zdmény s pfipadnou interferujici latkou
vyrazné snizuje. Nevyhodou je vysoka citlivost vici kontaminaci detektoru (vysoké pozadi) a
tudiz i vy8Si naroky na pfipravu a purifikaci vzorkul (viz kap. 4.2).

PAH maji vesmeés typicka hmotnostni spektra, ktera diky svym charakteristikdm
usnadnuji jejich rozpoznani i kvantifikaci. lonty hmotnostniho spektra jsou charakterizovany
hodnotami m/z (molekulova hmotnost délena poétem nabojd), kdy ve vétsiné prFipadu kazdy
ion nese naboj jediny a proto Ciselnd hodnota odpovida zpravidla i molekulové hmotnosti
pfislusného iontu. Hlavni ion je zpravidla i iontem molekulovym a ma tudiZz pfi pouZiti
ionizace EI" hodnotu m/z rovnou molekulové hmotnosti (viz obr. 3). Dalsi fragmenty se ve
srovnani s hlavnim molekulovym iontem vyskytuji zpravidla v minimalnich mnozstvich. U
vy8Sich PAH se mohou vyskytnout ionty s poloviéni hodnotou m/z molekulového iontu, coz je
zpUsobeno tim, Ze urcité procento molekul nese dvoji nabo;.

Obréazek 3: MS spektrum benzo(a)fluoranthenu.
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Pro vypracovani dané metodiky byla pouzita nasledujici instrumentace: hmotnostni
spektrometr ITQ lon Trap (iontova past), plynovy chromatograf TRACE opatfeny
autosamplerem Al 3000 a split/splitless injektorem (Thermo Scientific). Jako mobilni faze




bylo pouzito helium o pratoku 1 ml/min. MéFeni probihalo ve splittess médu, nastfikovano
bylo 1 ul vzorku. Pro separaci byla pouzita kolona THERMO TR-5ms SQC (délka 30 m,
vnitini pramér 0,25 mm, tloustka filmu 0,25 um). Teplotni gradient pro separaci sledovanych
PAH zacinal na 60°C a pokracoval do 300°C ve 48 minuté. Jednotlivé latky byly
kvantifikovany na zakladé odezvy pfi m/z uvedenych vtabulce 2, které odpovidaly
molekulovym hmotnostem pfislusnych PAH.

Tabulka 2.
Nazev Retenc¢ni ¢as m/z
[min]

naftalen 9,2 128
acenaftylen 15,7 152
acenaften 16,5 153
fluoren 18,8 166
fenatren 23,2 178
antracen 23,4 178
fluoranthen 28,7 202
pyren 29,7 202
benzo(a)antracen 35,5 228
chrysen 36,7 228
bezo(b)fluoranthen 40,3 252
benzo(a)pyren 41,6 252
dibenzo(a,h)antracen 45,9 278
benzo(g,h,i)perylen 45,7 276
indeno(1,2,3-cd)pyren 46,7 276

Kalibrace a stanoveni limity detekce a limity stanovitelnosti

Pfed kaZzdou méfenou sérii vzorkl je nezbytné provadét kalibraci pfislusného
meéficiho systéemu (HPLC i GC/MS) s pouzitim kalibracnich roztok( smési standardd PAH a
pouzivanych vnitfnich standardl, aby se omezily chyby vzniklé zménou odezvy pfislusného
zafizeni. Tato kalibrace se provadi prostfednictvim sestrojeni kalibraéni pfimky, ktera je
vypocitana na zakladé fedici fady smési standardd. Kromé toho se provadi po kazdych 3
analyzovanych vzorcich méfeni testovaciho vzorku smési standardd a vnitfnich standardu
pro korekci posunu retencnich ¢asu a sily odezvy signalu. Je vhodné pouzivat jeden a tyz
testovaci vzorek pro celou sérii méfeni, aby se v pribéhu celé série zajistily minimalni
odchylky v koncentracich sledovanych latek vramci testovaciho vzorku. Koncentrace
standardu testovaciho vzorku by se mély pohybovat priblizné ve stfedu rozsahu kalibracni
primky.

Zpravidla se voli 5-10 bodova kalibrace (N=5 az 10), kde kazdy bod odpovida
konkrétni znamé koncentraci. Pro sestrojeni kalibraéni pfimky se jako odezva signalu
(zavisla proménna y kalibracni pfimky) zpravidla pouziva plocha piku. Pfi kalibraci je nutné
nejprve zvolit pfislusny pracovni rozsah. Ten by mél pokryvat hodnoty koncentraci
oCekavanych v méfenych vzorcich, hodnoty méfené odezvy by mély byt vramci tohoto
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rozsahu linearné korelované s koncentraci (viz dale) a rozptyl téchto hodnot by mél byt
nezavisly na koncentraci. Pfi sestrojovani kalibraéni kfivky se zjiStuji nasledujici parametry:

- homogenita rozptyla

- linearita kalibrace

- odhad koeficientl vlastni kalibraéni funkce
- odhad konfidenénich intervald

Pro ovéfeni homogenity rozptyll je tfeba provést n opakovanych méreni (nejlépe

v v

ISO 8466-1, 1993). Oba tyto soubory koncentraci se pouZiji pro vypoget rozptyl s,° a s5°:

PACHEEDE
2 _ J=l

S, =

1

4.3.1
- (4.3.1)
kde n; je pocet opakovani na dané koncentraéni Grovni a y, je pFislusny pramér naméfenych
hodnot.

Vyznamnost rozdili v meznich hodnotach pracovniho rozsahu se rozptyly testuji
pomoci F-testu. Testovana hodnota PG se vypocte nasledujicim zpisobem:

2

PG="1 pro 52> s> (4.3.2)

- 2
1

2

PG="1 pro s>’ (4.3.3)

2
i

a porovna se s tabelovanymi hodnotami pro F-rozdéleni. Pokud je hodnota PG < Fi2.0,99,
neni rozdil mezi obéma rozptyly statisticky vyznamny, pokud je PG > Fy.20,99, j€ tento rozdil
vyznamny a je nutné zUzit pracovni rozsah.
Pro vypocet je UCelné vyuzit dostupny software (napf. Microsoft Excel, SPSS, Statistica a
pod.).

Predbézny test linearity Ize provést grafickym vynesenim kalibracnich bodd spolu
s vypoctenou regresni pfimkou, ze kterého Ize €asto pripadnou nelinearitu odhalit pouhym
pohledem. Statisticky test linearity spociva v testovani vhodnosti prolozeni namérenych
kalibra¢nich hodnot linearni a nelinearni (zpravidla polynom 2 -3 fadu) kalibra¢ni funkci. To
se provede testem rezidualnich smérodatnych odchylek s,; a s,, obou funkci. Hodnoty téchto
odchylek jsou mirou rozptyleni namérenych hodnot kolem dané regresni funkce. Rozdil
hodnot rozptylt DS? ziskame vypo&tem:

DS*=(N-2)-5., —(N-3)-s, (4.3.4)

a tuto hodnotu a hodnotu rozptylu nelinearni kalibraéni funkce s,.” testujeme F-testem:

Pokud je hodnota PG < F, nevede pouziti nelinearni kalibraéni funkce k tésné&jSimu
prolozeni hodnot a kalibracni funkce je linearni. Pokud je PG > F, je nutné opét zlzit
pracovni rozsah tak, aby bylo linearity dosazeno, nebo se pro vypocet pouZzije nelinearni
kalibrace, coz vSak celé hodnoceni komplikuje.

Vlastni kalibraéni funkce se provadi pomoci linearni regresni analyzy N naméfenych
hodnot koncentraéni fady kalibracnich roztokd standardd. Pomoci regresni analyzy se ziskaji
koeficienty kalibra¢ni funkce a a b, vyjadfené rovnici:
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kde y je naméfena hodnota odezvy, x je koncentrace vzorku, prusecik s osou odezev a je
vypoctend hodnota slepého stanoveni (pozadi) a citlivost méfeni b odpovida smeérnici
kalibracni funkce. Tuto analyzu je ucelné provadét pomoci nékterého z vySe zminénych
software. Z kalibra¢ni funkce se potom ur¢i hodnota koncentrace v analyzovaném vzorku
podle vzorce:

(4.3.6)

Takto ziskana kalibra¢ni funkce je vSak pouze odhadem — mirou shody tohoto odhadu
s naméfenymi kalibracnimi daty je rezidudlni smérodatna odchylka s, ktera vyjadfuje
rozptyleni hodnot kolem kalibra¢ni pfimky. Je ddna nasledujicim vztahem:

N
i3 Z[y, (a+bx,)]
s, =1 = (4.3.7)
: N-2 N-2
kde 9, je hodnota opakovani naméfena se stejnym vzorkem, xi a yi ziskané hodnoty pouzité

pro vypocet kalibra¢ni kfivky, N poc€et koncentranich urovni, a vypoctend hodnota slepého
stanoveni a b citlivost metody (smérnice kalibraéni pfimky).

Dal$i zjiStovanou charakteristikou kalibracéni funkce jsou konfidenéni intervaly
(intervaly spolehlivosti). Je to rozmezi, ve kterém se na zakladé zakona o rozdéleni chyb
nahodnych veli¢in muze pro konkrétni zvolenou hladinu statistické vyznamnosti o vyskytovat
skute¢na kalibra¢ni funkce, jejiz vypocitany pribéh je vzdy zatizen urcitou chybou. Vypocet
konfiden¢niho intervalu (VB) pro konkrétni naméfenou hodnotu se ur€i ze vztahu:

%, =X tVB(%) (4.3.8)
£ = y-a |5 (i1 -) i+l + 0=y (4.3.9)
2 b b N n b2 . Y (x —x)

kde 7 je poCet opakovanych stanoveni, ¥ je primér nameéfenych hodnot z n opakovani, 7
je podet opakovanych stanoveni, y pramér kalibraénich hodnot y, x primér kalibradnich
koncentraci x;, s, hodnota rezidualni smérodatné odchylky a t(f1 ,1—a') tabelovana (kriticka)
hodnota Studentova t-rozdéleni pro f, = N—2 stupné volnosti a hladinu spolehlivosti

(1- ). Pro vypoget konfidenénich intervalii je vhodné pouzit specializovany software.

Pro vyjadreni pfesnosti a citlivosti kalibrace je tfeba stanovit zakladni limitni hodnoty,
kterymi jsou pfedevsim limita detekce a limita stanovitelnosti.

Limita detekce

Limita detekce y, udava takovou uroven méreného signalu, kdy je jesté mozné odlisit
signél od Sumu. Tomu odpovidajici koncentrace x, je minimalni koncentraci, kterou je jesté
mozné na zakladé odezvy signalu odliSit od nulové koncentrace.

V pfipadé pouzitych metod (HPLC, GC-MS) Ize pro vypocet limity detekce pouzit
velikost signalu slepého pokusu a smérnice kalibraéni pfimky. Pro toto stanoveni je nutné
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nejprve zmefit chromatogram slepého pokusu (rozpoustédla). Z chromatogramu slepého
pokusu se ur€i maximalni kolisani baseline (hn.x) v oblasti vymezené 20-ti nasobkem V2 Sitky
piku stanovované latky. Limita detekce (odezva signélu) se pak urci ze vztahu:

v, =3-h,, (4.3.10)
a odpovidajici limitni koncentrace analytu x, ze vzorce
Ya
x, =24 4.3.11
s ( )

kde b, je smérnice kalibracni pfimky sestrojené nikoliv na zdkladé ploch piku, ale jejich
vySky.

Limita stanovitelnosti

Limita stanovitelnosti ys je nejmensi hodnota signalu, pro kterou je relativni
smérodatna odchylka predikce z kalibraéniho modelu dostate¢né mala a rovna néjakému
zvolenému ¢€islu C, zpravidla rovnému 0,1 (tj. 10%).

Limita stanovitelnosti I1ze podobné jako limita detekce pro pouzité separacni metody
urcit z arovné Sumu chromatogramu slepého pokusu, kdy se opét uréi maximalni kolisani
baseline (hmax) Vv oblasti 20-ti nasobku 'z Sifky piku analytu, a limita stanovitelnosti se
analogicky vypocte na zakladé vztahu:

v, =10-h (4.3.12)

a limitni koncentrace stanovovaneé latky xs:

x, =% (4.3.13)

kde by, je smérnice kalibracni pfimky sestrojené nikoliv na zakladé ploch piku, ale jejich
vySky.

5. Interpretace vysledku

Koncentrace a zastoupeni PAH sorbovanych na povrch listd i v prachovych €asticich
jsou vyhodnocovany oddélené. Celkové mnozstvi jednotlivych PAH zachycenych jednotkou
listové plochy (zpravidla dm?) je pak vypoéteno jako soudet obou frakci. PFi hodnoceni
sorpéni kapacity listd je tfeba brat v potaz vlastnosti jejich povrchu jako je pfitomnost
trichomd (chlupd), sila kutikuly (povrchové voskové vrstvy), sezénni pfitomnost lepkavych
exudat (napf. u lipy v dobé kvétu) na povrchu listd apod., které mohou ovlivnit pfedevS§im
mnozstvi zachycenych prachovych ¢astic a tim i koncentraci PAH v prislu$né frakci.

Pfi finalnim hodnoceni je tfeba zahrnout i fadu dalSich doplfikovych udaji jako jsou
informace o misté odbéru (exponovanost, geografické umisténi — viz kap. 3.1), vzdalenost
od okraje vozovky, povétrnostni podminky v dobé odbéru a vdané sezdéné C&i kondice
sledovanych dfevin. Tyto Udaje umozni dokonalejsi interpretaci vysledkd v Sir§im kontextu.
Do hodnoceni je Ucelné téz zahrnout vysledky dlouhodobého monitoringu stavu ovzdusi
(koncentrace BaP) a modelové zpracovani imisnich dat provadéné CHMU a to prfedevsim
z lokalit v blizkosti monitorovacich stanic.

6. Odbérové a analytické protokoly
Viz pfilohy ¢. 1,223
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7. Archivace

Z odbérovych mist je nutné archivovat spolu s originalnimi odbé&rovymi protokoly téz
planky lokalit a fotodokumentaci pofizenou v ramci sezény. Stejné tak je nezbytné archivovat
(v elektronické podobé) i vystupy (naméfena surova data) z méficich systémua spolu
s protokolem dokumentujicim dané podminky méfeni a vyhodnocovani a kalibracnimi
soubory.

Zpracované vzorky je vhodné archivovat po dobu dvou let od jejich zpracovani a to
v tmavych vzduchotésnych vialkach nejlépe v mrazaku (-18°C).

8. Mozné komplikace
Na kvalitu naméfenych dat mohou mit vliv nasledujici faktory:

e Kontaminace rostlinnymi vosky. Jedna se predevSim o latky pochazejici
predevsSim z povrchové voskové vrstvy lista (kutikuly), nebo pryskyfi€nych kanalku.
Muze se vyskytnout pfi extrakci nékterych rostlinnych materiald se silnou kutikulou
nebo obsahem pryskyfic (jehli€nany). Takovéto vzorky je nutné pfed méfenim pomoci
GC/MS jesté dukladné precistit sloupcovou chromatografii na silikagelu, popfip. na
na koloné se sephadexovou naplni (molekulové sito). Pfi analyze pomoci HPLC
béznych koncentraci vzorkd necini tento typ kontaminaci zpravidla vétsi potize.

e Vegetacni sezéna. Muze mit vliv zejména pfi vzdjemném porovnavani rdznych
druh drfevin. Je nutné zohlednit téZ dobu kveteni a stim spojené vyluCovani
lepkavych sekretd (lipa), které mohou vyrazné ovlivnit zejména frakci PAH
v prachovych &asticich.

e Povétrnostni podminky. Povétrnostni podminky mohou ovlivnit pfedev§im mnoZstvi
sorbovanych prachovych ¢&astic (oplach destém, vitr) a tim i mnozstvi PAH v této
frakci. Je proto tfeba, aby odbéru pfedchazelo alespor nékolik dni bez srédzek. Obsah
PAH na povrchu listd neni podle udaju v literatufe povétrnostnimi podminkami
vyraznéji ovliviiovan.

e Skladovani. Pfi skladovani mize dochazet k pfemé&nam PAH vlivem svétla. Proto je
tfeba jak nezpracovany vychozi material tak i zpracovavané vzorky chranit pred
svétlem.

o Cistota pouzitych chemikalii. Pouziti kontaminovanych rozpoustédel mize
v nékterych pfipadech zkreslit kone¢né koncentrace PAH ve vzorku.

e Purifikacni kroky. Pri Cisténi extraktd muze dochazet k urlitym ztratam PAH ze
vzorku, proto je tfeba dbat na peclivé dodrzovani vSech parametri extrakce (objem,
doba, koncentrace, pH roztokd, elu¢ni objemy).

9. Bezpecnost prace

Pfi odbéru vzorkl v bezprostfedni blizkosti vefejnych komunikaci je nutné dodrzovat
pravidla silni€niho provozu a dbéat zvySené opatrnosti.

Rada PAH patfi mezi kancerogenni a vysoce toxické latky, proto je tfeba pfi praci
s extrakty (zejména koncentrovanymi) a pouzivanymi standardy dodrzovat pravidla pro
nakladani s jedovatymi latkami (pouzivat vzdy vhodny pracovni odév a ochranné rukavice,
pfi praci nejist, nepit, nekourit). Protoze se €asto jedna o latky tékavé, je nezbytné provadét
veSkerou manipulaci v laboratorni digestofi v dobfe vétrané mistnosti. Je téz nezbytné nutné
zajistit skladovani vzniklého odpadu ve specialnich a zfetelné ozna¢enych nadobach. Odpad
musi byt odborné likvidovan v souladu se zakonem o nebezpecnych chemickych odpadech.

Podobné i pouzivana rozpoustédla (zejména chlorovana) patfi mezi zdravi Skodlivé
az nebezpecné tékavé latky, proto pro manipulaci s nimi plati stejnd pravidla jako pro
nakladani s PAH. Navic se jedna zpravidla o hoflaviny 1. tfidy, proto je nezbytné dodrzovat
pokyny pro praci s vysoce hoflavymi latkami.
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10. Zavér

Predkladana metodika je zaméfena na kvantitativni analyzu a zastoupeni
nejvyznamnéjsich polyaromatickych uhlovodiki (PAH) z ovzdu$i sorbovanych na povrchu
listd. Metoda je zalozena na méfeni obsahu PAH dvéma nezdvislymi metodami - HPLC
s fluorescencni detekci a GC/MS. Umoznuje kvantitativni porovnani adsorbce sledovanych
PAH na listy rdznych druhl dfevin. Vysledky mohou byt nasledné vyuzity organy mistni
samospravy a statni spravy pro monitoring znecisténi ovzdusi v obytnych lokalitach. Kromé
toho mohou zjisténé informace o absorbéni kapacité listd rdznych druhl dfevin poslouzit jako
voditko pfi vybéru druhG pro vysadbu ochranné zelené podél dopravné vytizenych
komunikaci.

Metodika muze dale poslouzit jako zaklad pro vyzkum mechanizmd adsorpce PAH na
povrch a do pletiv listd a fyziologickych procesu, které mohou byt zvySenou pFitomnosti
téchto latek ovliviiovany.
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