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1. Uvod

1.1.Pfedmét a vymezeni ptlisobnosti

Stanoveni polycyklickych aromatickych uhlovodikii v pidach volnych hracich ploch . Tyto
analyty se bézné stanovuji:

A: HPLC metodou s fluorescenénim a DA detektorem / HPLC-FLU+DAD/

B: metodou plynové chromatografie s hmotnostnim detektorem / GC-MS/.

Jedna se o tyto analyty dle U.S. EPA s pfisluSnymi detekénimi limity:

A: HPLC B: GC - MS
naftalen 50png/kg 40 pg/kg
acenaften 100pg/kg 40 png/kg
acenaftylen 50ug/kg 40 pg/kg
fluoren S50ug/kg 40 pg/kg
fenantren 10 ng/kg 40 pg/kg
antracen 5 ng/kg 40 ng/kg
fluoranten 5 ng/kg 40 pg/kg
pyren 5 ng/kg 40 pg/kg
benzo/a/antracen 5 ng/kg 40 pg/kg
chrysen 5 ng/kg 40 ng/kg
benzo/k/fluoranten 5 ng/kg 40 pg/kg
benzo/b/fluoranten 5 ng/kg 40 png/kg
benzo/a/pyren 1 ng/kg 40 pg/kg
dibenzo/a,h/antracen 10 pg/kg 40 pg/kg
benzo/g,h,i/perylen 5 ng/kg 40 pg/kg
indeno(1,2,3-cd)pyren 10 pg/kg 40 pg/kg
Ptesnost metody : 20 % 20 %

1.2. Princip

Analyty jsou extrahovany ze zeminy do organického rozpoustédla a po zakoncentrovani jsou
stanoveny citlivou analytickou metodou.
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1.3. Bezpecnost

Pii praci s ptistrojem se postupuje dle manuélu. Benzo/a/pyren a mnoho dalSich PAU jsou
zafazeny do seznamu karcinogennich latek. Pfi manipulaci se standardy a extrakty je nutno
dodrzovat zisady pro bezpe¢nou praci v laboratoti dle CSN 01 8003 a dbét zvysenou
pozornost s ohledem na charakter téchto latek.

2. Chemikalie a spotiebni material

2.1. Zakladni chemikalie

metanol , gradient grade Merck
n-hexan , extra pure Merck
aceton , extra pure Merck
dichlormetan, extra pure Merck

2.2. Roztoky
A: HPLC

1.standard I / Polynuclear Aromatic Hydrocarbons Mixture 610-M
Cat.No.4-8743 SUPELCO /

standard II. /standard I fedény 1:100 metanolem /

standard III / standard I fedény 1:1000 metanolem /

2.standard I S /Polynuclear Aromatic Hydrocarbons Mixture 610-M
Cat.No. 4S-8743 SUPELCO /

standard II S /standard I S fedény 1:100 metanolem /

standard III S /standard I S fedény 1:1000 metanolem /

B: GC-MS

1. Roztoky standardu

1.1. Zésobni roztok standarda

10007 (Absolute standards, USA), koncentrace uhlovodikd 2 mg/ml, tj. 2000 ng/ul, rozpustény
v dichlormethanu

1.2. Primérni roztok standarda
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200x ziedény zasobni roztok standardi 10007 do dichlormethanu, vysledna koncentrace
primarniho roztoku PAH 10 pg/ml, tj. 10 ng/pl.

2. Roztoky surogatii

2.1. Zasobni roztok surogatii

8500-6051 (Hewlett-Packard, USA), 4,0 mg/ml, tj. 4000 ng/ul,v dichlormethanu.

2.2. Primarni roztok surogatt

200 x fedény zasobni roztok surogati 8500-6051 do dichlormethanu. Vysledna koncentrace
primérniho roztoku je 20 pg/ml, tj. 20 ng/ul.

3. Kalibra¢ni roztoky

Do hnédé 1,8 ml vialky se k 1 ml n-hexanu ptida 1, 5, 10 al6 pl primarniho roztoku standardt
(1.2.) a 8 pl primérniho roztoku surogatti (2.2). V 1 ml takto piipravenych kalibra¢nich
roztocich je 10, 50, 100 a 160 ng PAH a 160 ng surogati. Pti zpracovani 2g vzorku podle bodu
4.B odpovidaji kalibra¢ni roztoky koncentraci 0,10; 0,50; 100 a 160 pg/kg.

4. Roztoky kontrolniho vzorku (déle jen QC checku)

4.1. Zéasobni roztok QC checku

M-525-1-5X, (Accu standards, USA), 0,5 mg/ml, tj. 500 ng/ul, v acetonu.

4.2. Primarni roztok QC checku

50 x fedény zasobni roztok QC checku do acetonu. Vysledna koncentrace primarniho roztoku
je 10 pg/ml, tj. 10 ng/pl.

5. QC check

Do hnédé 1,8 ml vialky se k 1 ml n-hexanu ptida 8 ul primarniho roztoku QC checku (4.2.)a 8
pl primérniho roztoku surogatt (2.2.). V 1 ml takto pfipravené¢ho QC checku je 80 ng PAU a
160 ng surogatu.

Standardy jsou uchovéavany v ampulich , pouze po omezenou dobu v zapeceténych
zabrusovych zkumavkach. Jsou skladovany v temnu v mraznicce .

2.3 Referenéni material

Certifikovany referen¢ni material - €.7005 - Cesky metrologicky institut
Certifikovany referencni material 524 - BCR



Odborna skupina hygieny pidy a odpadii , SZU Praha

Metodicky postup pro stanoveni PAU
v pudach volnych hracich ploch
metodou HPLC a GC

Pocet listh : 12

Strana : 4

Datum: 11. 9. 2000

Platnost od: 11.9.2000

Zpracovala: RNDr. Balasova
Ing. Viacil

Schvalil: ~ Ing. Lepsi

3. Pristroje a pomocna zarizeni

3.1. Pouzité pristroje a zaFrizeni

A: HPLC

HPLC chromatograficky system HP 1100 s fluorescen¢nim a DA detektory
HPLC chromatograficky systém: HP 1050 s fluorescen¢nim detektorem 1046A
Analyticka kolona Li Chrospher PAH 250-3 (Merck), ev. ekvivalent

B: GC-MS

Plynovy chromatograf HP 6890 series s hmotnostnim detektorem HP 5973 MSD, Hewlett

Packard, USA

Chromatografické kolona PTE-5 5% Phenyl Methyl Siloxane (30m x 0.25mm L.D., film

0.25um), Supelco, USA, ev. ekvivalent

3.2. Ostatni vybaveni

Rotacni vakuova odparka
Ultrazvukova lazen

IKA extraktor —extrakce v kombinaci s podtlakovou filtraci

Analytické vahy

Extrakéni mikrovinny ptistroj MICRODIGEST 3.6. (PROLABO, FRA)

4. Postup

Navaz 1-5 g analytického vzorku (dle Metodiky odbéru ptidniho vzorku -navodu zpracovani
vzorkil pro analytické tcely) a proved’ extrakci vzorku smési dichlormethan : aceton (1 : 1)

dle nésledujiciho schématu:
A: HPLC

vzorek 1-5 g
!
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extrakce v IKA extraktoru
(20 ml smési, 3 extrakéni cykly)
!

vysuSeni extraktu pies bezvody Na,SO4

!
po ptidavku 0,5 ml 20% propandiolu v isopropanolu
zakoncentrovani na RVO na objem 1 ml metanolem

!

HPLC analyza (po event. nafedéni)

B: GC-MS

vzorek 1-5 g
)
ptidavek 160 pl primarniho roztoku surogatt (2.2.),
30 ml smési (H:A) vloZeni magnetického michadélka
!
extrakce v mikrovlnném extraktoru MICRODIGEST 3.6.
(vykon 80 %, ¢as 60 min)
!
pridavek 20 ml vody s obsahem analytl < 4 ng/l, protfepani
(odstranéni polarnich interferenci)
!
odd¢leni vrchni organické faze a jeji
vysuseni pies bezvody Na,SO4
!
GC-MS analyza alikvotniho podilu extraktu
(po event. nafedéni)

4.1. Sbér, doprava , predani vzorki

Vzorky jsou odebirdny, homogenizovany a piredavany do laboratoie dle Metodiky odbéru
vzorku piidy volnych hracich plochu. Z dodanych vzorki je pfipravovan analyticky vzorek dle
postupu Zpracovani vzorkl pro analytické ucely.

4.2. Uchovavani vzorku
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Dodané vzorky jsou zaevidovany na piijmu vzorkl , transportovany do laboratote, kde jsou
zpracovany, poptipad¢ uchovavany dobie uzaviené v lednici. Vzorky jsou zpracovavany
nejpozdéji do mésice po dodani vzorkii do laboratofe .

4.3. Uvedeni mériciho pristroje do chodu

A: HPLC
Po zapnuti méticiho systému si pfistroj provadi autotesty. V ptipad¢€ pozitivnich testl je
navolena analytickd metoda pro stanoveni PAU, je uloZena ve sloZce Metody.

Zakladni parametry metody:

1. Autosampler:

nastaveni injektované¢ho objemu: 0,1-20 pl

dalsi standardni nastaveni (nastaveni jehly, doba injektdze) viz manual pfistroje
2. Vysokotlaka pumpa

sloZzeni mobilni faze: A - 40% metanol, B - 100 % metanol

tlakovy limit: 400 barr:
stop time: 40-50 minut
post time: 5 minut

Gradiendovy program je uveden v nasledujici tabulce.

¢as (min) sloZeni mobilni faze

0 0,45 ml/min

0 75% B

5 75 % B
14 82 % B
13 0.5 ml/min
17 100 % B
22 0.6 ml/min
22 100 % B
29 0.6 ml/min
35 0.7 ml/min
40 100 % B
40 0.7 ml/min
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3. Nastaveni detektoru:

Zmeéna excitacni a emisni vinové délky v zéavislosti na Case se nastavuje podle standardu na
pocatku analyzy tak, aby naftalen, acenaften a fluoren se méfil pii 218/334 nm, fenantren pii
250/380 nm, antracen, fluoranten a pyren pii 237/440nm benzo/a/antracen, chrysen pfi
277/376nm,benzoo/b/fluoranten,benzo/k/fluoranten,benzo/a/pyren,dibenzo/a,h/antracen,
benzo/g,h,i/perylen pii 290/420 nm a indeno/1, 2, 3- cd/pyren pti 247 / 504 nm.

Acenaftylen se méfi DA detektorem pii 228 nm.

Dalsi standardni nastaveni dle manudlu pfistroje

Vyhodnoceni analyzy se provadi ptislusSnym softwarem HP ChemStation.

B: GC-MC
Kalibrace hmotnostniho detektoru HP 5973 MSD

Po naladéni detektoru a porovnani parametri ladéni / viz. manudl pfistroje / je pomoci
software HP ChemStation navolena metoda pro analyzu PAH.

Zakladni chromatografické podminky

Injektovany objem: 1 pl

Typ nastiiku: EPC Split-Splitless - pulzni
Nosny plyn: He

Prutok: 0,9 ml/min

Teplotni program:

Oven °C/min Next °C Hold Run Time
Ramp min
Initial 50 1.7 1.7
Ramp 1 10 300 10.0 36.7
Ramp 2 0
Zakladni detekcéni podminky
Detekce v SIM modu s nasledujicimi parametry

Group ID Time Resolution m/z Dwell Per Ion
Group 1 9.0 Low 128 100
Group 2 12.4 Low 152, 53, 64 100
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Group 3 15.6 Low 166 100
Group 4 17.6 Low 178, 188 100
Group 5 20.5 Low 202 100
Group 6 23.8 Low 228, 240 100
Group 7 26.0 Low 252,253 100
Group 8 29.8 Low 276,278 100

Analyza dat

Kvantifikace dle nésledujicich parametrii

Compound Tgt Q1 Rel. Resp.
Naftalen TIC
Acenaftalen 152
Acenaftalen-d10 164
Acenaften 153
Fluoren TIC
Fenanthren-d10 188
Fenanthren 178
Anthracen 178
Fluoranthen TIC
Pyren TIC
Chrysen 228
Chrysen-d12 240
Benzo(a)anthracen 228 240
Benzo(b)fluoranthen 252 253 22.1
Benzo(k)fluoranthen 252 253 20.6
Benzo(a)pyren 252 253 18.4
Indeno(1,2,3-c,d)pyren 276
Dibenzo(a,h)anthracen 278 276 38.6
Benzo(g,h,i)perylen 276 278 4.0

4.4. Analytické schéma
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A: HPLC
Na sériii 20 vzorki ptislusi:
1. Spikovany reagencni blank standardem I11
Spikovany reagencni blank standardem I11 S
Iml standardu IIT nebo III S je napipetovan k extrakéni smési a zpracovan stejnym
postupem jako vzorek.
2. Reagencni blank
Je provedena extrakce a zpracovani stejnym postupem jako u vzorku.
3. Standard smésny PAU I11
4. Referencni material
0,1-1g praskového referencniho materialu je zpracovan stejnym postupem jako vzorek.

B: GC-MS

1.Analyza pristrojového blanku

Ptistrojovy blank se ziska nastfikem Cistého rozpoustédla (n-hexan).

2.Analyza kalibracnich roztokit

Pomoci linearni regrese se urci kalibracni funkce a sestroji kalibra¢ni kiivky pro jednotlivé
analyty.

3.Analyza kontrolniho vzorku (QC checku)

4.Analyza laboratorniho blanku

Je provedena extrakce a zpracovani stejnym postupem jako u vzorku.

5.Prabéina kontrola kvality

Provadi se analyza ovétovaciho standardu 100 ng/ml hexanu

5.Analyzu vzorku

6.Pribéina kontrola kvality

Provadi se analyza ovétovaciho standardu 100 ng/ml hexanu po kazdych 10-ti vzorcich.

4.5. Kalibrace

Je provadéna vicestupiiova kalibrace.V kazdé serii 20 a méné vzorki je provadéna prabézna
kontrola kvality ovéfovacim standardem. V piipad¢ zasadni zmény v systému je kalibrace
ovéfena.

4.6. Interference

Mohou byt zplsobeny kontaminovanymi rozpoustédly, chemikéliemi a sklem. Proto se
vénuje velka pozornost Cistoté chemikalii, rozpoustédel a skla. Cisténi skla: Umyté sklo se
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ponoii na 6 - 12 hodin do kys. chromsirové, potom se dikladn¢ vyplachne vodou,

destilovanou vodou a nakonec metanolem. Susi se pii teploté 1509C. Sklo se uchovava

v uzavienych vitrinach, aby se zabranilo jeho znecisténi.

Teplo, ozon, oxid dusicity a ultrafialové zafeni zptisobuji degradaci PAU, proto je nutno
tyto vlivy pfi zpracovani vzorkll vylouit.

Ve vzorku mohou byt pfitomny org. latky, které se extrahuji spolu s PAU a mohou vykazovat
pozad’'ovou fluorescenci.

Vypocet
A: HPLC

Vzorky jsou vyhodnocovéany dle jednobodové kalibrace ptislusné kazdé serii vzorki Vypocty
jsou provadény podle vzorce:

x=/Py-Pp/z.k.n-1.51.100

X.....koncentrace PAU /ng.g-1/
Py, ....plocha piku vzorku

Pp....plocha reagen¢niho blanku
Z.......zfedéni

k......kalibragni faktor /ng.plocha-1/
n......navazka vzorku /g/
S......susina /%/

V ptipad¢ dosazeni vytéznosti extrakéniho postupu mensi jak 80 % je provadéna korekce na
vytéznost pouzitim hodnot spikovanych reagencnich blankii.

B: GC-MS

Vypocet koncentrace analytli a surogatu je provadén pomoci piimého srovnani odezev analyti

a surogati v kalibra¢nich smésich a odezev analytl a surogatii v readlnych vzorcich. Vysledek
je korigovan na suSinu.
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Vliv matrice vzorku je sledovan pomoci roztoku surogatu. Ke kazdému vzorku je ptidano 160
ul zékladniho roztoku surogéatu. Odezva zna¢eného surogatu je srovndna s odezvou surogatu v
kalibra¢nim roztoku. Tu pak pouzijeme pro vypocet navratnosti (recovery) daného vzorku.

Vyjadiovani vysledkii

Vysledky se vyjadfuji na 2 platné Cislice s nejistotou stanoveni.

Chromatogramy vzorkd, standardii, spikovanych reagen¢nich blenkd, referen¢niho materialu,
reagencniho blenku s pfislusnou kalibraci , vystupem z PC a vypoctem jsou archivovany v

sequencnich zdznamech.

6. Kontrola kvality

6.1.Vnitini kontrola

Systém vnitini kontroly laboratofe zahrnuje pravidelné sledovani a vyhodnocovani ptesnosti a

spravnosti dat.

6.1.1.Kontrola presnosti analyzy

- ze dvou paralelnich stanoveni ( spikovany reag. blank nebo vzorek)

- vypocitat rozpéti R

- vypocitat relativni smérodatnou odchylku za podminek opakovatelnosti

s =kn.R pron=2
s =0,8862 .R

- vypocitat relativni smérodatnou odchylku RSD (%)

100 . 0,8862
RSD = X

X - prumér hodnot paralelnich stanoveni

aritmeticky pramér RSD
vysledki (mg/kg, mg/l) %
0,010 20-50
0,010 -0,100 20
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TABULKA: Doporuc¢ené hodnoty ret. smér. odchylky priimért RSD dle EEC
( Hajslova: Projekt - Monitoring potravnich fetézct, 1992 )

Opakované piekroc¢eni hodnot RSD o vice jak 50% signalizuje, Ze metoda neni pod
statistickou kontrolou a je potieba odstranit zdroj nepfesnosti.

Rovnéz pokud vytéznost opakované klesne pod 60%, je potieba ovérit postup extrakce a
zpracovani vzorkl.

6.1.2.Kontrola spravnosti analyzy

Pouzitim: a/ standardi z riznych zdroji
b/ certifikovaného referen¢niho materialu
Vysledky analyz standarda se zpracovavaji do regulacnich diagram .
Utasti na tuzemskych i zahrani¢nich mezilaboratornich porovnavacich zkougkach.



