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Nazov: Stanovenie polyaromatickych uhlovodikov v povrchovej vode
metodou GC-MS

Navod na pracu

Zadanie:

1. Pripravte a vyhodnotte roztokovu kalibra¢nu krivku polyaromatickych uhl'ovodikov
(PAU) v rozsahu koncentracii 0,1 — 10 pg/1.

2. Pripravte 1 ml extraktu PAU v n-hexane extrakciou 1 1 vzorky vody metdédou extrakcie
kvapalina-kvapalina (LLE).

3. Analyzujte pripraveny extrakt metdédou plynovej chromatografie shmotnostnou
spektrometriou (GC-MS) a vyhodnotte obsah PAU vo vzorke pomocou metody
kalibra¢nej krivky.

Tedria

Polyaromatické uhl'ovodiky su zli€eniny zlozené z dvoch a viac aromatickych jadier. Vznikaji
predovsetkym pocas nedokonalého spal’ovania organického materidlu. Vybrané PAU sa sleduju
vo vzorkach zivotného prostredia. Vyznamnymi zdrojmi znecistenia polyaromatickymi
uhl'ovodikmi st chemické podniky, elektrarne, spal'ovne, petrochemicky priemysel a iné. Ich
zvysena koncentracia v zivotnom prostredi ma negativny vplyv na zivé organizmy, negativny
ucinok na ¢loveka sa mdze prejavit’ vznikom nadorovych ochoreni.

Plynova chromatografia je separatna metdda zalozend na rozli¢nej interakcii analyzovanych
zltCenin so staciondrnou fazou v kapilarnej koléone. Mobilnou fdzou v GC je nosny plyn,
zvycajne hélium, vodik alebo dusik. Nadavkované zluceniny st v davkovaci splynené ucinkom
vysokej teploty, preto je tdito metdéda vhodnd na analyzu prchavych az stredne prchavych
zlucenin (s teplotou varu zvycajne do 400 °C). Jednym z detektorov, ktory sa pouziva v
kombinacii s GC je hmotnostny spektrometer (MS), v ktorom sa separované zluceniny
ionizuju, pri¢om vznikaji fragmenty charakterizované pomerom ich hmotnosti a naboja m/z.
Fragmenty su rozliSené a separované v hmotnostnom analyzatore. Zavislostou relativnej
pocetnosti od pomeru m/z ziskavame pre kazda zli¢eninu hmotnostné spektrum, ktoré je mozné
porovnat’ s kniznicou hmotnostnych spektier, ¢o vyrazne prispieva k moznosti identifikécie
analyzovanych zli¢enin.

Pomécky: plynovy chromatograf sPTV déavkovadom, hmotnostny spektrometer
s kvadrupolovym analyzatorom, aparatira na filtraciu (laboratérny stojan, zelezny kruh,
filtracny lievik, kadicka, sklenend tyCinka, filtraCny papier), odmernd banka (1000 ml),
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oddel'ovaci lievik (1000 ml), automatické pipety so Spickami, mikrostriekacka, kadicky, delena
pipeta (25 ml), balonik na pipetovanie, orbitalna trepacka, srdcova banka (100 ml), rotacna

vakuova odparka (rotavap), sklenené Pasteurova pipeta, sklenené vialky (1 ml) so skrutkami so

septom

Chemikalie: referen¢ny material 16 PAU, n-hexan s ¢istotou pre GC-MS, siran sodny bezvody,
vzorka povrchovej vody (aspon 1 1)

Postup

Priprava roztokovej kalibracnej krivky

1.

Riedenim zasobného roztoku referenéného materialu pripravte 5 kalibraénych roztokov
po 1 ml s koncentraciami 0,1; 0,5; 1; 5 a 10 pg/l. Roztoky zried’te do n-hexanu.
Analyzujte jednotlivé kalibracné roztoky metodou GC-MS. Pre ziskanie ploch pikov
ich vo vyhodnocovacom softvéri integrujte rovnakym spdsobom pre kvantifikaény ion.
V tabul'kovom editore vytvorte graf zavislosti plochy analytu od jeho koncentracie
a zostrojte kalibra¢nu krivku prelozenim bodov linearnou trendovou spojnicou. Zo
ziskanych hodndt smernice a iseku neskor vypocitate koncentraciu analytov v redlnej
vzorke.

LLE extrakcia vzorky

1.

Pomocou jednoduchej filtraénej aparatiry prefiltrujte dostatoény objem vzorky (aspoi
1 1) od moznych necistot. Ak vo vzorke nie su pritomné vol'nym okom viditeI'né tuhé
necistoty tento krok mozno vynechat’.

Na extrakciu pripravte do odmernej banky presne 1 1 prefiltrovanej vzorky. Tento objem
vzorky pomocou lievika opatrne prelejte do pripraveného oddel’'ovacieho lievika.
Pomocou delenej pipety a pipetovacieho baldonika ku vzorke do oddel'ovacieho lievika
pridajte 15 ml extrakéného rozpustadla — n-hexanu. Rovnakym objemom hexanu
premyte aj odmernu banku, v ktorej sa nachadzala vzorka — premiesajte a tiez prelejte
do oddel'ovacieho lievika. Na hladine vzorky vody pribudne tenka organicka vrstva
hexanu.

Oddelovaci lievik vlozte do orbitalnej trepacky a zapnite trepanie na strednych otackach
(obsah lievika sa mé jemne pretrepavat’) na dobu 30 mindt.

Nasledne oddelovaci lievik vratte na laboratoérny stojan, pockajte pokym sa ustali
organicka a vodna vrstva a pomocou otoéné¢ho kohuta vypustite vodna vrstvu vzorky.
Vrstvu extrakéného rozpustadla zachyt'te do pripravenej kadicky.

Vypusteny objem vzorky opét’ nalejte do oddelovacieho lievika a kroky ¢. 6 az 8
zopakujte esSte dvakrat. Podiely extrakéného cCinidla spolo¢ne zbierajte do jednej
kadicky.

Do kadi¢ky s extraktom pridajte 3 kopcovité lyzice bezvodého siranu sodného
a nechajte usadit’ na dno kadicky. Extrakt prelejte do srdcovej banky a pomocou pipety
kadicku so siranom premyte n-hexédnom (2 x po 5 ml) a tiez pridajte do srdcovej banky.
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Odparenie a spracovanie extraktu

1.

Na zakoncentrovanie extraktu je potrebné organické rozpustadlo odparit’ pomocou
rotacnej vakuovej odparky. Spustite rotavap zapnutim vyhrievania vodného kipel'a na
40 °C, spustite privod vody do chladica a zapnite vakuova pumpu.

Po pripojeni banky na rotavap nastavte tlak na 300 mbar, nastavenim vysky ramena
ponorte banku do vodného kupela a zapnite otacanie.

Po odpareni asi 2/3 hexanu vyprazdnite obsah banky na zachytavanie skondenzovaného
rozpustadla do nadoby na zber nechlérovaného organického odpadu.

Extrakt odparujte priblizne do objemu menSieho ako 0,5 ml.

Po ukonceni odparovania reziduum zo srdcovej banky preneste sklenenou Pasteurovou
pipetou do 1 ml vialky, srdcova banku premyte malym mnozZstvom n-hexanu a opat’
preneste do vialky.

Objem konecného extraktu doplite do 1 ml n-hexdnom a takto pripraveny extrakt
analyzujte GC-MS metodou podla insStrukcii vyucujiceho. Vysledné piky integrujte
obdobnym sposobom ako pri spracovani kalibraénych roztokov a metédou kalibracnej
krivky vyhodnot'te obsah PAU vo vzorke. Prepocet vytaznosti extrakcie je mozné
zanedbat’.

Nakladanie s chemickymi latkami

Chemikalia Forma H-vety P-vety
n-Hexan Kvapalina H225, H304, H315, | P202, P210, P273,
H336, H361f, H373, | P301 + P310, P303 +
H411 P361 + P353, P331,
P403 + P233
NazSO4 Tuha --- ---
RM 16 PAU Roztok Standardov H225, H302 + H312 | P210, P273, P280,

+ H332, H319, H412

P301 +P312, P303 +
P361 + P353, P304 +
P340 +P312

Zdroje rizik a vyhodnotenie zavaznosti rizika

n-Hexan je vel'mi horl'ava kvapalina, drazdi kozu, mdze byt smrtelny po poziti a vniknuti do

dychacich ciest. Je podozrivy z poskodzovania plodnosti. Je toxicky pre vodné organizmy,
z dlhodobymi u¢inkami. Ziaci pracujii len s nevyhnutnym objemom n-hexanu, pri¢om
pouzivaju osobné ochranné prostriedky. Potrebné mnozstvo n-hexanu do kadicky naleje
odborny pracovnik. Prijatel'né riziko.

Referen¢ny materidl polyaromatickych uhlovodikov je najcastejSie rozpusteny v horl'avom
organickom rozpustadle. Je zdraviu Skodlivy pri styku s kozou, po poziti alebo vdychnuti.
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Spdsobuje vazne podrazdenie oci. Je toxicky pre vodné organizmy, z dlhodobymi u¢inkami.
Ziaci pracuju s vopred zriedenym zdsobnym roztokom a minimalnym objemom. Prijatelné
riziko.

Sposob nakladania s odpadmi

Zvysky roztokov vylejte do nddoby urcenej na zber nechlérovaného organického odpadu. Tuhy
zvySok siranu sodného zlikvidujte vysypanim do kosa.

Opatrenia k obmedzeniu rizika

Vyhnite sa priamej expozicii, pouzivajte ochranné prostriedky. Nevystavujte sa dlhodobe;j
alebo opakovanej expozicii. V pripade nehody alebo ak sa necitite dobre, okamzite informujte
vyucujuceho. Dodrziavajte zasady bezpecnej prace s oddelovacim lievikom. Nepracujte pri
zdrojoch otvorené¢ho ohna. Po praci alebo pri preruseni prace si umyte ruky teplou vodou
a mydlom. n-Hexan a RM PAU 16 alebo ich obaly sa musia likvidovat’ ako nebezpecny odpad.
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Pracovny list
Experimentalne udaje

1. Kolko pl je potrebné odpipetovat’ zo zasobného roztoku PAU s koncentraciou 100
ppb na pripravu 1 ml roztokov s koncentraciou 0,1; 0,5; 1; 5 a 10 ppb?

0,1 ppb [pl] | 0,5 ppb [pl] | 1 ppb [ul] | S ppb [pl] | 10 ppb [pl]

Objem
zasobného
roztoku PAU s
koncentraciou
10 pug/ml

2. Z analyzy Standardov zaznamenajte elu¢né Casy jednotlivych 16 PAU.

Nazov tr [min] | Nazov tr [min]
Naftalén Benzo[a]antracén

Acenaftylén Chryzén

Acenaftén Benzo[b]fluorantén

Fluorén Benzo[k]fluorantén

Fenantrén Benzo[a]pyrén

Antracén Indeno[1,2,3-cd]pyrén

Fluorantén Dibenz[a,h]antracén

Pyrén Benzo[g,h,i]perylén

3. Zaznamenajte tri najhlavnejSie hmotnostné fragmenty pre 16 PAU.

Niazov tr [min] m/z(1) | m/z(2) | m/z3)
Naftalén

Acenaftylén
Acenaftén

Fluorén

Fenantrén

Antracén

Fluorantén

Pyrén
Benzo[a]antracén
Chryzén
Benzo[b]fluorantén
Benzo[k]fluorantén
Benzo[a]pyrén
Indeno[1,2,3-cd]pyrén
Dibenz[a,h]antracén
Benzo[g,h,i]perylén
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Vypoéty

1. Do excelovskej tabul’ky zaznamenajte hodnoty elu¢nych ¢asov jednotlivych standardov
PAU, plochy avysky pikov nameranych pre jednotlivé Standardné roztoky pri
najintenzivnejSich hmotnostnych fragmentoch.

roztok 0,1 ppb 0,5 ppb 1ppb |5ppb 10 ppb
Elucny cas [min]
Plocha piku

Vyska piku

2. Do excelovskej tabul'ky zaznamenajte hodnoty elu¢nych casov jednotlivych Standardov
PAU, plochy avysky pikov nameranych pre vzorku pri najintenzivnejSich
hmotnostnych fragmentoch.

Nazov Elucny ¢as [min] | Plocha piku | Vyska piku
Naftalén
Acenaftylén

Acenaftén

Fluorén

Fenantrén

Antracén

Fluorantén

Pyrén

Benzo[a]antracén

Chryzén

Benzo[b]fluorantén

Benzo[k]fluorantén

Benzo[a]pyrén

Indeno[1,2,3-cd]pyrén
Dibenz[a,h]antracén

Benzo[g,h,i]perylén

3. Do kalibra¢ného grafu vyneste zavislosti 4 (plocha piku) od c (koncentracie Standardu).
Vyhodnotte ho metdodou najmensich Stvorcov a zapiSte rovnicu kalibracnej krivky
a koeficient korelacie pre jednotlivé PAU
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4. Pomocou plochy pikov zistenych pre jednotlivé PAU vo vzorke odcitajte ich

5. Vypocitajte mnozstvo PAU vo vzorke a vyjadrite obsah jednotlivych PAU na 1 liter

Digitalizacia chemickych experimentov pre zlepSenie kvality a
podporu vyucby chémie na strednych skolach
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vzorky.
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Nazov

Koncentracia [pg/ml]

Koncentracia [mg/1]

Naftalén

Acenaftylén

Acenaftén

Fluorén

Fenantrén

Antracén

Fluorantén

Pyrén

Benzo[a]antracén

Chryzén

Benzo[b]fluorantén

Benzo[k]fluorantén

Benzo[a]pyrén

Indeno[1,2,3-cd]pyrén

Dibenz[a,h]antracén

Benzo[g,h,i]perylén

Otazky

1.

Zdovodnite preco sa ustélila hladina hexdnu nad hladinou vzorky vody a nie naopak.

Ako by sa ustalili hladiny zmesi dichlormetdn-voda a zmesi metanol-voda?

Diskutujte dovod pridavania bezvodého siranu sodného k extraktu.

Opiste, ako zmena koncentracie zlicenin vo vzorke ovplyviiuje elucny Cas a plochu

pikov.

Aky typ stacionarnej a mobilnej fazy a pouziva pri GC-MS stanoveni PAU.
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5. Uvedte chyby a ich zdroje pri stanoveni PAU. Navrhnite mozné rieSenia.

6. Popiste z akych Casti/modulov sa sklada GC zariadenie.

7. Zadefinujte a popiSte kroky extrakcie kvapalina-kvapalina.

Zaver
Zhriite stru¢ne ciel’ experimentu, hlavné vysledky a porovnajte ich s o¢akdvanymi hodnotami.
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Vyhlasenie o vyluceni zodpovednosti

Financované Eur6pskou uniou. Vyjadrené nazory a postoje st nazormi a vyhlaseniami autora(-
ov) a nemusia nevyhnutne odrdzat nazory a stanoviskd Eurdpskej unie alebo Slovenskej
akademickej asocidcie pre medzindrodnu spolupracu, Narodnej agentiry programu Erasmus+
pre vzdeldvanie a odbornu pripravu. Eurdpska unia ani organizacia udel'ujica grant za ne
nepreberaju ziadnu zodpovednost'.
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