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1. Úvod

Polycyklické aromatické uhlovodíky (PAU) patfií spolu

s polychlorovan˘mi bifenyly (PCB) mezi persistentní kon-

taminanty Ïivotního prostfiedí, tj. kontaminanty s vysokou

stabilitou proti chemick˘m, fyzikálním a biologick˘m úãin-

kÛm okolí, schopné dlouhodobû „pfieÏívat“, cirkulovat a ku-

mulovat se v ekosystému.

PAU jsou slouãeniny se dvûma nebo více kondenzova-

n˘mi benzenov˘mi kruhy. Mají rozmanité rizikové vlast-

nosti. Mnohé z nich jsou potenciálními karcinogeny a muta-

geny a mnohé mají toxické vlastnosti. PAU vykazují silnou

absorpci v UV oblasti a mají také charakteristická fluores-

cenãní spektra1. Díky nepolárnímu charakteru a relativnû vy-

soké molekulové hmotnosti je rozpustnost PAU ve vodû ve-

lice nízká2. PAU mají proto tendenci se sorbovat na pevn˘ch

ãásticích a kontaktních plochách3. Do prostfiedí se mohou do-

stávat jak z pfiírodních (poÏáry, vulkanická ãinnost, rozklad

biologického materiálu, biosyntéza mikroorganismy a rostli-

nami4), tak antropogenních zdrojÛ1,6 (spalovací dûje, ze-

jména nedokonalé spalování organického materiálu1,5). Bylo

identifikováno více neÏ 100 tûchto látek, pfieváÏnû se v‰ak

analyzují tzv. prioritní polutanty dle americké EPA (Environ-

mental Protection Agency), z jejichÏ koncentrací se odhaduje

míra a charakter kontaminace – jde o naftalen, acenaften

(1,2-dihydroacenaftylen), acenaftylen, fluoren, fenanthren,

anthracen, fluoranthen, pyren, benzo[a]anthracen, chrysen,

benzo[b]fluoranthen, benzo[k]fluoranthen, benzo[a]pyren,

dibenzo[ah]anthracen, benzo[ghi]perylen a indeno[1,2,3-

-cd]pyren7.

Polychlorované bifenyly (PCB), nûkdy téÏ nesprávnû

naz˘vané polychlorované difenyly (PCD)8, jsou skupinou

chemick˘ch látek, jejichÏ základem je bifenyl substituovan˘

1–10 atomy chloru7. Existuje celkem 209 kongenerÛ PCB

(kongener je ãlen urãité skupiny chemick˘ch látek, v tomto

pfiípadû skupiny polychlorovan˘ch bifenylÛ)9,10. Pouze 20

kongenerÛ má koplanární konformaci (postrádají kompletní

substituci v ortho polohách). Nejvy‰‰í toxicitu vykazují tfii

z nich (PCB 77, PCB 126 a PCB 169, cit.10). PCB patfií mezi

xenobiotika, tj. látky, které do pfiírody vnesl svou ãinností

ãlovûk a které se v ní pfiedtím nevyskytovaly11. Nejznámûj‰í

komerãní smûsi jsou Aroclor (USA), Clophen (Nûmecko),

Kanechlor (Japonsko) a u nás Delor. PCB byly dlouhodobû

pouÏívány jako dielektrikum, v hydraulick˘ch tekutinách,

nátûrov˘ch hmotách a v papírenském prÛmyslu. Jde o látky

hydrofobní, persistentní a snadno rozpustné v organick˘ch

rozpou‰tûdlech, tucích a olejích9. Jejich spalováním pfii tep-

lotách niÏ‰ích neÏ 1 200 °C vznikají mnohem toxiãtûj‰í po-

lychlorované dibenzodioxiny a dibenzofurany8.

Analytick˘ proces stanovení PAU resp. PCB ve vzor-

cích Ïivotního prostfiedí je tvofien nûkolika stupni – odbûr

vzorku, izolace analytÛ, pfieãi‰tûní a vlastní stanovení ana-

lytÛ (analytická koncovka).

2. Odbûr vzorkÛ

Vzorky pro stanovení PAU jsou odebírany do pfiedem

propláchnut˘ch (organick˘m rozpou‰tûdlem, napfi. acetonit-

rilem12, acetonem a hexanem13) hnûdû zbarven˘ch sklenû-

n˘ch vzorkovnic se sklenûn˘m nebo teflonov˘m uzávûrem.

Uchovávají se v temnu pfii teplotû 4 °C (cit.12). Samara 

se spoluautory13 uvedl jako maximální skladovací dobu 

2–3 dny pro odpadní vody a 7–8 dní pro tuhé odpady a kaly.

Lopéz García a spol.5 uchovávali tuhé a kapalné vzorky

maximálnû 7 dní. Harrak a spol.14 doporuãili po odbûru

vzorku vody pfiidat do odbûrové nádoby vhodné organické

rozpou‰tûdlo kvÛli zamezení sorpce PAU na stûnách vzor-

kovnice. Experimentálnû zjistil, Ïe nejvhodnûj‰í je propan-

-2-ol (15 obj.%), ale lze pouÏít téÏ methanol15 (20 obj.%)

nebo acetonitril. García Pinto a spol.15 pouÏili ke stejnému

úãelu neionogenní tenzid Triton X-114 (5 obj.%). 

Také pfii stanovení PCB je doporuãeno pouÏívat skle-

nûné vzorkovnice umyté hork˘m roztokem detergentu,

opláchnuté pod tekoucí vodou, poté vodou destilovanou

a nakonec acetonem a destilovan˘m hexanem8. Vodné

vzorky se doporuãuje16 pfied extrakcí skladovat ve tmû pfii

teplotû asi 4 °C. Extrahovány by tyto vzorky mûly b˘t co

nejdfiíve po odbûru (nejlépe do 24 hodin).

POSTUPY IZOLACE POLYAROMATICK¯CH UHLOVODÍKÒ
A POLYCHLOROVAN¯CH BIFENYLÒ P¤I JEJICH  STANOVENÍ
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3. Izolace analytÛ

3 .1 .  Kapa lné  vzorky

Samara a spol.13 pfii stanovení 16 prioritních PAU ve

vodn˘ch vzorcích metodou HPLC s fluorescenãní detekcí

izolovali analyty extrakcí kapalina – kapalina (LLE – liquid-

-liquid extraction). 1000 ml odpadní vody s pfiídavkem

vnitfiního standardu (3,6-dimethylfenanthren) bylo extraho-

váno dvakrát 25 ml cyklohexanu. Spojené extrakty byly 

su‰eny bezvod˘m síranem sodn˘m. Po su‰ení byl extrakt 

zakoncentrován na rotaãní odparce (v˘sledn˘ objem asi 

0,5 ml). Následovalo pfieãi‰tûní na kolonû s náplní silikagelu

a anal˘za vzorku metodou HPLC.

Lopéz García a spol.5 se zab˘vali sledováním PAU ve

filtrátech z prom˘vání uhlí. RovnûÏ pouÏili k izolaci LLE.

100 ml filtrátu bylo extrahováno tfiikrát vÏdy 20 ml dichlor-

methanu. Spojené dichlormethanové extrakty byly su‰eny

bezvod˘m síranem sodn˘m. Extrakt byl poté odpafien témûfi

do sucha ve vakuové rotaãní odparce. Zbytek byl rozpu‰tûn

v 1 ml acetonitrilu a 20 µl tohoto vzorku bylo dávkováno na

HPLC kolonu.

Pfii anal˘zách PAU, PCB a jin˘ch látek zejména nepo-

lárního charakteru v relativnû ãist˘ch vodách se uplatÀují

mikroextrakce (nejãastûji hexanem)7. Pfii této metodû do-

chází oproti klasické extrakci kapalina – kapalina k v˘raz-

nému sníÏení spotfieby organického rozpou‰tûdla (jednotky

mililitrÛ)9, zkrácení doby potfiebné ke zpracování vzorku

a minimalizuje se ãi odpadá potfieba následného ãi‰tûní

a zakoncentrování extraktu.

Geissler a spol.18 vyuÏili k izolaci PCB a organochloro-

v˘ch pesticidÛ LLE dle metody DIN. 1 l vzorku vody s pfií-

davkem 10 ml n-pentanu byl intenzívnû míchán na magne-

tické míchaãce po dobu 10 minut. Pomocí mikroseparátoru

byla oddûlena organická fáze a po pfiídavku 1 ml isooktanu

(2,2,4-trimethylpentan) byl její objem zredukován na 0,5 ml.

V téÏe práci18 autofii vyuÏili k izolaci PCB a organo-

chlorov˘ch pesticidÛ také modifikaci metody LLE. Vzorek

vody (1 l) s pfiídavkem extrakãního rozpou‰tûdla (n-pentan)

byl umístûn v rotaãním perforátoru a extrahován po dobu 

1 hodiny (extrakãní ãinidlo je dispergováno do vodné fáze

ve formû nepatrn˘ch kapiãek, které ji prostupují). Po ukon-

ãení extrakce bylo rozpou‰tûdlo s analyty pfievedeno do

baÀky a byly pfiidány 2 ml isooktanu (modifikátor). Objem

roztoku byl zredukován v rotaãní vakuové odparce. V̆ ho-

dou této metody je dosaÏení vysok˘ch v˘tûÏností. Praktick˘

problém se v‰ak vyskytuje u anal˘z minerálních vod. Roz-

pu‰tûn˘ CO2 se sráÏí jako CaCO3, kter˘ mÛÏe blokovat apa-

raturu.

Metoda LLE se vyuÏívá i pfii stanovení PCB a PAU

podle ãesk˘ch norem16,19. Doporuãená extrakãní rozpou-

‰tûdla jsou pro stanovení PCB hexan, petrolether, nebo hep-

tan a pro stanovení PAU n-hexan, nebo cyklohexan.

Dále Geissler a spol.18 pouÏili destilace vzorku vody,

kdy kondenzát par proudil do extrakãního zafiízení, kde pro-

stupoval vrstvou chlazeného organického rozpou‰tûdla 

(15 ml hexanu). Poté se kontinuálnû vracel do destilaãní

baÀky. Tato metoda je vhodná zejména pfii anal˘zách velice

zneãi‰tûn˘ch vod nebo sedimentÛ, neboÈ v sobû zahrnuje

i ãistící stupeÀ (lipidy, vosky a jiné pfiíbuzné sloÏky nede-

stilují spolu s analyty). Extrakce trvala 2 hodiny. Extrakt

s pfiídavkem 1 ml isooktanu byl zakoncentrován na objem

0,5 ml.

García Pinto a spol.5 vyuÏili CPP (cloud point precon-

centration – prekoncentrace s vyuÏitím bodu zákalu neiono-

genního tenzidu) pro izolaci PAU z vodn˘ch vzorkÛ. Me-

toda je zaloÏena na skuteãnosti, Ïe vodn˘ roztok povrchovû

aktivní látky (PAL) se po zahfiátí nad teplotu bodu zákalu

rozdûlí na dvû fáze (fázi s vysokou koncentrací tenzidu ob-

sahující analyty a vodnou fázi s nízk˘m obsahem tenzidu).

Získan˘ prekoncentraãní faktor je srovnateln˘ s faktory ji-

n˘ch extrakãních technik. V̆ hodami CPP jsou jednoduchá

aparatura a pouÏití ménû toxick˘ch ãinidel6,15. Autofii ke

vzorku vody (10–50 ml) pfiidávali Triton X-114 (0,5 obj.%).

Roztok byl zahfiíván v termostatované lázni pfii teplotû 

40 °C po dobu 5 minut. Rozdûlení obou fází bylo dosaÏeno

odstfiedûním. 10 µl fáze bohaté na PAL bylo dávkováno do

chromatografického systému.

Ferrer se spolupracovníky6 provedl CPP (pro izolaci

PAU) zahfiátím 25 ml vzorku vody, kter˘ obsahoval 1 obj.%

Tritonu X-114 na teplotu 40 °C. Pfii této teplotû zahfiíval

vzorek celkem 10 minut. Vodná fáze nad fází bohatou na

PAL byla odsáta Pasteurovou pipetou. K úplné eliminaci

zbylého mnoÏství vodné fáze bylo pouÏito odpafiení za sní-

Ïeného tlaku. Fáze bohatá na PAL obsahující PAU byla roz-

pu‰tûna v 5 ml cyklohexanu. Následovalo pfieãi‰tûní na ko-

lonce se silikagelem a bezvod˘m síranem sodn˘m a anal˘za

HPLC.

Alternativou k extrakci kapalinou je extrakce tuhou fází

(SPE – solid phase extraction)7,17,20. Velice oblíbené je

pouÏití sorbentu v kolonce. Pfies fiadu pfiedností má tato

technika i urãitá úskalí. Vzorky s obsahem tuh˘ch ãástic

ucpávají póry náplnû nebo mohou vzniknout kanálky, kte-

r˘mi pfiednostnû protéká rozpou‰tûdlo sorbentem.

Kayali-Sayadi a spol.12 izolovali PAU z vodn˘ch vzorkÛ

na kolonû SPE Sep-Pak vac tC-18. Kolona byla nejprve kon-

dicionována methanolem (dvakrát 6 ml) a poté vodou (dva-

krát 6 ml). Na kolonu bylo naneseno 1500 ml filtrovaného

vzorku. PrÛtoková rychlost byla 50 ml.min-1. Kolona byla

dále su‰ena za vakua (5 min) a potom centrifugována (1200

ot.min-1). Adsorbované sloÏky byly eluovány nejprve 3 ml,

potom 1 ml diethyletheru prÛtokovou rychlostí 1,5 ml.min-1.

Extrakt byl odpafien a zbytek byl rozpu‰tûn v 1 ml metha-

nolu. Zfiltrovan˘ roztok byl poté dávkován do systému

HPLC.

Nirmaier a spol.21 k izolaci PAU pouÏili SPE systém

tvofien˘ jednotkou Baker SPE-10 a autory pfiipravenou skle-

nûnou kolonou plnûnou 1 g sorbentu C18 (sorbent na bázi

silikagelu modifikovan˘ oktadecylov˘mi skupinami). Ko-

lona byla kondicionována 5 ml methanolu, poté 5 ml di-

chlormethanu, 5 ml propan-2-olu a 5 ml smûsi voda : pro-

pan-2-ol (20:3). K 500 ml vzorku vody bylo pfiidáno 75 ml

propan-2-olu. Zfiltrovan˘ vzorek byl nanesen na kolonu

(prÛtok 2,5 ml.min-1). Poté byla kolona dvakrát promyta 

10 ml smûsi voda : propan-2-ol (20:3) a vysu‰ena za vakua

(30 min). Extrahované sloÏky byly eluovány 1 ml a potom
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dvakrát 500 µl dichlormethanu. Následovalo vysu‰ení prou-

dem dusíku a rozpu‰tûní zbytku v 350 µl smûsi methanol :

voda (85:15). Tento vzorek byl pak analyzován HPLC.

Moret a spol.4 pouÏili k izolaci PAU z vodn˘ch vzorkÛ

a ze vzorkÛ alkoholick˘ch nápojÛ SPE kolony Supelco

ENVI-18. Kondicionace byla provedena dvakrát 6 ml smûsi

toluen : methanol (10:1), 6 ml methanolu a 6 ml vody. Ná-

sledovalo nanesení vzorku na kolonu, su‰ení za vakua (15

min) a trojnásobná eluce 1 ml smûsi dichlormethan : aceto-

nitril (10:1). Eluát byl zakoncentrován (proudem dusíku)

a poté znovu rozpu‰tûn ve 120 µl acetonitrilu. On-line SPE

prekoncentraci vyuÏil pfii stanovení PAU Hatrík se spoluau-

tory2.

Bernal a spol.22 pouÏili techniku SPE pfii stanovení pes-

ticidÛ a PCB ve vodn˘ch vzorcích. SPE kolonka C18 byla

promyta methanolem a následnû vodou. Na upravenou ko-

lonku byl nanesen 1 l vzorku. PrÛtoková rychlost byla 

10 ml.min-1. K eluci zachycen˘ch analytÛ byl pouÏit n-he-

xan. V˘sledn˘ roztok byl zakoncentrován v rotaãní odparce

na 1 ml. Následovalo ãi‰tûní na kolonce florisilu, zakon-

centrování a dávkování do systému GC.

Geissler a spol.18 izolovali technikou SPE organochlo-

rové pesticidy a PCB. Kolonky C18 (500 mg) byly kondi-

cionovány 5 ml hexanu, methanolu a nakonec vodou.

Vzorky obsahující 1 % methanolu byly aplikovány na ko-

lonku prÛtokovou rychlostí 7–17 ml.min-1. Dále byly ko-

lonky vysu‰eny proudem dusíku a eluovány tfiikrát 1 ml he-

xanu. K eluátu byl pfiidán 1 ml isooktanu (2,2,4-trimethyl-

pentan) a vzorek byl odpafien na 0,5 ml.

V posledních letech roste poãet aplikací extrakãních

diskÛ, které mají oproti kolonkám nûkteré v˘hodné vlast-

nosti (niÏ‰í hydraulick˘ odpor umoÏÀuje pfii srovnatelném

tlaku docílit vy‰‰ích prÛtokÛ, vût‰í prÛmûr diskÛ zmen‰uje

problém jejich ucpávání pfii extrakci). Disky mají podobu

filtraãních membrán s velkou plochou a obsahují napfi. 10 %

matrice z poly(tetrafluorethen)ov˘ch vláken (PTFE) a 90 %

tvofií polymery nebo ãástice silikagelu s chemicky váza-

n˘mi alkylov˘mi skupinami.

El Harrak a spol.14 izolovali PAU z vodn˘ch vzorkÛ po-

mocí extrakãních diskÛ (prÛmûr 47 mm, tlou‰Èka 0,5 mm,

500 mg C18 nebo SDB (kopolymer styren-divinylbenzen)).

Disky C18 byly kondicionovány 20 ml smûsi dichlormethan

: ethyl-acetát : acetonitril (50:30:20). Rozpou‰tûdlo bylo od-

sáto. Poté bylo pfiefiltrováno 20 ml smûsi aceton : voda

(80:20) a nakonec 10 ml vody. SDB disky byly kondiciono-

vány 20 ml acetonu, 20 ml acetonitrilu a 20 ml dichlor-

methanu. Nakonec bylo pfiefiltrováno 20 ml vody. Na upra-

ven˘ disk byl nanesen vzorek s pfiídavkem organického roz-

pou‰tûdla nebo PAL. PAU zachycené na disku byly eluo-

vány dvakrát 15 ml smûsi dichlormethan : ethyl-acetát : ace-

tonitril (50:30:20). Po vysu‰ení extraktu bezvod˘m síranem

sodn˘m byl extrakt zakoncentrován na vakuové rotaãní od-

parce (objem asi 0,5 ml). Objem byl nakonec upraven ace-

tonitrilem na 1 ml. Následovala anal˘za metodou HPLC.

K anal˘ze PAU a PCB byla rovnûÏ pouÏita mikroex-

trakce tuhou fází (SPME – solid phase microextraction,

cit.7,17,23). Analyty ze vzorkÛ jsou sorbovány pfiímo na

vláknû, které je vyrobeno z kfiemene potaÏeného vrstvou

chemicky vázané stacionární fáze (poly(dimethylsiloxan),

polyakrylát, poly(divinylbenzen) s Carbowaxem nebo Car-

boxenem). Nedochází pfiitom k úplné extrakci, ale k ustá-

lení rozdûlovací rovnováhy analytu mezi matricí vzorku

a stacionární fází vlákna. Nûkdy se pfii této technice vyuÏívá

tzv. „head space“ systému, kdy jsou po ustavení rovnováhy

mezi kapalnou fází (vzorkem) a plynnou fází nad vzorkem

analyty sorbovány z plynné fáze. Desorpce z vlákna je pro-

vádûna tepelnû s on-line dávkováním na kolonu plynového

chromatografu nebo rozpou‰tûdlem, jestliÏe je analytickou

koncovkou HPLC. Mezi v˘hody této techniky patfií rych-

lost, citlivost, eliminace pouÏití rozpou‰tûdel a moÏnost vy-

uÏití pro screening.

Hageman se spolupracovníky24 pouÏil SPME pfii stano-

vení PAU v tuh˘ch vzorcích po pfievedení na vodn˘ vzorek.

PAU byly nejprve z tuhého vzorku extrahovány vodou za

podkritick˘ch podmínek (viz dále). Následnû byly PAU ex-

trahovány z vodné fáze metodou SPME. Sorpãní vlákno

bylo na 15 minut umístûno do vodného roztoku, kter˘ byl

po celou dobu extrakce míchán magnetick˘m míchadlem.

Po extrakci bylo vlákno vsunuto do GC injektoru a pfii tep-

lotû 300 °C byly analyty z vlákna desorbovány. 

Byl pouÏit také vzorkovaã na principu membránové ex-

trakce (SPMD – semipermeable polymeric membrane de-

vice, cit.25). Ten je tvofien polopropustnou membránou,

která je ve vnitfiní ãásti pokryta tenkou vrstvou lipidu (trio-

lein). Analyty ze vzorku difundují pfies polopropustnou

membránu a zachytávají se ve vrstvû trioleinu. Bennett

a spol.26 detailnû ve svém ãlánku popsali pfiípravu mem-

brán, které pak rozmístili do nûkolika vodních tokÛ na 

4 t˘dny. Exponované membrány po omytí vodou a mecha-

nické úpravû byly extrahovány 400 ml hexanu. Po extrakci

bylo rozpou‰tûdlo s analyty naneseno na kolonku s bezvo-

d˘m síranem sodn˘m. Eluát byl zakoncentrován na objem

pfiibliÏnû 1 ml. Koextrahované trioleinové sloÏky byly od-

stranûny gelovou chromatografií. Získan˘ eluát obsahující

PAU a PCB byl odpafien na vakuové rotaãní odparce na ob-

jem asi 2 ml. Vznikl˘ vzorek byl frakcionován na silikage-

lové kolonce (eluce 40 ml hexanu – frakce A, obsahující

PCB, – potom eluce 70 ml smûsi hexan : dichlormethan

(1:1) – frakce B, obsahující PAU). Následovalo zakoncent-

rování a aplikace GC/ECD nebo GC/MS.

Exponované membrány jsou pfiepravovány za sníÏené

teploty a do dal‰ího zpracování se uchovávají v mrazniãce.

V˘hodou je, Ïe skladovací doba mÛÏe b˘t aÏ nûkolik mû-

sícÛ. 

3 .2 .  Tuhé  vzorky  

Bergen a spol.10 extrahovali 2–5 g zhomogenizovaného

vzorku slávky obecné (mofisk˘ mlÏ) 25 ml acetonu. Po cent-

rifugaci byla oddûlena kapalná fáze. Proces se opakoval

je‰tû dvakrát. Spojené extrakty v dûlící nálevce byly zfie-

dûny deionizovanou vodou (300 ml) extrahovanou penta-

nem. Tento roztok byl extrahován tfiikrát vÏdy 50 ml pen-

tanu (LLE). Spojené pentanové extrakty byly vysu‰eny bez-

vod˘m Na2SO4. Objem rozpou‰tûdla byl zredukován a zby-
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tek byl rozpu‰tûn v hexanu (10 ml). 1 ml byl pouÏit ke gra-

vimetrickému stanovení lipidÛ a 9 ml bylo pouÏito ke stano-

vení PCB. Po pfieãi‰tûní koncentrovanou H2SO4, redukci ob-

jemu rozpou‰tûdla a rozpu‰tûní zbytku v 1 ml heptanu byl

v˘sledn˘ vzorek dávkován do plynového chromatografu.

López García se spoluautory5 extrahoval tuhou fázi po

prom˘vání uhlí nebo sedimenty dvakrát 20 ml 40% hexanu

v acetonu vÏdy po dobu 7 minut v ultrazvukové lázni. Po

filtraci suspenze bylo rozpou‰tûdlo odpafieno témûfi do su-

cha v rotaãní odparce a zbytek byl znovu rozpu‰tûn v 5 ml

hexanu. Následovalo ãi‰tûní extraktu adsorpãní chromato-

grafií na kolonce se silikagelem a aluminou. Eluát byl od-

pafien témûfi do sucha a zbytek byl rozpu‰tûn v 1 ml aceto-

nitrilu nebo tetrahydrofuranu. 20 µl vzniklého roztoku bylo

dávkováno do kapalinového chromatografu.

Hubert a spol.27 pouÏili techniku zrychlené extrakce roz-

pou‰tûdlem (ASE – accelerated solvent extraction), pfii níÏ

extrakce v systému tuhá látka – kapalina probíhá za zv˘‰ené

teploty (50–200 °C) a tlaku (10–15 MPa) po krátkou dobu.

K izolaci PAU a persistentních organick˘ch polutantÛ (chlo-

rované pesticidy, PCB a chlorbenzeny) autofii pouÏili pro

vzorky rostlin extrakãní teploty 40 °C a 120 °C a pro pÛdní

vzorky teploty 80 °C a 120 °C.

Hageman se spoluautory24 pouÏil místo organického

rozpou‰tûdla vodu za podkritick˘ch podmínek. Tento pfií-

stup vyuÏívá skuteãnosti, Ïe pfii vy‰‰ích teplotách se v˘-

raznû sniÏuje polarita kapalné vody. Pro úãinnou extrakci

PAU a PCB je doporuãována teplota 250 °C. Autofii usku-

teãnili extrakci v nerezové trubici s uzávûrem, kterou po na-

plnûní vzorkem a vodou umístili do pfiedehfiáté pece plyno-

vého chromatografu. Po extrakci byly analyty zakoncentro-

vány technikou SPME a následnû analyzovány metodou

GC/MS.

García Pinto a spol.15 extrahovali 0,1–2 g popelu ze dfie-

va vodn˘m roztokem Tritonu X-114. Po filtraci suspenze

následovala CPP pfii teplotû 40 °C. 

Bernal se spolupracovníky22 pouÏil k izolaci pesticidÛ

a PCB z tuh˘ch vzorkÛ Soxhletovu extrakci. 1 g vzorku,

kter˘ byl nejprve smísen s bezvod˘m síranem sodn˘m, byl

extrahován v Soxhletovû extraktoru po dobu 3,5 hodiny

smûsí rozpou‰tûdel n-hexan : dichlormethan (1:1) (pfii ana-

l˘ze vzorkÛ bez obsahu tuku) nebo samotn˘m n-hexanem

(u analyzovan˘ch vzorkÛ s obsahem tuku). Extrakt byl poté

zakoncentrován v rotaãní odparce na objem 1 ml. Následo-

valo ãi‰tûní na kolonce s florisilem, eluce, zakoncentrování

a dávkování do plynového chromatografu.

Wells a Echarri28 extrahovali v Soxhletovû aparatufie

vzorky rybích tukov˘ch tkání (20 g), které byly nejprve ro-

zetfieny s bezvod˘m síranem sodn˘m. Extrakce trvala 4 ho-

diny a pouÏit˘m rozpou‰tûdlem byl dichlormethan (100 ml).

Extrakt byl rozdûlen na dvû ãásti. První byla pouÏita ke sta-

novení mnoÏství extrahovateln˘ch lipidÛ. Druhá byla pou-

Ïita ke stanovení PCB. Byla zakoncentrována v odparce

a po pfiídavku hexanu odpafiena témûfi do sucha proudem 

suchého vzduchu. Lipidy byly hydrolyzovány 20% KOH

v ethanolu (300 ml) po dobu 1 hodiny pfii 60 °C. Reakãní

smûs byla ochlazena a zfiedûna destilovanou vodou (200 ml)

a poté byla extrahována (LLE) dvakrát 50 ml hexanu. Hexa-

nov˘ extrakt byl odpafien asi na 1 ml proudem vzduchu a ná-

slednû ãi‰tûn na kolonkách s Al2O3 a poté se silikagelem.

Alternativním nebo pfiídavn˘m stupnûm ãi‰tûní bylo pouÏití

kolonky plnûné silikagelem impregnovan˘m H2SO4. Frakce

získané kapalinovou chromatografií byly postupnû analyzo-

vány pomocí GC.

Eggens a spol.29 extrahovali (pfii stanovení PCB) v Sox-

hletovû extraktoru vzorky rybích jater a svalové hmoty smû-

sí hexan : aceton (3:1). âi‰tûní bylo provedeno na kolonû 

plnûné SiO2 (2 g) a deaktivovan˘m Al2O3 (8 g). Po eluci 

25 ml hexanu a pfiídavku 1 ml isooktanu byl extrakt zakon-

centrován proudem dusíku na 1 ml. K tomuto vzorku bylo

pfiidáno 50 ng PCB 143 (vnitfiní standard). V̆ sledn˘ extrakt

byl analyzován GC/ECD.

Lopez-Avila a spol.30 vyuÏili k extrakci organick˘ch po-

lutantÛ z kontaminovan˘ch pÛd mikrovlnné energie (apli-

kace mikrovln umoÏÀuje ‰etrnûj‰í provedení extrakce ve

srovnání s pouÏitím hork˘ch extrakãních rozpou‰tûdel17). 

5 g vzorku bylo kvantitativnû pfievedeno do teflonové 

extrakãní nádobky, poté bylo ke vzorku pfiidáno 30 ml smûsi

hexan : aceton (1:1). Extrakce byla provedena pfii 115 °C po

dobu 10 minut pfii v˘konu 1000 W. Po extrakci byla ná-

dobka ochlazena na laboratorní teplotu (asi 10–15 minut). Ka-

palina nad sedlinou byla pfiefiltrována pfies skelnou vatu pfie-

dem promytou smûsí hexan : aceton a byla spojena s 2–3 ml

smûsi hexan : aceton po oplachu sedliny. Extrakt byl prou-

dem dusíku zakoncentrován na 5 ml. Následovalo oddûlení

jemn˘ch ãástic centrifugací (2300 ot.min-1). Extrakt byl na-

konec zakoncentrován na 1 ml a analyzován pomocí

GC/ECD nebo metodou ELISA.

David se spoluautory31 vyuÏil k izolaci PCB z pevn˘ch

vzorkÛ superkritické fludní extrakce (SFE – supercritical

fluid extraction). Autofii pfii optimalizaci SFE kladli dÛraz

na selektivitu izolace. Nejprve pomocí modelov˘ch vzorkÛ

s pfiídavkem analytÛ optimalizovali podmínky, které pak

aplikovali na vzorky reálné. Zjistili v‰ak, Ïe v˘tûÏnosti ve

vzorcích s pfiídavkem analytÛ, kde se uplatÀuje pouze faktor

rozpustnosti analytÛ v extrakãním médiu, byly nûkolikrát

vy‰‰í neÏ u vzorkÛ reáln˘ch, kde se navíc uplatÀuje fixaãní

efekt analytÛ na matrici. K pfiekonání tohoto efektu bylo

tfieba zvolit optimální prÛtokovou rychlost extrakãního mé-

dia. V̆ sledné podmínky SFE byly tyto: extrakãní médium

CO2, prÛtoková rychlost 1 ml.min-1, hustota 0,75 g.ml-1, tep-

lota extrakce 60 °C, tlak 20 MPa. Extrakty nebylo tfieba dále

pfieãi‰Èovat.

SFE lze pouÏít téÏ ke specifické izolaci PAU z tuh˘ch

vzorkÛ. PAU jsou v‰ak v superkritickém CO2 málo roz-

pustné, proto je tfieba jejich rozpustnost zv˘‰it pfiídavkem

modifikátoru (CHClF2, cit.31).

Ling se spolupracovníky32 pouÏil SPE k izolaci PCB 

ze vzorkÛ rybích tkání. 2 g sorbentu C18 spolu s pfiibliÏnû

0,5 g rybích plátkÛ bylo rozetfieno ve tfiecí misce. Získaná

polosuchá a homogenní smûs byla vnesena do pfiedem zvá-

Ïené sklenûné kolony s fritou, která obsahovala 1 g silika-

gelu (modifikovaného kyselinou sírovou). Eluce byla pro-

vedena 10 ml hexanu (voln˘m prÛtokem). Hexanov˘ eluát

byl zakoncentrován proudem dusíku na koneãn˘ objem 1

ml. Následovala anal˘za GC-ECD pfiíp. GC-MS.
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4. Pfieãi‰tûní 

Úprava vzorku nekonãí izolací analytÛ z matrice. Zpra-

vidla je nutné extrakty pfieãistit a odstranit tak koextraho-

vané sloÏky, které anal˘zu ru‰í. Nejãastûji se vyuÏívá ãi‰-

tûní na vhodném sorbentu5,6,13,16,19,22,25,29 nebo gelu26,

ménû pak reextrakce do jiného rozpou‰tûdla10 (pfiíp. do

smûsi rozpou‰tûdel).

S úspûchem lze pfii anal˘zách PAU a PCB, kdy je tfieba

odstranit z extraktu tuky nebo oleje, vyuÏít semipermeabilní

membrány propou‰tûjící men‰í molekuly analytÛ, ale zadr-

Ïující vût‰í molekuly (triglyceridy, fosfolipidy, atd.)7.

5. Analytická koncovka

Analytickou koncovkou pro stanovení PAU je zejména 

vysokoúãinná kapalinová chromatografie (HPLC) s fluores-

cenãní detekcí3-6,12-15,19,33, ménû pak s UV detekcí2,4,14,34

a ojedinûle s ampérometrickou detekcí21, a dále plynová chro-

matografie s hmotnostním detektorem (GG-MS, cit.19,24,26).

Analytickou koncovkou pfii stanovení PCB jsou plynová chro-

matografie s detektorem elektronového záchytu (GC-ECD,

cit.10,18, 26,28,32), GC se dvûma kapilárními kolonami a dvûma

detektory ECD (cit.7,16,29,30,35,36) a GC-MS10,32, ojedinûle

pak ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay, tj. enzy-

mová imunologická anal˘za, cit.30).

6. Závûr

PAU a PCB jsou v˘znamn˘mi kontaminanty Ïivotního

prostfiedí. Sledování jejich obsahu je dÛleÏit˘m úkolem

kontrolních laboratofií. V rÛzn˘ch sloÏkách Ïivotního pro-

stfiedí se vyskytují zpravidla ve stopov˘ch koncentracích

(ng.l-1, µg.l-1, ng.kg-1, µg.kg-1). Vzhledem k tomu je ne-

zbytné vûnovat pfii jejich stanovení znaãnou pozornost od-

bûru a zpracování vzorku pfied vlastní analytickou koncov-

kou. V̆ znamnou souãástí postupu stanovení je izolace

vzorku, ke které lze vyuÏít fiadu metod zmínûn˘ch v˘‰e, pfii-

ãemÏ pfii volbû vhodného fie‰ení hraje v˘znamnou roli ma-

trice, ve které mají b˘t analyty stanoveny. V âeské repub-

lice jsou k dispozici platné normy pouze pro stanovení PAU

resp. PCB ve vzorcích vod. 

¤ada publikovan˘ch postupÛ nabízí zajímavé fie‰ení

analytického problému, napfi. zefektivnûní anal˘zy pro

rÛzné typy matric. Pfied jejich zavedením do praxe je v‰ak

nezbytná jejich peãlivá validace.
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J. Miko‰kováa, L. âápb and K. Lemrb (aLaboratory
Morava, bDepartment of Analytical Chemistry, Palack˘
University, Olomouc): Isolation Procedures for Determi-
nation of Polycyclic Aromatic Hydrocarbons and Poly-
chlorinated Biphenyls

Determination of polycyclic aromatic hydrocarbons

(PAH) and polychlorinated biphenyls (PCB) as important

contaminants of environment is a task of many control labo-

ratories. Suitable methods of sample treatment and isolation

of analytes must be used due to low contents of the com-

pounds in complex matrices. Individual steps of PCB and

PAH analyses are mentioned, the main emphasis being put on

the published methods of isolation. Treatment of liquid as

well as solid samples using, e.g., liquid-liquid extraction,

cloud point preconcentration, solid phase extraction inclu-

ding microextraction and extraction disks, application of

membranes, accelerated solvent extraction, Soxhlet extrac-

tion, supercritical fluid extraction and microwave application

is presented. Many of the mentioned processes offer interes-

ting alternatives for isolation, but careful validation is neces-

sary before they are used in laboratory practice.
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