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STANOVENI POLYCYKLICKYCH AROMATICKYCH UHLOVODIKU
(PAH) METODOU HPLC

1. Rozsah pouziti
Postup je vhodny pro stanoveni 16 zékladnich polyaromatickych uhlovodikl, uvedenych
v seznamu US EPA. Stanoveni je ur¢eno pro pidy, kaly, sedimenty a ptibuzné materialy

o obsahu jednotlivych stanovovanych slozek nad 5 pg/kg.

2. Princip
Polyaromatické uhlovodiky v pidach se stanovi po extrakci acetonem, zakoncentrovani
a preCiStetni metodou HPLC na reverzni fazi s gradientovym pribéhem eluce

a s fluorescencni nebo spektrofotometrickou detekci v UV oblasti.

Poznamky

1. V silné kontaminovanych puddach je vhodné pouzit méné polarni extrakcni cinidlo (toluen).
Na druhé strané aceton je vhodnéjsi pro pidy, kde jsou PAH vazany na jilovou frakci.

3. Piistroje a pomucky

Kapalinovy chromatograf s moznosti pouZziti gradientové eluce a s fluorescenénim

a UV detektorem.
2. Vakuové zafizeni pro extrakci na pevné fazi — manifold.
3. SPE kolonky C8, 500 mg/3 ml.
4. Horizontélni tfepacka s uchytkami pro upevnéni Erlenmeyerovych ban¢k 100 ml.
5. Ultrazvukova lazei.
6. Odsttedivka (nejméné 9000 ot/min).
7. Naéstiikové filtry, napt. 13 mm LUT syringe filter PTFE 0,45 pm.
8. Rotac¢ni vakuové odparka.
9. Ptistroj pro zrychlenou extrakci rozpoustédlem, napt. ASE 100, Dionex s pfislusnou

extrak¢ni ocelovou celou o objemu 10 ml.
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Piudy

Chemikalie

Acetonitril (ACN), ¢istota pro HPLC.

50% acetonitril, (ACN : H2O) =(1: 1), (V/V).

Ptiprava: 500 ml acetonitrilu (1) se smicha s 500 ml vody a promicha.
20% acetonitril, (ACN : H2O) = (20 : 80), (V/V).

Ptiprava: 20 ml acetonitrilu (1) se smicha s 80 ml vody a promicha.
Aceton, Cistota pro HPLC.

2-propanol, ¢istota pro HPLC.

Methanol (MeOH), distota pro HPLC.

50% methanol, (MeOH : H2O) =(1: 1), (V/V).

Ptiprava: 50 ml methanolu (6) se smicha s 50 ml vody a promicha.

Tetrahydrofuran (THF), cistota pro HPLC.

Standard 16 PAH, koncentrace jednotlivych PAH ¢ = 100 pg/ml, (napi. PAH MIX

v acetonitrilu, (Absolute Standards).

Pracovni standard, 50 x fedény zasobni roztok.

Ptiprava: Do 25ml odmérné baiiky se pipetuje 0,5 ml standardu (9). Doplni se ACN
(1) po znacku a na 2 min se vlozi do ultrazvukové 1azné. Vysledna koncentrace
jednotlivych PAH je 2 pg/ml.

Inertni material, napt. Spe-ed Matrix, vyrobce Applied Separations.
Propandiol, ¢istota p.a.
20% propandiol v 2-propanolu.

Ptiprava: 20 ml propandiolu (13) se smichéd s 80 ml 2-propanolu (5) a promicha.

Pracovni postup

Pro stanoveni se pouZziva ptida upravena postupem 30010.1, 30012.1 nebo 30013.1. Susit se

musi ve stinu, aby se zamezilo ztritdm PAH vlivem slune¢niho zatreni. Pokud neni vzorek

dostatecné homogenni, mize se dale pomlet na achdtovém mlynku a prosat pfes 1mm sito.

Podle ocekavaného obsahu PAH se do uzaviratelné 100ml Erlenmeyerovy baiky navazi (1-

10) g ptudy, napipetuje se 30 ml acetonu (4) a baiika se uzavie. Obsah se extrahuje 30 min na
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horizontalni tfepacce (120 kyvl/min). Obsah baiky se nechd ustat, prevede se do 25ml
sklenéné zkumavky, ktera se uzavie a nasledné odsttedi. Do 50ml odmérné banky se pipetuje
10 ml odstfedéného extraktu, ptida se 2,5 ml 2-propanolu (5) a baiika se doplni po znacku
vodou. Banka se uzavie a obsah se 2 min sonifikuje. Takto pfipraveny extrakt se piecisti pres
kolonku SPE C8, ktera se pfedem kondicionuje postupné 1 x 2,5 ml methanolu (6), 1 x 2,5
ml 50% methanolu (7) a 2 x 2,5 ml vody. Na SPE C8 kolonku se vnasi cely objem odmérné
banky (50 ml). Polarni latky projdou SPE kolonkou a nepolarni latky se zachyti na sorbentu.
Extrahovand ¢éast vzorku na sorbentu se promyje 2 x 2,5 ml vody. PAH se eluuji 3 ml
tetrahydrofuranu (8) a eluat se jimd do 10ml kalibrované sklenéné zkumavky. Ziskany eluat
se cca 1 min sonifikuje a pak se nafedi acetonitrilem (3). Po nafedéni se vzorek opét

sonifikuje asi 2 min. Eluat se nastfikne na kolonu ptfes PTFE nésttikovy filtr.

Kaly
K extrakci PAH z kalli se pouziva extrakéni proces za zvySené teploty a tlaku s vyuzitim

napf. zafizeni ASE 100 firmy Dionex. Jako rozpoustédlo se pouzivé aceton (4), obdobné jako
pfi extrakci pud. Navazi se 1 g vzorku kalu, promicha se s inertnim materidlem (11) a vnese
se do extrakéni ocelové cely. Tato cela se vlozi do pfistroje ASE 100, nastavi se podminky
extrakéniho procesu — teplota 100 °C a 2 extrakéni cykly. Po skonceni extrakce se objem
ziskaného acetonového extraktu kvantitativné ptrevede do 25ml odmérné banky a doplni
se acetonem (4) po znacku. Acetonovy extrakt se pfecisti pfes SPE kolonku C8. Do 50 ml
odmérmné banky se pipetuje 10 ml acetonového extraktu, piidd se 2,5 ml
2-propanolu (5) a baiika se doplni po znacku vodou. Bailka se uzavie a obsah se opét 2 min
sonifikuje. Takto pfipraveny extrakt se pteCisti pres kolonku SPE CS8, ktera se predem
kondicionuje postupné 1 x 2,5 ml methanolu (6), 1 x 2,5 ml 50% methanolu (7) a 2 x 2,5 ml
vody. Na SPE C8 kolonku se vnasi cely objem odmérné baiiky (50 ml). Polarni latky projdou
SPE kolonkou a nepolérni latky se zachyti na sorbentu. Extrahovand ¢ast vzorku na sorbentu
se promyje 2 x 2.5 ml vody. PAH se eluuji 3 ml tetrahydrofuranu (8) a eluat se jima do 10ml
kalibrované sklenéné zkumavky. Ziskany eluat se cca 1 min sonifikuje a pak se natedi
acetonitrilem (3). Po nafedéni se vzorek opét sonifikuje asi 2 min. Eluat se nastiikne
na kolonu ptes PTFE nastiikovy filtr. V pfipad€, Ze acetonovy extrakt neprojde pies SPE
kolonku, pipetuje se 10 ml extraktu do odpatovaci banky s ptidavkem 0,5 ml propandiolu

(13), odpati se k suchu na rota¢ni vakuové odparce. Odparek se rozpusti v 3 ml THF (8).
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Chromatografické stanoveni

Ptiklady podminek méfeni kalibracnich roztoki i extrakt vzorki uvade;i tabulky 1, 2 a 3.

Tabulka 1. Priklad podminek chromatografického stanoveni.

Kolona Waters PAH C 18, S5pm, 4,6 mm X% 250 mm
. A - 50% acetonitril (2)
Mobilni faze B - acetonitril (1)
Pratok 1,7 ml/min
Teplota kolony 28 °C
Objem nastiiku 20 pl
Fluorescen¢ni,
Detekce acenaftylen — UV detekce pfi 228 nm (nebo
254 nm), pozn. 2
Doba analyzy 35 min.
Tabulka 2. Casovy pribéh gradientu.
Y . A (%) B (%)
Cas (min) (50% acetonitril) (acetonitril)

0 100 0

3 100 0

11 10 90

12 0 100

18 0 100

20 100 0

26 100 0
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Tabulka 3. Excita¢ni a emisni vinové délky a reten¢ni ¢asy jednotlivych PAH.

PAH Excitaéni Emisni Retencni Cas
Nézev/zkratka vinova délka vinova délka

(nm) (nm) (min.)
Naftalen/NAP 240 326 7,1
Acenaftylen/ANY (pozn. 3) - — 7,8
Acenaften/ANA 240 326 8,9
Fluoren/FLU 240 326 9,2
Fenantren/PHE 246 368 9.8
Antracen/ANT 246 368 10,6
Fluoranten/FLT 286 466 11,1
Pyren/PYR 232 396 11,6
Benzo(a)antracen/BaA 264 384 13,2
Chrysen/CHR 264 384 13,7
Benzo(b)fluoranten/BbF 248 432 14,7
Benzo(k)fluoranten/BkF 254 400 15,4
Benzo(a)pyren/BaP 254 400 16,1
Dibenzo(a,h)antracen/DBA 292 410 17,3
Benzo(g,h,i) perylen/BPE 292 410 18,0
Indeno(1,2,3-c,d)pyren/IPY 230 500 19,1

Kalibrace

Do sady 10ml odmérnych banék se pipetuje (0,2; 0,5; 1,0; 2,0; 5,0) ml pracovniho roztoku

standardu (10), doplni se tetrahydrofuranem (8) po znacku, promicha a vlozi se na n€kolik

min do ultrazvukové lazné. Tyto kalibracni roztoky se dale fedi 20% acetonitrilem (3)

v poméru objemu (1 : 1). Nafedéné standardy se 2 min sonifikuji. Tyto kalibra¢ni roztoky

odpovidaji koncentraci (0,02; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5) pug/ml. Na chromatografickou kolonu

se nastfikuje 20 pl kazdého kalibra¢niho standardniho roztoku ve dvou opakovanich.

Z prumérnych hodnot odpovidajicich ploch piki se sestroji kalibraéni kiivka.
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Poznamky

2. Acenaftylen (ANY) lze méFit také pri vinové délce 254 nm (doporuceno v metode
US EPA 610).

3. Acenaftylen (ANY) nevykazuje fluorescenci, a proto se stanovuje pomoci UV detekce.
Ostatni podminky stanoveni jsou stejné.

4. Pri prekroceni rozsahu kalibracni krivky nékterou ze stanovovamych latek se analyza
opakuje s nizsi navazkou vzorku nebo se extrakt pred mérenim naredi.

6. Vypocet

Obsah jednotlivych PAH se vypocita podle vztahu

X =2 x 1000 x (¢ x V x EV)/(m x AP)

X obsah PAH (ug/kg),

c koncentrace dan¢ho PAH odectend z kalibracni kiivky (ng/ml),

A% objem extrakéniho Cinidla (ml),

EV objem elu¢niho ¢inidla (ml),

AP alikvotni podil odpipetovany z extraktu (ml),

m hmotnost zkuSebniho vzorku (g),

2 koeficient fedéni.
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