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Nazev: Stanoveni polyaromatickych uhlovodiki v povrchovych vodach
pomoci GC-MS

Navod na praci

Zadani:

1. Pfipravte a vyhodnot'te roztokovou kalibracni kiivku polyaromatickych uhlovodik
(PAU) v rozsahu koncentraci 0,1 — 10 pg/l.

2. Piipravte 1 ml extraktu PAU v n-hexanu extrakci 1 1 vzorku vody metodou extrakce
kapalina-kapalina (LLE).

3. Analyzujte ptipraveny extrakt metodou plynové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii (GC-MS) a vyhodnot’te obsah PAU ve vzorku pomoci metody kalibra¢ni
ktivky.

Teorie

Polyaromatické uhlovodiky (PAU) jsou slouceniny slozené ze dvou a vice aromatickych jader.
Vznikaji ptedev§im béhem nedokonalého spalovani organického materialu. Vybrané PAU se
sleduji ve vzorcich Zivotniho prostiedi. Vyznamnymi zdroji zneciSténi polyaromatickymi
uhlovodiky jsou chemické podniky, elektrarny, spalovny, petrochemicky primysl a jiné. Jejich
zvysSena koncentrace v zivotnim prostfedi ma negativni vliv na zivé organismy, negativni
ucinek na clovéka se muze projevit vznikem naddorovych onemocnéni.

Plynova chromatografie je separacni metoda zaloZend na rizné interakci analyzovanych
sloucenin se stacionarni fazi v kapilarni koloné. Mobilni fazi v GC je nosny plyn, obvykle
helium, vodik nebo dusik. Nadavkované slouceniny jsou v davkovaci splynény u¢inkem vysoké
teploty, proto je tato metoda vhodna pro analyzu tékavych az stfedné tékavych sloucenin (s
teplotou varu obvykle do 400 °C). Jednim z detektort, ktery se pouziva v kombinaci s GC je
hmotnostni spektrometr (MS), ve kterém se separované slou¢eniny ionizuji, pti¢emz vznikaji
fragmenty charakterizované pomérem jejich hmotnosti a naboje m/z. Fragmenty jsou rozlisSeny
a separovany v hmotnostnim analyzatoru. Zavislosti relativni cetnosti od poméru m/z
ziskavame pro kazdou slouceninu hmotnostni spektrum, které lze porovnat s knihovnou
hmotnostnich spekter, coz vyrazné ptispiva k moznosti identifikace analyzovanych sloucenin.

Pomiicky: plynovy chromatograf s PTV déavkovadem, hmotnostni spektrometr s
kvadrupolovym analyzatorem, aparatura na filtraci (laboratorni stojan, zelezny kruh, filtra¢ni
nalevka, kadinka, sklenéna tyCinka, filtracni papir), odméerna banka (1 1), odd€lovaci nalevka
(1 1) automatické pipety se Spickami, mikrosttikacka, kadinky, délena pipeta (25 ml), balének
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na pipetovani, orbitalni tfepacka, srdecni barika (100 ml), rota¢ni vakuova odparka (rotavap),
sklenéna Pasteurova pipeta, sklenéné vialky (1 ml) se Srouby se septem

Chemikalie: referencni material 16 polyaromatickych uhlovodiki, n-hexan s ¢istotou pro GC-
MS, siran sodny bezvody, vzorek povrchové vody (alespoii 1 1)

Postup

Priprava roztokové kalibracni krivky

1.

Redénim zasobniho roztoku referenéniho materialu p¥ipravte 5 kalibraénich roztoki po
1 ml s koncentracemi 0,1; 0,5; 1; 5 a 10 pg/l. Roztoky zied’'te do n-hexanu.

Analyzujte jednotlivé kalibracni roztoky metodou GC-MS. Pro ziskani ploch piki je ve
vyhodnocovacim softwaru integrujte stejnym zplisobem pro kvantifikaéni iont.

V tabulkovém editoru vytvoite graf zavislosti plochy analytu na jeho koncentraci a
sestrojte kalibracni kfivku pfeloZzenim bodl linedrni trendovou spojnici. Ze ziskanych
hodnot smérnice a tseku pozdéji vypoctete koncentraci analytli v redlném vzorku.

LLE extrakce vzorku

1.

Pomoci jednoduché filtrani aparatury piefiltrujte dostateCny objem vzorku (alespoi
1 1) od moznych necistot. Pokud ve vzorku nejsou pfitomny pouhym okem viditelné
tuhé necistoty tento krok Ize vynechat.

Na extrakci pripravte do odmérné banky piesné 1 1 prefiltrovaného vzorku. Tento objem
vzorku pomoci nalevky opatrné ptelijte do pfipravené oddélovaci nalevky.

Pomoci délené pipety a pipetovaciho balonku ke vzorku do oddé€lovaci nalevky pridejte
15 ml extrakéniho rozpoustédla — n-hexanu. Stejnym objemem hexanu promyjte i
odmérnou barnku, ve které se nachazel vzorek — promichejte a také pielijte do oddélovaci
nalevky. Na hladin€ vzorku vody pfibude tenka organicka vrstva hexanu.

Odd¢lovaci nalevku vlozte do orbitalni ttepacky a zapnéte tiepani na sttednich otackach
(obsah nalevky se ma jemné protiepavat) na dobu 30 minut.

Nasledné oddélovaci trychtyi vratte na laboratorni stojan, pockejte dokud se ustali
organickd a vodni vrstva a pomoci oto¢né¢ho kohoutu vypustte vodni vrstvu vzorku.
Vrstvu extrakéniho rozpoustédla zachyt'te do pripravené kadinky.

Vypustény objem vzorku opét nalijte do d€lici nalevky. 6 az 8 zopakujte jesté dvakrat.
Podily extrak¢éniho ¢inidla spole¢né sbirejte do jedné kadinky.

Do kadinky s extraktem ptidejte 3 kopcovité 1zice bezvodého siranu sodného a nechte
usadit na dno kadinky. Extrakt pfelijte do srdecni baiikky a pomoci pipety kadinku se
siranem promyjte n-hexanem (2 x po 5 ml) a také ptidejte do srde¢ni baiiky.

Odpareni a zpracovani extraktu

1.

Pro zakoncentrovani extraktu je tieba organické rozpoustédlo odpatit pomoci rotacni
vakuové odparky. Spustte rotavap zapnutim vyhtivani vodni lazné€ na 40 °C, spust’te
privod vody do chladice a zapnéte vakuovou pumpu.
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2. Po pfipojeni bailkky na rotavap nastavte tlak na 300 mbar, nastavenim vySky ramene
ponoite baniku do vodni lazné a zapnéte otaceni.

3. Po odpafteni asi 2/3 hexanu vyprazdnéte obsah baiiky pro zachytdvani zkondenzovaného
rozpoustédla do nadoby pro sbér nechlorovaného organického odpadu.

Extrakt odpatujte pfiblizn¢ do objemu mensiho nez 0,5 ml.

5. Po ukonceni extrakce reziduum ze srdecni banky pifeneste sklenénou Pasteurovou
pipetou do 1 ml vialky, srde¢ni banku promyjte malym mnozstvim n-hexanu a op¢t
pieneste do vialky.

6. Objem konecného extraktu dopliite do 1 ml n-hexanem a takto pfipraveny extrakt
analyzujte GC-MS metodou podle instrukci vyucujiciho. Vysledné piky integrujte
obdobnym zplisobem jako pfi zpracovani kalibracnich roztokii a metodou kalibracni
kiivky vyhodnot'te obsah PAU ve vzorku. Pfepocet vytéznosti extrakce 1ze zanedbat.

Nakladani s chemickymi latkami

Chemikalie Forma H-véty P-véty
n-Hexan Kapalina H225, H304, H315, | P202, P210, P273,
H336, H361f, H373, | P301 + P310, P303 +
H411 P361 + P353, P331,
P403 + P233
NaxSO4 Pevna -— -—
RM 16 PAU Roztok standardii H225, H302 + H312 | P210, P273, P280,
+ H332, H319, H412 | P301 +P312, P303 +
P361 + P353, P304 +
P340 +P312

Zdroje rizik a vyhodnoceni zavaznosti rizika

n-Hexan je velmi hoflava kapalina, drazdi kizi, mize byt smrtelny po poziti a vniknuti do
dychacich cest. Je podeziely z poSkozovani plodnosti. Je toxicky pro vodni organismy, z
dlouhodobymi uc¢inky. Zaci pracuji pouze s nezbytnym objemem n-hexanu, pfi¢emz pouZivaji
osobni ochranné prostfedky. Potfebné mnozstvi n-hexanu do kadinky nalije odborny pracovnik.
Ptijatelné riziko.

Referenéni material polyaromatickych uhlovodikli je nejcastéji rozpuStén v hotlavém
organickém rozpoustédle. Je zdravi Skodlivy pfi styku s kiizi, pii poziti nebo vdechovani.
Zpusobuje vazné podrazdéni o&i. Je toxicky pro vodni organismy, z dlouhodobymi u¢inky. Zaci
pracuji s pfedem zfedénym zasobnim roztokem a minimalnim objemem. Pfijatelné riziko.
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Zpusob nakladani s odpady

Zbytky roztoki vylijte do nddoby uréené ke sbéru nechlorovaného organického odpadu. Tuhy
zbytek siranu sodného zlikvidujte vysypanim do kose.

Opatieni k omezeni rizika

Vyhnéte se ptimé expozici, pouzivejte ochranné prostfedky Nevystavujte se dlouhodobé nebo
opakované expozici V piipadé nehody nebo pokud se necitite dobie, okamzité¢ informujte
vyucujiciho. omyjte ruce teplou vodou a mydlem. 16 nebo jejich obaly musi byt likvidovany
jako nebezpecny odpad.

Literatura

1. Purdesova, A. — Tarapcik, P. ai.: Praktikum z analytickej chémie. Bratislava: STU,
2016. ISBN 978-80-227-3555-1.
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1. Kolik pl je tfeba odpipetovat ze zasobniho roztoku PAU o koncentraci 100 ppb pro
piipravu 1 ml roztoka o koncentraci 0,1; 0,5; 1; 5 a 10 ppb?

0,1 ppb [ul]

0,5 ppb [ul]

1 ppb [ul]

S ppb [u]

10 ppb [pl]

Objem
zasobniho
roztoku PAU o
koncentraci 10
10 pug/ml

2. Z analyzy standardli zaznamenejte elucni ¢asy jednotlivych 16 PAU.

Nazev

tr [min]|

Nazev

tr [min]|

Naftalen

Benzo[a]antracen

Acenaftylen

Chryzen

Acenaften

Benzo[b]fluoranten

Fluoren

Benzo[k]fluoranten

Fenantren

Benzo[a]pyren

Antracen

Indeno[1,2,3-cd]pyren

Fluoranten

Dibenz[a,h]antracen

Pyren

Benzo[g,h,i]perylen

3. Zaznamenejte tf1 nejhlavnéj$i hmotnostni fragmenty pro 16 PAU.

Nazev

tr [min] m/z (1)

m/z (2)

m/z (3)

Naftalen

Acenaftylen

Acenaften

Fluoren

Fenantren

Antracen

Fluoranten

Pyren

Benzo[a]antracen

Chryzen

Benzo[b]fluoranten

Benzo[k]fluoranten

Benzo[a]pyren

Indeno[1,2,3-cd]pyren

Dibenz[a,h]antracen

Benzo[g,h,i]perylen
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Vypoéty

1. Do excelovské tabulky zaznamenejte hodnoty eluc¢nich Cast jednotlivych standardi
PAU, plochy a vysky pikii naméfenych pro jednotlivé standardni roztoky pfi
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roztok

0,1 ppb 0,5 ppb

1ppb |5ppb 10 ppb

Elu¢ni ¢as [min]

Plocha piku

Vyska piku

2. Do excelovské tabulky zaznamenejte hodnoty elucnich ¢asii jednotlivych standardi
PAU, plochy a vysky pikii namétenych pro vzorek u nejintenzivnéjSich hmotnostnich

fragmentd.

Nazev

Elucni ¢as [min]

Plocha piku

Vyska piku

Naftalen

Acenaftylen

Acenaften

Fluoren

Fenantren

Antracen

Fluoranten

Pyren

Benzo[a]antracen

Chryzen

Benzo[b]fluoranten

Benzo[k]fluoranten

Benzo[a]pyren

Indeno[1,2,3-cd]pyren

Dibenz[a,h]antracen

Benzo[g,h,i]perylen

3. Do kalibra¢niho grafu vyneste zévislosti A (plocha piku) na ¢ (koncentrace standardu).

Vyhodnotte jej metodou nejmensich ¢tvercti a zapiSte rovnici kalibracni kiivky a

koeficient korelace pro jednotlivé PAU

Co-funded by the
Erasmus+ Programme
of the European Union
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4. Pomoci plochy pikli zjisténych pro jednotlivé PAU ve vzorku odectéte jejich
koncentraci.

5. Vypocitejte mnozstvi PAU ve vzorku a vyjadiete obsah jednotlivych PAU na 1 litr
vzorku.

Nazev Koncentrace [pg/ml] Koncentrace [mg/1]
Naftalen
Acenaftylen

Acenaften

Fluoren

Fenantren

Antracen

Fluoranten

Pyren
Benzo[a]antracen
Chryzen

Benzo[b]fluoranten

Benzo[k]fluoranten

Benzo[a]pyren
Indeno[1,2,3-cd]pyren
Dibenz[a,h]antracen

Benzo[g,h,i]perylen

Otazky

1. Zdavodnéte proc se ustalila hladina hexanu nad hladinou vzorku vody a ne naopak. Jak
by se ustalily hladiny smési dichlormethan-voda a smési methanol-voda?

2. Diskutujte ditvod pridavani bezvodého siranu sodného k extraktu.

3. Popiste, jak zména koncentrace sloucenin ve vzorku ovliviiuje elu¢ni ¢as a plochu piki.

4. Jaky typ stacionarni a mobilni fdze a pouziva pti GC-MS stanoveni PAU.
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5. Uvedte chyby a jejich zdroje pti stanoveni PAU. Navrhnéte mozna feseni.

6. Popiste z jakych casti/modult se sklada GC zafizeni.

7. Definujte a popiste kroky extrakce kapalina-kapalina.

Zavér

Shriite struéné cil experimentu, hlavni vysledky a porovnejte je s ocekavanymi hodnotami.
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