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ABSTRAKT

Benzen je vysoce toxicka slou¢enina, ktera ma karcinogenni i mutagenni uc¢inky. Dusledkem
téchto ucinkd je vyrazné omezeni jeho pouzivani a odrazi je i nizké hygienické limity
v pracovnim i Zivotnim prostfedi.

Cilem diplomové prace je zmapovani zdroji mozné expozice benzenu a posouzeni
spravnosti klasifikace palivovych benzind, technickych benzin( a fedidel.

Stanoveni benzenu bylo provedeno metodou plynové chromatografie, po separaci na
kapilarnich  kolonach, s plamenové - ionizacnim detektorem (GC/FID) a metodou
vysokoucinné kapalinové chromatografie s UV detektorem diodového pole (HPLC/DAD).
Okrajové se prace zamérfuje také na stanoveni toluenu (v ¢ervnu 2007 vstoupila v platnost
vyhlaska ¢. 284/2006 Sb., ktera zakazuje, aby byly malospotiebitelim prodavany pfipravky,
které obsahuji vice nez 0,1 hm. % toluenu). Toluen byl stanoven stejnymi metodami jako
benzen.

ABSTRACT

Benzene is very toxic compound, which has carcinogenic and mutagenic effects. Result
of these effects is significant reduction of its use and are also reflected by low hygienic limits
in occupational environment and environment.

The aim of this diploma thesis is to map out possible exposure to benzene and checking
of clasification correctness of motor gasoline, benzines and thinners.

Determination of benzene was carried out by gas chromatography, after separation
on capillary columns, with flame ionisation detector (GC/FID) and high performance liquid
chromatography with diode array detector (HPLC/DAD).

Marginally, the diploma thesis is focused on determination of toluene (in June 2007 the
ordinance no. 284/2006 SB. became effective, which forbid to sell products that contain more
than 0,1 % of toluene to small-consumers). Toluene was determined using same methods
as benzene.

KLICOVA SLOVA

benzen, toluen, palivovy benzin, technicky benzin, Fedidlo, plynova chromatografie,
kapalinova chromatografie

KEYWORDS

benzene, toluene, motor gasoline, benzine, thinner, gas chromatography, liquid
chromatography



BILKOVA, K. Benzen v benzinech z hlediska ochrany zdravi. Brno: Vysoké uéeni technické v
Brné, Fakulta chemicka, 2008. 71 s. Vedouci diplomové prace Ing. Vladimir Stransky, CSc..

PROHLASENI

Prohladuiji, Ze jsem diplomovou praci vypracovala samostatné a Ze v8echny pouzité literarni
zdroje jsem spravné a uplné citovala. Diplomova prace je z hlediska obsahu majetkem
Fakulty chemické VUT v Brné a muze byt vyuzita ke komerénim ucelim jen se souhlasem
vedouciho magisterské prace a dékana FCH VUT.

podpis studenta



OBSAH

0 RPN 7
2. TEORETICKA CAST ....ocueiccerererecsee s seessssesssssssesessss e sssss s ssssee s sssasensassneneass 8
N = = o 4 o 8
2.1.1 Identifikace, fyzikalni a chemické vlastnosti benzenu ...........c...cccoooiiiiiiiiiii e, 8
2.1.2 ZAroje DENZENU......ccoiiiiiiiiiiieeeee 9
2.1.2.1 PRrodni ZATOJ& ....cooiiiiiieieeeeee e 9
2.1.2.2 AntropOgENNT ZATOJE ... .ottt e e e e e e e 9
p I B o TU 4 | (=T 0 = o 1 SR 9
2.1.4 EXPOZICE DENZENU ..o e e e e e e e e e e e e e aeeeneees 9
2.1.5 Kinetika a metabolisSmus DeNZenuU ... 10
g R T Y o 1= T = 10
2. 1.5 2 DISIIDUCE ... e 10
2.1.5.3 MetaboliSMUS ......coooiiiiiiiieeeee e 10
2154 VYIUCOVANT ...ccoiiiiiiiiii 12
2.1.6 UGinky beNZenu Na OrganiSMUS..............ceeueueeueueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees e ee e en e eeeae e 12
2.1.6.1 Efekty vyvolané Kratkodobou €XPOZICi .......civeeeiiiiiiiiiiiiie e 12
2.1.6.2 Efekty vyvolané dlouhodobou eXPOzZiCi ...........cceeiiiiiiiiiiiiiiiiie e 13
2.7 LegislatiVa ......ccoooiiiiiiii 13
2.2 TOUBN e 14
2.2.1 Identifikace, fyzikalni a chemické vlastnosti toluenu .............ccccoevvviiiiiiiiiiiiiiiiie, 14
2.2.2 Zdroje tOIUBNU .....cooiiiiiiiiiiiiieeee 15
2.2.3 POUZIti tOIUBNU......coeiiiiieeeeeeeeeeeeee e 15
P 3 = o Yo YA o= 30 (o] L1 =T o 11 1 16
2.2.5 Kinetika a metabolismus tOIUENU ..........ooouiiiiiiii e 16
D Tt I 01T o TP 16
2.2.5.2 DISIDUCE ... e e 16
P T BV 1= = o e 1= o 11 £ 16
2. 2.5 4 VYIUCOVAN ...ttt e e et e e e e e e et e e e 17
2.2.6 UGInKy tolUENU N@ OFGANISIMUS .......c.e.veveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteaeeeeeeeeseeees e s eeeeneeeaneeeanne 17
2.2.6.1 Efekty vyvolané Kratkodobou €XPOZICi ...........eeeeiieiiiiiiiiiiiiiiie e 17
2.2.6.2 Efekty vyvolané dlouhodobou €XPOZICi .......iveeeiiiiiiiiiiiii e 18
2.2.7 LegislatiVa ........coooiiiiiiii 18
2.3 Analytické metody stanoveni benzenu v benzinech...............cccoo 19
2.3.1 Plynova chromatografie (GC) ........cooeiiiiiiiiie et 19
2.3.1.1 SeparaCni SYSIEIM .......cooiiii it 20
2.3 1.2 DEteKIONY ..o 21
2.3 1.3 FIOW tECNNIKY ...ceeite et 21
2.3.1.4 Metody stanoveni benzenu — UZiti GC/FID ..o 22
2.3.1.5 Metody stanoveni benzenu — uZiti GC/MS ... 23
2.3.2 Kapalinova chromatografie (LC) ..........ooviiiiiiiiieeieeee et 24
2.3.2.1 Metody stanoveni benzenu — uZiti HPLC/DAD...........ccuuueiiiiiieiiiiiieeeee e 26
3. EXPERIMENTALNI CAST ....ouiieurereccereseesessesesssseseessssesesssssesssssesesssssesssssessassneneas 28
3.1 Pouzivané pfistroje,zafizeni a software...........cccoveiiiiiiiic e, 28
3.1.1 Plynovy Chromatograf........oooiieeiiiiiiiie e 28
3.1.2 Kapalinovy chromatograf...............eooiiiiiiiiiie e 28
3.8 SOfWANE ... 29



3.2 Chemikalie @ standardy .............coooooiiiiiiii e 30

3.3 ANAIYZOVANE VZOTKY......ooiiiiiiii e et e e et e e e e e e e e ettt e e e e e e e eeensaaas 30
3.3.1 AUtOmMODIIOVE DENZINY ... 30
3.3.2 ,Ostatni“ benziny a dalSi fedidla, rozpoustédla a CistiCe ...........ccccceeiiiiiiiiiiiiiiieee, 30

K =Yoo )Y a1 0T 1S (U] o) V2P 31
3.4.2 UPFAVa VZOTKU ...ttt ettt e et e e e aneae e ene e aneare e 31
3.4.3 Priprava kalibra€nich roztoKuU ..., 31
3.4.4 POAMINKY @NAIYZY ...ovveniiieeeieeeeee e 32
3.4.4.1 Plynova chromatografi© ..............ooeiiiiiiiiiiiieieie e 32
3.4.4.2 Kapalinova chromatografie ..o 32
3.4.5 Identifikace a kvantifikace benzenu atoluenu..............cooo 32

4. VYSLEDKY A DISKUZE..........coeeseeeereeteeesssessssessssesssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssaes 33

4.1 Volba chromatografickych podminek ............cooiiiiiiiiiiiiiiei e 33
4.1.1 Plynova chromatografie ...........uuoiiiiiiiieee et 33
4.1.2 Kapalinova chromatografie ..............eeoiiiiiiii e 34
4.1.2.1 VYDEr MObIINi TAZE......co o e 34
4.1.2.2 Vyb&r vhodneé VINOVE dEIKY ........ccoeeiiiieiiiie e 37

4.2 Analyza Kalibra€nich roztokU ..............eeeiiiioiii e 39
4.2.1 Kalibra€ni KFIVKY ........iiiieieeeeee ettt e e e 39
4.2.2 OpakovatelNOSt..........coovviiiiiiiiee e 43
4.2.3 Mez detekce a mez stanovitelNOSti...........eeiii i 44

4.3 Analyza realnyCh VZOrKU.............oooiiiiiiiieieeeeeeeeeeee e 45
4.3.1 Automobilové (palivOVE) DENZINY ........oooeiiiiiii i 46
4.3.2 ,0statni“ DENZINY ..cccoeieeeeeeeeeee 52
4.3.3 DalSi fedidla, rozpoustédla a CistiCe...........uceiiiiiiiiiiicce e 60

4\ = TV 64

6. SEZNAM POUZITYCH ZDROUJU .......ooeururerienrertreasssesesssssesesssssesssssesesssssesasssssesssseseas 65

7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A LITERATURY......ccoemetrcrerereescrese e e s ssssesessesnans 68

8. SEZNAM PRILOH......coiurecurerereanerenesssesssssesssese s ssesasssessssssesssssessassssassssssassssssasssssasens 69

9. PRILOHY ....ouiuuieuserecucestse st st st s st annenas 70



1. UVOD

Benzen je vysoce nebezpeénou, toxickou slouceninou, kterd ma prokazané karcinogenni
a mutagenni u¢inky. Tyto jeho zavazné negativni vlastnosti maji za nasledek vyrazné
omezeni jeho pouzivani a také velmi nizké hygienické limity v pracovnim i zivotnim prostfedi.
Diplomova prace je zaméfena na zmapovani mozné expozice benzenu a to jak
v profesionalnim, tak v bézném Zzivoté (v domacnosti, pfi pouzivani automobilll). Toto bude
provedeno pomoci analyzy odebranych vzorkd automobilovych benzind i ,ostatnich“ benzin(
(Fedidla, Cistici prostfedky).

Podnétem pro tuto praci byl ¢lanek Potencial uses of petrochemical products can result
in significant benzene exposures : MSDSs must list benzene as an ingredient.” Clanek
poukazuje na to, ze bezpelCnostni listy jen zfidka obsahuji udaj o mnozstvi benzenu
v rozpoustédlech, zfidka je uvedeno, zda pfipravek obsahuje vice nebo méné nez
0,1 hm. % benzenu, coz ma vliv na oznaceni pfipravku a také na vysSi rizika, kterému jsou
vystaveni uzivatelé pripravku. Obsah benzenu pfitom mize byt az o dva fady vySsi nez je
stanovena hladina, coz autor ¢lanku ukazuje na pfikladech rGznych rozpoustédel. Duvodu
chybéjicich nebo Spatnych informaci mize byt nékolik, napfiklad Spatné vedené informace
o pfipravcich s obsahem benzenu, Uumysiné zkreslovani informaci vyrobcem z dvodu
finan¢nich nakladl spojenych s eliminaci benzenu z vyrobku nebo to, kdyz se dovozci
a distributofi spoléhaji na informace vyrobcU, ktefi Casto uvadéji jen obecny nazev jako
solventni nafta nebo benzinova frakce a neuvadéji presné slozeni pfipravku a obsah
benzenu v ném.

Ziskana data o koncentraci benzenu ve vzorcich budou pouzita k posouzeni mozné expozice
benzenu a také k posouzeni spravnosti klasifikace benzinu a technickych rozpoustédel.
Okrajové se také zaméfim na stanoveni toluenu, které nebylo pfimo tématem diplomové
prace, ale béhem jejiho zpracovani (Cerven 2007) vstoupila v platnost novela vyhlasky
&. 221/2004 Sb., jiz je vyhlagka &. 284/2006 Sb.?, ve které je uvedeno, Ze pripravky, které
obsahuji vice nez 0,1 hm. % toluenu se nesmi uvadét na trh pro prodej spotfebitelim.
Toluen bude stanovovan soucasné s benzenem a nasledné bude také vyhodnocena mozna
expozice toluenu.



2. TEORETICKA CAST

2.1Benzen
H

H H

H H
H

2.1.1 Identifikace, fyzikalni a chemické vlastnosti benzenu

Celosvétové je pro benzen vyhrazeno &islo CAS*: 71-43-2. V Evropské unii ma kromé toho
Cislo ES 200-753-7 a protoze je i zavazné klasifikovanou nebezpefnou latkou i indexové
Cislo 601-020-00-8.

Benzen (také nazyvany benzol - pFfedevSim v némecky mluvicich zemich, anulen,
pyrobenzol atd.) je bezbarva kapalina s charakteristickym nasladlym zapachem, ve vodé
malo rozpustna, tékava a vysoce hoflava. Vyskytuje se (ve velmi malém mnozstvi)
i v ovzdusi, vodé i padé.®

Tabulka 1: Fyzikalni a chemické viastnosti benzenu 3

Relativni molekulova hmotnost 78,11
Bod vzplanuti -11,1°C
Teplota tani -55°C
Teplota varu 80,1 °C
Hustota 0,878 g/cm®
Relativni hustota par (vzduch = 1) 2,7
Tlak par (26 °C) 13,3 kPa
Rozpustnost:
Ve vodé 1800 mg/l (pfi teploté 25 °C)
V nepolarnich rozpoustédlech Misitelny s vétSinou
Dolni mez identifikace ¢ichem 48-15,0 mg/m3
Dolni mez identifikace chuti (ve vodé) 0,5 — 4,5 mg/m®

Nebezpecnost benzenu je mozné charakterizovat jeho zavaznou klasifikaci, podle které je
vysoce hoflavy s vétou R11, je karcinogenem 1. kategorie s vétou R45, je mutagenem
2. kategorie s vétou R46, je toxicky s vétou R48/23/24/25, je zdravi Skodlivy s vétou R65 a je
drazdivy s vétou R36/38.

‘Cislo CAS (Chemical Abstract Service) — jednoznany numericky identifikator pouzivany pro
chemické latky, polymery, slou€eniny, slitiny a biologické sekvence, bylo zavedeno redakci ¢asopisu
Chemical abstract



2.1.2 Zdroje benzenu

Zdrojem benzenu jsou pfirodni procesy a antropogenni ¢innost (majoritni zdroj emisi
benzenu).

2.1.2.1 Prirodni zdroje

Pfirodnim zdrojem benzenu je vulkanicka Cinnost a lesni pozary. Je také soucasti ropy
(1-4 %) a mazeme ho nalézt v morské vodé (0,8 ug/l) v blizkosti pfirodnich ulozist ropy
a zemniho plynu.

2.1.2.2 Antropogenni zdroje

NejvyznamnéjSim antropogennim zdrojem benzenu jsou vyfukové plyny z automobilové
dopravy a operace spojené s dopliiovanim paliva v automobilech. Daldi vyznamné uniky
pochazeji z chemického primyslu, rafinérii ropy a plynu a také ze spalovani paliv (uhli,
oleje). Uvolfiuje se pfi procesech v koksarenskych pecich, t&zbé a zpracovani nezeleznych
rud, zpracovani dreva, t&Zb& uhli a vyrobé textilu.* Benzen se také do prostfedi dostava
z primyslovych odpadnich vod a pfi havariich. Koncentraci benzenu v ovzdusi zvySuje takeé
cigaretovy kour.

2.1.3 Pouziti benzenu

Samotny benzen jako finalni produkt se dnes prakticky nevyuziva, uplatfiuje se vSak jako
vychozi surovina pro vyrobu velkého mnozstvi chemickych latek (anilin, nitrobenzen,
nitrotoluen apod. a nasledné zejména pro barviva, detergenty, synteticka vlakna a tkaniny,
pryskyfice, plasty, vybusniny, I&Civa, insekticidy, a nékteré typy pryze). Dfive se ve velké
mife pouzival také jako rozpoustédlo pro tuky, vosky, pryskyfice, inkousty, natérové hmoty,
lepidla, plasty a pryz. Dale slouZil jako odmastovaci prostfedek, vyuZival se v tiskafstvi
a litografii, v obuvnickém primyslu a pfi vyrobé& pneumatik. Dnes je jeho pouZziti prakticky ve
vSech téchto odvétvich resp. pfi té&chto &innostech v EU i v CR zakazano; a jeho obsah
v dalSich produktech je pfisné omezen. Limitni povolena koncentrace benzenu
v rozpoustédlech (technickych benzinech) je v CR 0,1 hm. % a v automobilovych benzinech
1 hm. %.

2.1.4 Expozice benzenu

Vzhledem kfaktu, Ze je benzen v zZivotnim prostfedi vSudypfitomny, plsobi v malém
mnozstvi na kazdého z nas.

Hlavnim zdrojem expozice benzenu v celé populaci je vdechovani kontaminovaného
vzduchu. Vzduch mulze byt kontaminovan cigaretovym koufem (u kufaklu se expozice
pohybuje kolem 1800 ug/den na rozdil od nekufak(i s 50 pg/den)’, emisemi z &erpacich
stanic (béhem tankovani pohonnych hmot dosahuji koncentrace benzenu kratkodobé
az 10 mg/m?), vyfukovymi plyny z automobilové dopravy, primyslovymi emisemi ale také
vypary z produktl, které benzen obsahuji, jako jsou lepidla, barvy, primyslové vosky,
detergenty a dalsi latky, i kdyz, jak je vy8e uvedeno, v sou¢asné dobé jen ve velmi malém



mnozstvi (do 0,1 %). Vy38Si hladina benzenu vovzduSi je také v blizkosti skladek
nebezpecnych odpadu.

K expozici benzenu mlze dojit také prostfednictvim potravy nebo vody, ale tyto zdroje jsou
ve srovnani se vzduchem zanedbatelné.

Obyvatelé zZijici v pramyslovych oblastech a vétSich méstech s vysokou hustotou
automobilové dopravy jsou vystaveni (inhalacni cestou) ucinku vétSiho mnozstvi benzenu
(aZ 349 pg/m®) nez obyvatelé Zijici ve venkovskych oblastech (0,2 pg/m?®).

K vyznamné profesionalni expozici benzenu mize dochazet také v pracovnim prostfedi
béhem produkce, skladovani nebo pouzivani vyrobku, které benzen obsahuji. Tato expozice
se ovSem tyka jen velmi omezené ¢asti populace — zaméstnancu v téchto odvétvich.

2.1.5 Kinetika a metabolismus benzenu

2.1.5.1 Absorpce

Je-li organismus vystaven vysoké koncentraci benzenu ve vzduchu, pfiblizné polovina
vdechovaného benzenu prochazi sténami plicnich sklipk(l a vstfebava se do krve.

Studie provadéné na potkanech ukazaly, Zze absorpce benzenu plicemi je nelinearni
v zavislosti na mnozstvi (koncentraci) benzenu, kterému byl Zivogich vystaven. Cim niz&i je
koncentrace, tim vys3i je absorpce. Absorpce je nejvySSi prvnich pét minut a po nasledném
poklesu se ustali na konstantni hodnoté.?

Pfi expozici benzenu obsazenému vjidle nebo piti dochazi ke vstfebani do krve
prostfednictvim gastrointestinalniho traktu. K malému vstfebavani maze také dojit pfi
kontaktu kiize s benzenem nebo produkty, které ho obsahuiji.

2.1.5.2 Distribuce

Benzen je v organismu distribuovan krvi a diky své nizké rozpustnosti ve vodé a vysoké
lipofilité se uklada predevsim v tucich a tukovych tkanich (u mysi, které byly po dobu 6 hodin
vystaveny koncentraci benzenu 1600 mg/m® byla nalezena koncentrace 11,5 mg/kg Vv krvi,
37,7 mg/kg v kostni dfeni a 164 mg/kg v tucich). VétSina znalosti tykajicich se distribuce
benzenu u lidi pochazi z pfipadovych studii” (napt. pfi pitvé ¢lovéka, ktery byl vystaven
pusobeni benzenu bylo nalezeno 20 mg/l benzenu v krvi, 390 mg/kg v mozku, 16 mg/kg
v jatrech a 22 mg/kg v bfisnim tuku).® Benzen mlize prochazet lidskou placentou a byl
nalezen v pupecnikové krvi ve stejném nebo dokonce i vy§§im mnozstvi nez u matky.

2.1.5.3 Metabolismus

maji velmi silné pfedevsim karcinogenni (a téz mutagenni) u€inky. K metabolismu benzenu
dochazi pfedevsim v jatrech a kostni dfeni.

" ptipadova studie — konkrétnich pfipady, které se vyskytly v praxi

10
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Schéma 1: Metabolismus benzenu *° °

V prvnim kroku dochazi k oxidaci, ktera mize probihat dvéma zptisoby.” Prvnim zplisobem
dochazi k hydroxylaci benzenu na fenol. Druhym zplsobem dochazi ke vzniku vyvazeného
komplexu benzen-oxepinu a benzen-oxidu. Z tohoto komplexu vznika opét fenol a také
benzendihydrodiol. Z benzendihydrodiolu vznika dehydrogenaci katechol. Hydroxylaci fenolu
vznika opét katechol a hydrochinon. Z katecholu dale vznika o-benzochinon. DalSimi
reakcemi hydrochinonu vznikaji meziprodukty s kyslikovymi radikalovymi skupinami. Reakce
sméfuji ke vzniku p-benzochinonu . DalSi slou€eninou, ktera vznika z benzen-epoxidu nebo
benzen-dihydrodiolu otevienim aromatického kruhu je ftrans,trans-mukonaldehyd, jehoz
koncoveé skupiny reaguji za vzniku 1,6-dihydroxy-2,4-t,t-hexadienu, kyseliny mukonové nebo
6-hydroxy-2,4-t,t-hexadienové kyseliny. DalSim procesem je konjugace, pfi které vznikaji
konjugaty zejména s kyselinou glukuronovou, sirovou a glutathionem, které se dale
odbouravaji na merkapturové kyseliny.
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V soucasné dobé patfi k hlavnim sledovanym metabolitdm u osob exponovanych benzenu
fenol, kyselina mukonova a kyselina S-fenylmerkapturova v moci. V dlsledku snizovani
limitd pro koncentraci benzenu v ovzduSi dochazi k tomu, Ze fenol diky své pfirozené
pfitomnosti v moci, pfestava byt méfitelnym ukazatelem pro stanoveni expozice benzenu.
Za nejcitlivéjSi biomarker expozice benzenu se poklada kyselina S-fenylmerkapturova, jejiz
limitni hodnota v moci je také obsaZena v dnes platném predpisu pro provadéni biologickych
expoziénich testd (vyhlagka &. 432/2003 Sb.?).

2.1.5.4 Vylucovani

Hlavni cestou vylu€ovani nezmetabolizovaného benzenu je vydechovany vzduch (pfiblizné
30 % absorbovaného benzenu je vydechovano vnezménéné formé?). Hlavni cestou
vylu€ovani metabolitl benzenu je moc.

2.1.6 Uginky benzenu na organismus

2.1.6.1 Efekty vyvolané kratkodobou expozici

Kratkodoba expozice benzenu je obvykle vysledkem nehody a nespravného pouziti benzenu
nebo umysiného vystaveni vétSimu mnozstvi (vétsi koncentraci) benzenu.

Projevy akutni otravy benzenem zavisi na koncentraci a délce expozice (viz.tabulka 2).
Projevuje se v prvni fadé jako narkéza.” Dochazi k Gtlumu centralni nervové soustavy
(CNS), kfe€im a nasledné muze dojit az ke smrti. Doba mezi narkézou, kfeCemi a smrti
u tézké akutni otravy je pomérné kratka. Uginkem benzenu dochazi k uvolfiovani adrenalinu
z kdry nadledvin, coZz mize mit za nasledek fibrilaci srde¢nich komor. Mlze také dochazet
k selhani dychani a nasledné k zaduseni.?

Mirné symptomy projevujici se poruchami CNS po skoneni expozice rychle vymizi a nejsou
dtikazy, které by sv&dgily pro trvalé poskozeni mozku.”

Tabulka 2 : Uéinky benzenu na organismus v zévislosti na ddvce a dobé expozice3

Mnozstvi binzenu Doba expozice Uginek
(mg/m’)
3 . muze zpusobit smrt (srde¢ni
64000 5 - 10 min selhani, atlum CNS)
24000 30 min ohrozeni zivotnich funkci
4800 60 min vazné symptomy
1600 60 min symptomy nemoci
160-480 5h bolest hla\’/y,slabost a
malatnost
80 8 h bez pfiznaku

PFfi poziti dochazi ke ztraté orientace, vravorani, blouznéni a utlumu CNS. Zna¢nym
nebezpeCim v takovém pfipadé je vdechnuti poZitého benzenu, protoze ,zaplavi® plicni
sklipky a vyvola IéCebné tézko zvladnutelné nedostateCné okysliCovani krve a tedy duseni.

12



Vysoka davka, ktera ale nezpusobi smrt muze vyvolat zavraté, poruchy zraku, euforii,
podrazdéni, bledost, zarudlost, dusnost, pocit tize na hrudi (duSeni) bolesti hlavy, vy&erpani,
a ospalost. Bylo také zjisténo (pfi pitvé), Ze po poziti benzenu vznikly defekty sliznice (viedy)
v zazivacim traktu.

Smrtelna davka benzenu pfi poZiti je odhadnuta na 10 ml (8,8 g).? Clovék je k poziti benzenu

uCinek na krvetvorbu (hematotoxicita), u€inek na nervovou soustavu (neurotoxicita) a vznik
nadorl (karcinogenita).

Prvni stadium chronické otravy se projevuje bolestmi hlavy, slabosti a podrazdénosti.
Postupné se objevuji poruchy traveni, hubnuti, krvaceni ze sliznic a také do klze. V dalSim
stadiu benzen poskozuje tvorbu krvinek a to jak Cervenych, tak bilych a také tvorbu krevnich
destiCek. Pokud neni u€inek dostate€né brzo objeven, mize byt poskozena kostni dien do té
miry, ze otrava vede ke smrti, ktera nastava nejCastéji jako dusledek snizeni obranné
schopnosti téla proti infekci.™

Benzen je prokazanym lidsky karcinogenem, ktery kromé& poSkozeni funkce kostni
dfené - ubytku Cervenych a bilych krvinek a krevnich destiek, ma za nasledek zvy3eni poctu
krvinek (hlavné na pocatku chronické otravy) s naslednou zménou normalni krvetvorby na
produkci nadorovych krevnich bunék (leukemie tj ,rakovina krve®). ZvySené riziko vzniku
leukémie bylo zjisténo u obuvniku, pracovnikd chemickych vyrob, pracovnikl v rafinériich na
vyrobu oleji a také pracovnikll dalSich pramyslovych odvétvi (v dobé, kdy se benzen
v téchto odvétvich pouzival).

Dlouhodoba expozice benzenu vyvolava u lidi také neurologické potize jako Casté bolesti
hlavy, poruchy spanku a poruchy paméti.”’

2.1.7 Legislativa

Benzen je podle vyhlasky 232/2004 Sb.”? (kterou se provad&ji néktera ustanoveni zakona
o chemickych latkach a chemickych pfipravcich a o zméné nékterych zakonu, tykajici se
klasifikace, baleni a oznaCovani nebezpecnych chemickych latek a chemickych pfipravku)
klasifikovan jako karcinogen, coz plati i pro pfipravky (vyrobky) které obsahuji vice nez
0,1 hm. % benzenu.

VySe uvedené zavazné negativni UC€inky benzenu jsou divodem pro nizké hygienické
limity - jak pokud jde o koncentrace v ovzdu$i, tak pokud jde o povolené mnozstvi benzenu
v latkach a pfipravcich.

PFipustny expoziéni limit v pracovnim prostfedi (3 mg/m®) upravuje nafizeni vlady
¢.361/2007 Sb.”, kterym se stanovi podminky ochrany zdravi pfi praci. Limit ve
venkovnim ovzdusi (5 pg/m®) upravovalo nafizeni viady 350/2002 Sb. kterym se stanovi
imisni limity a podminky a zpusob sledovani, posuzovani, hodnoceni a fizeni kvality ovzdusi,
v platném znéni. V sou€asné dobé je nahrazeno nafizenim vlady ze dne 12. prosince 2006
&. 597/2006 Sb.™, o sledovani a vyhodnocovani kvality ovzdusi, kde je stanoven klesajici
trend pFipustnych koncentraci pro benzen ve venkovnim ovzdusi : 4 pg/m® v r. 2006; 3 pyg/m®
v r. 2007; 2 ug/m° v r. 2008 a 1 pug/m>v r. 2009.
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Pouzivani benzenu upravuje vyhlaska &.221/2004 Sb.” kterou se stanovi seznamy
nebezpecnych chemickych latek a nebezpecnych chemickych pfipravkd, jejichz uvadéni na
trh je zakazano nebo jejichz uvadéni na trh, do obéhu nebo pouzivani je omezeno, v platném
znéni. Podle této vyhlasky se v latkach nebo pFipravcich, které jsou uvadény na trh nesmi
vyskytovat 0,1 hm. % benzenu a vice. Vyjimkou jsou benziny pouzivané jako motorova
paliva (podle vyhlagky &.229/2004 Sb.” smi obsahovat az 1 hm. % benzenu), odpady a
latky pouzivané v primyslovych vyrobach, pfi kterych nejsou pfekroceny povolené imisni
limity. Jesté pFisnéjsi je vyhlaska v pfipadé détskych hracek, které nesmi obsahovat vice nez
5 mg/kg benzenu.

DalS$im  pravnim pfredpisem, ktery se tyka benzenu je vySe wuvedena
Vyhlagka &. 432/2003 Sb.8, kterou se stanovi podminky pro zafazovani praci do kategorii,
limitni hodnoty ukazatell biologickych expozi¢nich testl, podminky odbéru biologického
materidlu pro provadéni biologickych expozi¢nich testl a nalezitosti hlaseni praci
s azbestem a biologickymi ciniteli). Tato vyhlaSka wudava limitni hodnoty Kkyseliny
S-fenylmerkapturové v moci jako nejcitlivéjSiho biomarkeru benzenu.

Pokud jde o benzen v Zivotnim prostfedi musim zminit i vyhlagku &. 252/2004 Sb.”, kterou
se stanovi pozadavky na pithou a teplou vodu a rozsah a Cetnost jeji kontroly. Touto
vyhlaskou se stanovuje pfipustné mnozstvi benzenu v pitné vodé a to na hodnotu 1 ug/I
(nejvyssi mezni hodnota - NMH).

2.2Toluen
CHj

H H

H H
H

2.2.1 Identifikace, fyzikalni a chemické vlastnosti toluenu

Celosvétové je pro toluen vyhrazeno Cislo CAS: 108-88-3. V Evropské unii ma kromé toho
Cislo ES 203-625-9 a protoze je i zavazné klasifikovanou nebezpe€nou latkou i indexové
Cislo 601-021-00-3.

Toluen (toluol - pFedevSim v némecky mluvicich zemich, tolusol, methylbenzen,
fenylmethan) je bezbarva, tékava a hoflava kapalina s aromatickym zapachem. Mlze se
rozpoustét v tucich a dobfe se rozpousti v organickych rozpoustédlech.”
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Tabulka 3: Fyzikélni a chemické viastnosti toluenu™

Relativni molekulova hmotnost 92
Bod vzplanuti 44 °C
Teplota tani -95°C
Teplota varu 110,6 °C
Hustota 0,8669 g/cm®
Relativni hustota par (vzduch = 1) 3,2
Tlak par (26 °C) 4,0 kPa
Rozpustnost ve vodé 535 mg/| (pfi teploté 25 °C)

Toluen nereaguje s kyselinami ani zasadami a neni korosivni. V atmosféfe rychle reaguje
s hydroxylovymi radikaly za vzniku oxidacnich produktt. Podili se na vzniku fotochemického
smogu.

Nebezpecnost toluenu je mozné charakterizovat jeho zavaznou klasifikaci, podle které je
vysoce hoflavy s vétou R11, je toxicky pro reprodukci 3. kategorie s vétou R63, zdravi
Skodlivy pfi vdechovani s rizikem vazného posSkozeni zdravi pfi dlouhodobé expozici s vétou
R 48/20 a také zdravi Skodlivy pfi poziti s rizikem vazného poskozeni plic pfi vdechnuti
zvratk( s vétou R 65 , dale drazdivy pro kuZzi s vétou R 38 a s rizikem mozného narkotického
ucinku s vétou R 67.

2.2.2 Zdroje toluenu

Maijoritnim zdrojem toluenu je antropogenni €innost. Toluen se do Zzivotniho prostredi
dostava raznymi cestami. Tvrdi se, Ze nejvice toluenu se do Zivotniho prostfedi dostava
z benzind. Uvolfiuje se béhem jejich vyroby, spalovani i nakladani s nimi. Uvolfuje se i pfi
vyrobé a zejména pfi pouzivani, ale i zneSkodnovani primyslovych i domacich vyrobku
(pFipravku), které toluen obsahuji, jako jsou natérové hmoty, laky, lepidla, fedidla v nich
obsazena, a podobné. Vznika také pfi vyrobé koksu, styrenu a dalSich chemickych latek.
Dal$im zdrojem jsou procesy, pfi kterych je toluen pouzivan (at uz jako rozpoustédlio nebo
jako surovina pro vyrobu dalSich latek). Unikat muze také pfi nehodach, ze zasobnich tanki
nebo ze skladek odpadu. Je obsazen v cigaretovém koufi, takze, stejné jako u benzenu, je
jeho zdrojem koufeni.

2.2.3 Pouziti toluenu

Toluen se donedavna pouzival ve velmi Sirokém rozsahu, napf. jako pramyslové
a Cisticich prostfedcich, ale i v syntetickych vinich. Pouzival se také pfi tiskarskych pracich,
barveni klze, byval soucasti barviv a laki na nehty apod. Je surovinou pfi vyrobé dalSich
chemickych latek (napf. nitrotoluent, halogenovanych derivat apod.) Toluen je také vychozi
surovinou pfi vyrobé& nékterych polymerd, napf.: polyuretana. DalSi vyuziti je pfi vyrobé I&Civ.
Pfidava se do benzinu pro zvySeni oktanového Cisla.
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2.2.4 Expozice toluenu

Hlavnim zdrojem expozice toluenu v celé populaci, stejné jako u benzenu, je vdechovani
kontaminovaného vzduchu (vstfebava se 50 % vdechovaného toluenu). Koncentrace
v méstském ovzdusi byla naméfena 37-188 ug/m>.” Minoritnim zdrojem je kontaminovana
pitna voda a potrava. Toluen se neakumuluje v potravnich fetézcich.

2.2.5 Kinetika a metabolismus toluenu

2.2.5.1 Absorpce

Podle studii je 50 % toluenu rychle absorbovano z dychaciho traktu a vstfebava se do krve.
Kapalny toluen se také rychle vstfebava pokozkou (14-23 mg/cm? za hodinu). Vstfebavani
z gastrointestinalniho traktu (pfi nahodném poziti toluenu) je pomalejsi.”

2.2.5.2 Distribuce

Poté co se toluen absorbuje do organismu dochazi k jeho rychlé distribuci pfedevdim do
tukové tkané (ktera je jeho zasobarnou), kostni dfenég, ledvin, jater, mozku a do krve. Pomér
koncentraci v krvi a v mozku byl podle testt na potkanech po tfihodinové expozici 1,56."

2.2.5.3 Metabolismus

Metabolismus toluenu probiha v jatrech. Nejvétsi podil absorbovaného toluenu (60-75 %) je
metabolizovano na benzoovou kyselinu, ktera je konjugovana s glycinem za vzniku kyseliny
hippurové. Kyselina hippurova je nasledné ledvinami vylu€ovana. 10-20 % absorbovaného
toluenu je vyluCovano ve formé& benzoylglukuronidu, ktery vznika konjugaci kyseliny
benzoové s kyselinou glukuronidovou. Malé mnoZstvi toluenu podléha hydroxylaci
aromatického kruhu za vzniku o-, m- a p-kresolu, ktery je vylu€ovan moci.

K hlavnim sledovanym metabolitim u osob exponovanych toluenu patfi kyseliny hippurova
a o-kresol v mo¢i, jejichZ limitni hodnoty jsou obsazeny v platném pfedpisu pro provadéni
biologickych expoziénich testl (vyhlagka &. 432/2003 Sb.?).
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Schéma 2: Metabolismus toluenu

2.2.5.4 Vylucovani

Hlavni cestou vylu€ovani nemetabolizovaného toluenu je vydechovany vzduch (pfiblizné
20-40 % absorbovaného toluenu je vydechovano v nezménéné formé’). Hlavni cestou
vylu€ovani metabolitd toluenu je mog.

Pfi jednorazové expozici toluenu dochazi k vylouéeni nemetabolizovaného toluenu i jeho
metabolitd ztéla do 24 hodin. Poloas odbouravani toluenu v podkozni tukové tkani je
odhadovan na 0,5 - 2,7 dne.

2.2.6 Uginky toluenu na organismus

2.2.6.1 Efekty vyvolané kratkodobou expozici

Pfi kratkodobé expozici toluenu se objevuje podrazdéni o€i a nosni sliznice, bolesti hlavy,
zavraté, ospalost, Unava, snizeni manualni zru€nosti, a to vzdy v zavislosti na vySi expozice.
Akutni expozice vysokym koncentracim toluenu po dobu nékolika minut (pfi nehodach) ma
excitativni vliv na CNS (rozveseleni, euforie, halucinace) a nasledné dochazi ke zhorSeni
védomi, v nejhor§im pfipadé muze dojit az ke kématu a smrti.”
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2.2.6.2 Efekty vyvolané dlouhodobou expozici

Dfive se myslelo, Zze dlouhodoba expozice vysokym koncentracim toluenu v pracovnim
prostfedi jen vyvolava nevratna neurologicka poskozeni jako jsou encefalopatie™, vzacné
i poSkozeni zrakového nervu a potiZze s rovhovahou.

U ,8ichadu*” toluenu byla popséana poskozeni ledvin a kratkodobé prechodné zmény aktivity
jaternich enzymu. Trvalé a nezvratné poskozeni jater nebylo prokazano.

Ve zcela nedavné dobé se ale u toluenu prokazal jeho toxicky ucinek na reprodukci,
tzn. riziko vyvoje malformovanych” plodu.

Bylo také sledovano, zda toluen, stejné jako benzen, nevyvolava poskozeni krvetvorby.
Uvadi se, Ze toluen na krvetvorbu neucinkuje a pokud pfi intoxikaci toluenem dochazi
k poskozeni krvetvorby, tak se toto pfisuzuje znegisténi toluenu benzenem.”

2.2.7 Legislativa

U toluenu, na rozdil od benzenu neni podle vyhlagky 232/2004 Sb.” (kterou se provadsji
néktera ustanoveni zakona o chemickych latkach a chemickych pfipravcich a o zméné
nékterych zakonu, tykajici se klasifikace, baleni a oznacovani nebezpecnych chemickych
latek a chemickych pfipravk() klasifikace zavisla na tak nizkém obsahu v pfipravku, jako je
tomu u benzenu. Protoze jde o latku toxickou pro reprodukci 3. kategorie, plati podle této
vyhlasky obecna hranice 5 %, nad niz i pfipravky musi byt klasifikovany/oznaceny jako
toxické pro reprodukci 3. kategorie.

PFipustny expoziéni limit v pracovnim prostfedi pro toluen (200 mg/m®) upravuje nafizeni
vlady &.361/2007 Sb.”™, kterym se stanovi podminky ochrany zdravi pfi praci. Limit
ve venkovnim ovzdusi pro toluen neupravovalo ani nafizeni vlady 350/2002 Sb. (které je
dnes jiz zruSené), kterym se stanovi imisni limity a podminky a zpusob sledovani,
posuzovani, hodnoceni a fizeni kvality ovzdu$i, v platném znéni, ani dnes platné nafizeni
vlady &. 597/2006 Sb."™, o sledovani a vyhodnocovani kvality ovzdusi.

Podobny vyvoj jako postupné zpfisfiovani klasifikace toluenu ma i jeho obsah v pfipravcich
(vyrobcich). Vyhlaska 221/2004 Sb."”, kterou se stanovi seznamy nebezpeé&nych chemickych
latek a nebezpecénych chemickych pfipravk, jejichz uvadéni na trh je zakazano nebo jejichz
uvadéni na trh, do ob&hu nebo pouzivani je omezeno pouzivani toluenu prakticky
neupravovala. Ale podle jeji novely, kterou je vyhlagka &. 284/2006 Sb.? byla doplnéna
polozka €. 48 v &asti I, vniz je uvedeno: Pripravky (vyrobky), které obsahuji vice nez
0,1 hm. % toluenu se nesmi uvadét na trh pro prodej spotfebitelim. Toto omezeni se
nevztahuje na podnikatelskou sféru.

Dalsim pravnim predpisem, ktery se tyka toluenu je vySe uvedena Vyhlaska
¢. 432/2003 Sb.%, kterou se stanovi podminky pro zafazovani praci do kategorii, limitni
hodnoty ukazatell biologickych expozi¢nich testd, podminky odbéru biologického materialu
pro provadéni biologickych expozi¢nich testll a nalezitosti hlaSeni praci s azbestem
a biologickymi  Ciniteli). Tato vyhlaska wudava Ilimitni hodnoty kyseliny hippurové
a o-kresolu - biomarkerud toluenu.

" encefalopatie — pogkozeni mozkové tkané
iv %

Cicha¢ — narkoman €ichajici bud' pfimo toluen a nebo napfiklad lepidla, ktera ho obsahuiji
" malformace — vrozena vyvojova vada tvaru
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2.3 Analytické metody stanoveni benzenu v benzinech

Benziny jsou kapalné smési uhlovodikll (pfedevSim alkanu, cykloalkant, aromatickych
uhlovodikt a alken(i s 5 az 12 uhliky v jedné molekule).?’ Surovinou pro jejich vyrobu je ropa,
ktera je rliznorodou smési latek zastoupenych v proménlivych pomérech v zavislosti na
nalezisti.” Benziny proto predstavuji sloZitou smés uhlovodik(, kterda ma do zna&né miry
variabilni slozeni. Ze slozek obsazenych v benzinech je zdaleka nejnebezpecnéjsi
slou€eninou benzen.

Stanoveni benzenu na urovni jednotek a desetin procenta ve vzorcich benzin( je pomérné
komplikovanym ukolem — problémem je jeho spolehliva identifikace. Pro stanoveni benzenu
je proto nutné pouzivat separacni techniky - plynovou chromatografii, ktera ma v této oblasti
hlavni postaveni (nejcastéji se pouziva ve spojeni s plamenové ionizaénim detektorem FID
nebo s hmotnostnim detektorem MS) a také i kapalinovou chromatografii (nejcastéji
s UV detektorem).

DalSimi metodami, které se vyuzivaji pro stanoveni benzenu v benzinech jsou hmotnostni
spektrometrie (MS)? a infradervena spektrometrie s Fourierovou transformaci (FTIR)%.

2.3.1 Plynova chromatografie (GC)

Plynova chromatografie je metoda, ktera pro separaci slozek smési v plynné stavu vyuziva
jejich rozdilnou distribuci mezi stacionarni fazi (umisténou v kolon€) a mobilni fazi (nosny
plyn, eluent - prochazejici kolonou).

Vzorek je davkovan do proudu nosného plynu (nejCastéji dusik nebo helium) pomoci
injektoru (davkovace) a po okamzitém zplynéni je jim unaSen kolonou (podrobnéji
o kolonach v kapitole 2.3.1.1). V koloné (ktera je zahfivana na urcitou teplotu) dochazi
k separaci slozek vzorku na zakladé rizné schopnosti zachycovat se na stacionarni fazi.
Nasledné sloZky v pofadi od nejméné se zachycujici po nejvice se zachycujici opoustéji
kolonu a jsou zaznamenany detektorem (podrobnéji o pouzivanych detektorech
v kapitole 2.3.1.2). Signal z detektoru je nasledné vyhodnocen a poskytne informaci
o kvalitativnim slozZeni (reten¢ni ¢as) a kvantitativnim slozeni (plocha piku) vzorku.

Plynovy chromatograf se sklada (viz. obrazek 1) ze zasobniku nosného plynu, davkovace
vzorku, kolony, ktera je umisténa vtermostatované peci, detektoru a fidiciho
a vyhodnocovaciho zafizeni.
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Obrazek 1: Schéma plynového chromatografu

Pro metodu plynové chromatografie je charakteristicka pfedevSim ucinna a rychla separace
slozitych smési a prace s malymi mnozstvimi vzorku za pouziti relativné jednoduché
aparatury.

Pfi stanoveni benzenu metodou plynové chromatografie jsou hlavnimi interferujicimi
slou¢eninami alifatické uhlovodiky popf. aditiva pfidavana do benzind. Aromatické
uhlovodiky (toluen a vy$Si) maji na vSech stacionarnich fazich pfi béznych
chromatografickych podminkach vyssi retenéni Casy.

Na vysledek chromatografické analyzy maiji vliv 3 dulezité parametry — separaéni systém,
detektor a flow technika.

2.3.1.1 Separacéni systém

Separacnim systémem rozumime chromatografické kolony a také parametry analyzy.

Kolona je €ast chromatografu, ve které je umisténa stacionarni faze. Kolona je uchycena
v termostatované peci, ktera je vyhfivana na teplotu podle parametri analyzy. V plynové
chromatografii se pouzivaji napliiové nebo kapilarni separacni kolony (ty se v soucasné
dobé pouZzivaji pro stanoveni benzenu a jinych aromatu v benzinech pfevazné).

Naplriové kolony jsou trubice zhotovené ze skla, nerezové oceli, a pod., které maji prameér
1az 6 mm a délku 0,5 az 5 m. Tyto kolony jsou naplnéné adsorbentem (napfiklad silikagel,
alumina, uhlikaté sorbenty — Carbopack apod.) nebo maji kapalnou stacionarni fazi na
inertnim nosici. Oproti kapilarnim kolonam maji tyto vysSi kapacitu, ale nevyhodou je jejich
nizsi separacni ucinnost. Moderni variantou naplfiovych kolon jsou tzv. mikronaplfiové
kolony. Maji maly primér, obsahuji velmi malé Castice napiné (10 ym i méné) a pfi stejné
délce jako u bé&zné napliiové kolony je dosahovano vy$si G&innosti separace.?

Kapilarni kolony jsou trubice, dfive sklenéné nebo z oceli, ale dnes vyhradné z kfiemene,
o vnitfnim prdméru obvykle 0,2 — 0,75 mm a délce cca 5 az 200 m (pro zrychleni analyzy se
zmen$uje délka i primér kapilary — napf. 2m x 0,05 mm?). Kapilara je pro zvySeni
mechanické odolnosti potazena vrstvou polymeru (polyimidu). Na jeji vnitfni sténé je
zakotvena stacionarni faze. Pouzivaji se r0zné druhy stacionarnich fazi
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od nepolarnich (napf. dimethylpolysiloxan, [5 %-fenyl]-methylpolysiloxan) pfes stfedné
polarni  (napf. [50 %-fenyl]-methylpolysiloxan) az po polarni (napf. polyethylenglykol,
nitrotereftalova kyselina modifikovana polyethylenglykolem).? Kapilarni kolony maji ve
srovnani s kolonami naplfiovymi vysokou separacni ucinnost (az nékolik tisic teoretickych
pater), ale jsou zatizitelné pouze velmi malym mnozstvim davkovaného vzorku.

Pro plynovou chromatografii je velmi dilezita volba teplotniho programu pfi analyze. Analyza
muze byt provadéna za konstantni teploty (izotermicka analyza), coz se vyuziva prevazné
pro separaci jednodusSich smési. Pro separaci slozitéjSich smési se vyuziva teplotniho
gradientu, ktery umoznuje uplnou separaci sloZek v kratS§im ¢ase nez pokud by byla analyza
provadéna za konstantni teploty. PoCateCni faze analyzy probiha vétSinou izotermicky, pak
dochazi k vzestupu teploty a nasleduje opét izotermicka faze pfi teploté, ktera se blizi
provoznimu maximu kolony (dojde k tplnému vymyti i malo tékavych slozek z kolony).?

Pro stanoveni benzenu (a aromatll) v benzinech se pouziva teplotni gradient. Nami
pouzivany gradient je blize popsan v experimentalni asti prace (kapitola 3.4.4.1).

Méné vyznamny je vybér nosného plynu, ktery se fidi pfedevSim typem pouzitého detektoru
(pro plamenové ioniza¢ni detektor se pouziva dusik, pro MS detektor se pouziva vyhradné
helium).?

2.3.1.2 Detektory

Slozky smési, které jsou na koloné rozdéleny ji opoustéji a prochazeji detektorem, ktery je
propojen s vyhodnocovacim zafizenim.

Pro plynovou chromatografii existuje vice riznych typl detektorll. Volba detektoru zavisi na
aplikaci a na cili analyzy. Jednotlivé typy se lisi jak principem a konstrukci tak i selektivitou,
citlivosti, mezi detekce a linearnim dynamickym rozsahem.

NejstarSim a universalnim detektorem je tepelné vodivostni detektor (TCD), ktery se pouziva
jen pro specialni analyzy (napf. plyny). DalSimi detektory pouzivanymi v plynové
chromatografii jsou plamenovy ionizacni detektor (FID - nejrozSifenéjsi), detektor
elektronového zachytu (ECD), fotoionizaéni detektor (PID), hmotnostni detektor (MS),
plamenovy fotometricky (FPD) a infraerveny detektor (IRD).

Pro analyzu benzind se pouziva plamenovy ioniza¢ni detektor (FID), ktery byl pouzit i pfi
nasi analyze. Vyhodné je také spojeni plynové chromatografie s hmotnostni detekci (GC/MS
metoda). Nékteré metody vyuzivaji také spojeni plynové chromatografie s detektory FTIR
a NMR?, které jsou pro benzen (resp. pro véechny aromaty) selektivnéj§i nez detektor FID.
Detektory nejCastéji pouzivané pro analyzu benzind jsou blize popsany v kapitolach
231.4a231.5.

2.3.1.3 Flow techniky

Pod timto pojmem rozumime systémy, které zlepSujici chromatografickou separaci,
zrychlujici analyzu apod., napf. zapojeni 2 kolon s riznymi fazemi za sebou, zpétny tok
(,back flush®). Nejnovsiji se zadinaji pouzivat multidimensionalni techniky (GC x GC).#
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2.3.1.4 Metody stanoveni benzenu — uziti GC/FID

Spojeni plynové chromatografu s plamenovym ionizaénim detektorem je v analyze benzin(
nejpouzivanéjSi metoda. Tento typ detektoru je ve srovnani s detektorem tepelné
vodivostnim podstatné citlivéjSi, pro jeho ¢innost je nutné zajistit zdroje vodiku a vzduchu.
Pro analyzu benzinli je mirnou nevyhodou jeho universalnost - detekuje nejen aromaty, ale
vSechny uhlovodiky.

V plamenové ionizacnim detektoru je nosny plyn z kolony zavadén do kysliko-vodikového
plamene, kde dochazi k ionizaci jeho molekul. V detektoru jsou umistény dvé elektrody.
Pokud do detektoru vstupuje pouze nosny plyn, je proud prochazejici mezi elektrodami po
ionizaci plynu minimalni, ale pokud do detektoru vstupuji i molekuly analytu dochazi ke
zvyseni ionizace a prochazejici elektricky proud se zvétsi. Velikost signalu detektoru zavisi
na typu a koncentraci analytu.

Zapalcwé_Li- :D | AAJ Elektrody

Vezduch || ;
e Vodik

—

Eluat £}

Obrazek 2: Schéma plamenové ionizacniho detektoru

U starSich metod, na kterych jsou zalozeny napf. i postupy ASTM (American Society for
Testing and Materials) se pouziva FID detektor ve spojeni s naplfiovymi kolonami.
Napf. metoda ASTM D3606-99, ktera se tyka méfeni benzenu a toluenu v motorovych
a leteckych benzinech, pouziva 2 do série zapojené naplfiové kolony (nebo mikronaplhové
kolony). Prvni kolona je nepolarni a separuje slozky smési podle bodu varu, takto se oddéli
uhlovodiky do C8. Poté je kolona zpétné proplachnuta (back flush technika), aby se
zabranilo t6z8im slouceninam proniknout do druhé, hlavni analytické kolony. Lehd¢i
slouceniny prochazeji druhou kolonou, ktera je polarni a dochazi k separaci aromatd od
alifatickych uhlovodik. Po separaci slozky vstupuiji do FID detektoru.?

Dal$i metoda ASTM D-5580 doporucuje kombinaci polarni pfedkolony (oddéleni benzenu,
vysSich aromatl a uhlovodiki C9 od tékavych alifatickych uhlovodikl) a po zpétném
vyplachu predkolonky nasleduje separace na nepolarni koloné a detekce FID.?

V soucasné dobé se pro analyzu benzinu pouzivaji pfevazné kolony kapilarni. PFikladem je
pouziti kapilarni kolony s vysoce polarni fazi 1,2,3-tris(2-kyanoetoxy)propanem (TCEP)
o rozmérech 50 m x 0,25 mm x 0,4 ym. Pro analyzu byly zvoleny tyto parametry: teplota
detektoru 275°C, teplota injektoru 250°C, pocate¢ni teplota kolony 50°C drzena 10 minut
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a nasledné vzrast 10°/minutu az na finalni teplotu 115°C, ktera je drzena 10 minut. Jako
nosny plyn byl zvolen vodik s pratokem 1 ml/min a splitovaci pomér 1:60.* Nasleduje
detekce FID detektorem.

2.3.1.5 Metody stanoveni benzenu — uziti GC/MS

Spojeni plynové chromatografie s hmotnostni detekci ma tu vyhodu, ze umoznuje stanoveni
benzenu i v pfitomnosti (pfi nedokonalé separaci) uhlovodiku.

Jednotlivé slozky smési postupné vychazeji z kolony GC a vstupuji do hmotnostniho
spektrometru, ktery zde ma funkci detektoru. Kapilarni kolona je pfimo pfipojena k iontovému
zdroji hmotnostniho spektrometru (ten produkuje ionty). V sou€asné dobé je pfi spojeni
plynové chromatografie a hmotnostniho detektoru nejvice pouzivana elektronova
ionizace (El) - jedna se o techniku vhodnou pro tékavé organické latky. Pary vzorku jsou
zavedeny do ionizaCni komory, do které vstupuji elektrony (jejich zdrojem je nejcastéji
elektricky zhavené rheniové nebo wolframové vlakno) a dochazi kionizaci. lonty jsou
nasledné pomoci elektrody (tzv. repelleru) vytahovany z komory a pfichazeji do urychlovaci
Cocky, ve které dochazi k jejich urychleni a fokusaci (vSe probiha ve slabém magnetickém
poli, aby nedoslo k rozptylu elektronu).

Vzniklé ionty vstupuji do analyzatoru, kde jsou separovany podle poméru
hmotnost/naboj (m/z) - nej¢astéji se pouziva kvadrupol nebo iontova past.

Kvadrupol je slozen ze 4 kovovych ty¢i kruhového priafezu umisténych ve vakuu, které jsou
pfipojeny na zdroje stejnosmérného a stfidavého napéti. lonty viétnou do prostoru mezi
ty¢emi, dostanou se do stfidavého pole a zacnou oscilovat. Pfi vhodném poméru
stejnosmérné a stfidavé slozky napéti projdou kvadrupolem pouze ionty o urcitém
poméru m/z (ostatni konc&i srazkami s tyCemi). Zafizeni se chova jako filtr nastaveny na
ur€itou hodnotu m/z. Zménou vkladanych napéti je mozné nechat projit filtrem postupné
ionty v celém rozsahu hodnot m/z.

lontova past se sklada ze vstupni a vystupni elektrody kruhového prifezu a z prstencové
stfedni elektrody. Krajni elektrody jsou uzemnény a na stfedovou elektrodu je vkladano
vysokofrekvenéni napéti s proménnou amplitudou. lonty jsou nuceny pohybovat se v iontové
pasti po uzavienych kruhovych drahach. Srostouci amplitudou napéti se ionty
s rostoucim m/z dostavaji na nestabilnimi drahy a opoustéji prostor iontové pasti smérem do
detektoru.

K detekci iontli se pouziva elektronovy nasobi¢ nebo fotonasobic.

23



iontovy zdroj
l =
=TI

I urychlenf ionti

vychyleni iontd
(pomoci elektromagnetu)

vzorek

detektor

(fulunésobig\'\-p-

Obrazek 3: Schéma hmotnostniho spektrometru

Spojeni plynové chromatografie a hmotnostniho detektoru je vyuzivano napfiklad v metodé
ASTM D5769-04, ktera je vypracovana pro rychlou separaci, identifikaci a kvantifikaci
benzenu, toluenu a ostatnich aromati v benzinu od 0,1 do 42 hmotnostnich procent. Tato
metoda vyuziva napf. kapilarni nepolarni kolonu HP-1 vhodnou pro aromatické uhlovodiky
(o rozmérech 60 m x 0,25 mm x 1 pm, stacionarni faze 100% dimethylpolysiloxan), jako
nosny plyn helium, teplota nastfiku 250 °C, splitovaci pomér 1:250. Teplotni program zacina
na teploté 60°C, teplota roste rychlosti 3°C/min do 120°C a nasledné 10 °C/min na
koneénych 250 °C. Analyzatorem v hmotnostnim detektoru je kvadrupol.®’

2.3.2 Kapalinova chromatografie (LC)

Kapalinova chromatografie je separacni technika, ktera vyuziva jako mobilni fazi kapalinu.
Existuji tfi varianty LC - nizkotlaka kolonova kapalinova chromatografie (pouziva se pfevazné
pfi Cisténi smési latek), planarni chromatografie (instrumentalné jednoducha) a vysokouc&inna
kapalinova chromatografie (HPLC), ktera méa v souéasnosti dominantni postaveni.?’
Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) se pouziva pro separaci slozitych smési
latek. Diky pouziti stacionarni faze, ktera obsahuje malé C&astice pravidelného tvaru
a velikosti se dosahuje vysoké ucinnosti separacniho procesu (tisice teoretickych pater).
Separacni kolony se vyznacuji vysokou homogenitou a hustotou napiné stacionarni faze
atedy i velkym hydrodynamickym odporem. Priitok mobilni faze je proto nutné podpofit
vysokym tlakem, coZ je realizovano pouzitim erpadla.?

Kapalinovy chromatograf se sklada ze zasobnikG mobilni faze, sméSovaciho zafizeni,
odplyniovace, Cerpadla, davkovaciho ventilu, kolony a detektoru.
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Obrazek 4: Schéma kapalinového chromatografu

Mobilni faze muize byt pouzivana jednoslozkova a nebo viceslozkova (az 4 slozky,
tzv. gradientova eluce, misi se ve sméSovacim zafizeni). Slozeni mobilni faze je pro
separaci slozek velmi vyznamné (narozdil od plynové chromatografie, ve které se nosny plyn
separace neucastni). Poradi, v jakém budou slozky vzorku z kolony vymyvany je ureno
vzajemnym vztahem polarity separovanych latek, mobilni faze a stacionarni faze. Polaritu
mobilni faze je mozné ovlivnit volbou zastoupeni jednotlivych rozpoustédel. Mobilni faze
nesmi obsahovat bubliny, proto se provadi odplynéni probublavanim heliem nebo vakuové
odplynéni.

Cerpadlo zaijistuje dostateény pritok mobilni faze kolonou (a celym zafizenim). Pouzivaji se
pistova éerpadla. Cerpadlo nesmi byt narusovano mobilni fazi a nesmi se z n&j do mobilni
faze uvolhovat zadné slozky.

Mobilni faze je ze smeéSovaciho zafizeni vytlaCovana pomoci Cerpadla k davkovacimu
ventilu, kde se do ni davkuje vzorek. K davkovani se pouziva vétSinou Sesticestny ventil
s davkovaci smyckou.

Vzorek je mobilni fazi unasen do kolony. V HPLC se pouzivaji naplfiové kolony vyrobené
z ocelové nebo tlustosténné sklenéné trubice o vnitfnim priiméru vétsinou 2 — 5 mm a délce
nejéastsji 30 - 300 mm.? Kolony jsou naplnény stacionarni fazi, kterou byva obvykle oxid
kfemicity o riznych zrnitostech, ktery je modifikovany navazanim vhodnych funk&nich skupin
(navazana funk&ni skupina uruje polaritu stacionarni faze). Pfed samotnou analytickou
kolonu je mozné =zafadit tzv. pFedkolonku, obvykle se stejnou naplni ktera slouzi
k zachycovani pevnych necistot a slou€enin, které mohou analytickou kolonu znecistovat.

Po separaci vzorku na koloné vstupuji jednotlivé slozky do detektoru. V kapalinové
chromatografii se nejCastéji pouziva UV-VIS detektor. Dale se pouziva refraktometricky
detektor, fluorescencni detektor, detektor rozptylu svétla, hmotnostni detektor atd.

Pro stanoveni benzind metodou HPLC se pouziva nejcastéji UV-VIS detektor s diodovym
polem (DAD), ktery je specialnim pfipadem UV detektoru.
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2.3.2.1 Metody stanoveni benzenu — uziti HPLC/DAD

Vyhodou spojeni kapalinové chromatografie a UV-VIS resp. DAD detektoru®? je jeho
selektivita pro slougeniny s chromofory”, coZ jsou v pfipadé analyzy benzinG aromaty,
resp. rizné konjugované alkeny a alkiny.

UV detektor méfi absorbanci mobilni faze vychazejici z kolony. Detektor se sklada
z pratocné kfemenné meérné cely, ktera je spojena s vystupem z kolony. Sténou této kyvety
prochazi svételny paprsek, ktery pfichazi ze zdroje pfes fokusacCni ¢oCku a Stérbinu. Za
mérnou celou je umisténa disperzni m¥izka a detektor dopadajiciho zareni.?® Jednodu$si
monochromatoru.

Specialnim pfipadem UV-VIS detektoru je detektor s diodovym polem (DAD), jehoz vyhodou
je moznost okamzitého zaznamu spektra ve zvolené oblasti vinovych délek.

)

zdroj svétla

A
|
U

|

. S monochromator
optické zarizeni kyveta (disperzni miizka)
(&tdrbina + ¢ocka) e
diodové pole

odesilani informaci do pocitaCe

Obrazek 5: Detektor diodového pole

PFi stanoveni aromatickych uhlovodikl v benzinech je pro detekci mozné pouzivat vinové
délky, pfi kterych je absorbance maximalni. Je to vinova délka okolo 205 nm, kde je
absorbance maximalni (nejvyssi absorpCni koeficient), a vinova délka okolo 254 nm. Pouziti
vinové délky 205 nm umozhuje daleko citlivéjSi analyzy - benzen a jeho homology absorbuiji
pfi 205 nm 40krat vice nez pfi 254 nm. Pouziti 205 nm dovoluje stanovovat benzen pfi velmi
nizkych koncentracich (0,002 objemovych %) — pfi vinové délce 254 nm je mez detekce
0,1% (v/v).** Odpovéd detektoru pro benzen (a dal$i aromaty) ma pfi 205 nm nizsi
standardni odchylku nez pfi 254 nm. Stanoveni pfi 254 nm je ale specifi¢téjsi.

Bylo také pozorovano, ze od koncentrace 0,2 % (v/v) je odezva detektoru nelinearni
(viz.obrazek 6) a proto je pfed analyzou nutné vzorky fedit v poméru 1:100.%

Y chromofor — latka, ktera absorbuje elektromagnetické zareni, Castéji Cast molekuly odpovédna za
absorpci zareni
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Obrézek 6: Kalibraéni kiivka benzenu, toluenu, m-xylenu a ethylbenzenu®

Tato metoda byla aplikovana na benziny se znamym mnozstvim aromatickych sloucenin
a byla shledana jako citliva a pfesna.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzivané pristroje,zarizeni a software

3.1.1 Plynovy chromatograf

Agilent 6890 (Agilent Technologies, Waldbronn Némecko), injektor split/splitless,
plamenoioniza¢ni detektor (FID), autosampler Agilent 7683

Kapilarni kolony:

DB-WAX (J&W Scientific), délka 30 m, pramér 0,25 mm, tloustka filmu 0,25 um, stacionarni
faze polyethylenglykol

DB5-MS (J&W Scientific), délka 30 m, pramér 0,25 mm, tloustka filmu 0,25 pym, stacionarni
faze 5 % fenyl — 95 % dimethylpolysiloxan

Obrazek 7: Plynovy chromatograf Agilent 6890 Obrazek 8: Autosampler Agilent 7683

3.1.2 Kapalinovy chromatograf

Agilent 1100 (Agilent Technologies ), kvartérni ¢erpadlo, autosampler, termostat kolon, DAD
detektor

Kolona:
Zorbax Eclipse XDB-C8 (Agilent), pramér 4,6 mm, délka 150 mm, zrnéni 5 ym
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Obrazek 9: Kapalinovy chromatograf Agilent 1100

3.1.3 Software

Agilent ChemStation
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Obrazek 10: HP ChemStation

Microsoft Office Excel 2000 a 2003 (Microsoft Corporation)

Microsoft Office Word 2000 a 2003 (Microsoft Corporation)

ACD ChemSketch Freeware verze 10.0 (Advanced chemistry development Inc.)
Open office Draw 2.3
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3.2 Chemikalie a standardy

n-Oktan, p.a. (Lachema Brno)
isooktan, p.a. (Lachema Brno)
Benzen p.a. (Lachema Brno)
Toluen p.a. (Lach-Ner Neratovice)
Methylalkohol Lichrosolv (Merck)
DEMI voda

Dusik (Linde)

Technicky vzduch (Linde)

Vodik (Linde)

3.3 Analyzované vzorky

Analyzované vzorky (jejichz uplny seznam je v pfiloze €.1) je mozné rozdélit do dvou skupin.
Prvni skupinou jsou automobilové benziny (pohonné hmoty) a druhou skupinou jsou ,ostatni*
benziny (rozpoustédla, Cistici prostfedky apod.) a dalsi fedidla, rozpoustédla a CistiCe. Toto
rozdéleni vyplyva zejména z maximalniho povoleného obsahu benzenu stanoveného
pravnim predpisem, ktery se pro automobilové benziny a ostatni benziny lisi.

3.3.1 Automobilové benziny

- Ciré, svodou nemisitelné, nazloutlé (resp. narGzovélé - benzin Special) kapaliny
charakteristického zapachu (barva nemusi byt pfirodni, mohou byt pfibarvovany)

- hustota v rozmezi 0,65 — 0,9 g/cm®

- odbér vzorku pfi tankovani benzinu na dCerpacich stanicich (napf. Benzina, Agip,
OMW apod.) do sklenénych vzorkovnic o objemu 20 ml

- odbér v obdobi od zafi 2007 do unora 2008

- vzorky skladovany v digestofi pfi teploté 21 °C - 23 °C

- obsah benzenu povolen do 1 hm. % (podle vyhlasky &. 229/2004 Sb."), obsah toluenu
neni omezen

3.3.2 ,,Ostatni“ benziny a dalSi fedidla, rozpoustédla a Cistice

- rozpoustédla, fedidla, CistiCe apod., které obsahuji benzinové frakce a mohou proto
obsahovat také benzen a toluen

- bezbarvé kapaliny

- hustota v rozmezi 0,65 — 0,9 g/cm®

- odbér vzorkG byl provadén ve spolupraci svyrobci (Barvy a Laky Praha, Total)
a spotfebiteli (domacnosti, autoservis, myci linka, Synpo Pardubice)

- odbér v obdobi zafi 2007 — unor 2008

- odbér do sklenénych vialek o objemu 4 ml a sklenénych vzorkovnic o objemu 20 ml

- vzorky skladovany v digestofi pfi teploté 21 °C - 23 °C

- obsah benzenu povolen do 0,1 hm. % (podle vyhlasky &. 221/2004 Sb.”), obsah toluenu
pro spotfebitele povolen do 0,1 hm. % (podle vyhlasky &. 284/2006 Sb.?)
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3.4 Pracovni postupy

3.4.2 Uprava vzorki

Vzorky nebyly pfed samotnou analyzou na plynovém chromatografu upravovany. Davkovany
byly nefedéné.

Pro analyzu na kapalinovém chromatografu byly vzorky stokrat fedény — do 1 ml methanolu
bylo pfidano 10 pl vzorku. Redé&ni bylo provad&no zdavodu ziskani linearni odezvy
detektoru pro pfedpokladané rozsahy koncentrace benzenu a toluenu.

3.4.3 Priprava kalibra¢nich roztok

Kalibraéni roztoky pro plynovou chromatografii byly pfipravovany v isooktanu pfidanim
pFislusného mnozZstvi benzenu a toluenu do 1 ml isooktanu (viz. tabulka 4). Davkovani bylo
provadéno Hamiltonovymi mikropipetami N701 (objem 10 ul) a N7001 (objem 1 pl).

Tabulka 4: Kalibraéni roztoky pro plynovou chromatografii (uvedené objemy doplnény do 1 mi

isooktanem)
Benzen (ul) | Toluen (ul) | Koncentrace (obj. %)

0,1 0,1 0,01
0,2 0,2 0,02
0,5 0,5 0,05

1 1 0,1

2 2 0,2

5 5 0,5

10 10 1
20 20 2

Kalibraéni roztoky pro kapalinovou chromatografii byly pfipravovany v methanolu pfidanim
pfislusného mnozstvi zakladniho roztoku (viz. tabulka 5).

Zakladni roztok byl pfipraven pfidanim 1 ul benzenu a 1 pl toluenu do 10 ml methanolu
(0,01 % roztok benzenu a toluenu v methanolu).

Tabulka 5: Kalibracni roztoky pro kapalinovou chromatografii

Zakladni roztok (ml) | MeOH (ml) | Koncentrace (obj. %)

0 1 0

0,02 0,98 0,0002

0,05 0,95 0,0005

0,1 0,9 0,001

0,2 0,8 0,002

0,5 0,5 0,005
1 0 0,01
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3.4.4 Podminky analyzy

3.4.4.1 Plynova chromatografie

Pro analyzu na plynovém chromatografu byl jako nosny plyn pouzivan dusik.

Tabulka 6: Parametry analyz na plynovém chromatografu

Teploty Nastiik ,
Kolona Teplotni program Injekt Objem Prutok
kb neXtor| eip ey | O™ | spiit | (cmis)
(°C) (u)
40 °C/ 5 min
DB - WAX | 10 °C/min do 70 °C/0 min 250 250 1 50:1 20
20 °C/min do 180 °C/5 min
35 °C/ 5 min )
DB - 5MS 20 °C/min do 180 °C/4 min 250 250 1 50:1 20

3.4.4.2 Kapalinova chromatografie

Pro analyzu na kapalinovém chromatografu byla jako mobilni faze pouzivana smés
methanolu a vody (popf. samotny methanol) v gradientovém programu, v pomérech které
jsou uvedeny v tabulce 7.

Tabulka 7: Parametry analyzy na kapalinovém chromatografu

Kolona Zorbax Eclipse XDB — C8
Pratok 0,5 ml/min
Davkovani 10 ul
Teplota 25 °C
¢as (min) CH5O0H : H,O
0 70:30
. 10 70:30
Gradient 15 100 - 0
20 100:0
25 70 : 30

3.4.5 Identifikace a kvantifikace benzenu a toluenu

Identifikace benzenu a toluenu byla provadéna na zakladé porovnani retencnich c¢asq,
ziskanych analyzou roztokd standardi benzenu a toluenu v isooktanu (pro plynovou
chromatografii) a v methanolu (pro kapalinovou chromatografii). Kontrola reten¢nich ¢asu
byla provadéna prubézné béhem analyz nastfikem kalibra¢nich roztok.

Kvantitativni stanoveni bylo provadéno na zakladé ploch pikd. Plochy pika byly méfeny
pomoci ChemStation, integrace ploch byla provadéna manualné.

Vnitfni standard nebyl pouzivan vzhledem k rozmanitému slozeni analyzovanych vzorku.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Volba chromatografickych podminek

4.1.1 Plynova chromatografie

Testovany byly kolony s rizné polarnimi stacionarnimi  fazemi — nepolarni DB5-MS
(stacionarni faze 5% fenyl - 95 % dimethylpolysiloxan), stfedné polarni
ZB-35 (35 % fenyl 65 % dimethylpolysiloxan), ZB-50 (50 % fenyl 50 % dimethylpolysiloxan)
a polarni DB-WAX (polyethylenglykol).

V nasledujicich dvou chromatogramech (obr. 11 a obr. 12) jsou ukazany analyzy standardni
smési hexanu, heptanu, benzenu a toluenu v sirouhliku.

Na koloné DB5-MS (nepolarni) probiha separace na zakladé bodd varu analyzovanych
sloucenin. Pik benzenu (b.v. 80,1 °C) je mezi piky hexanu (b.v. 68,7 °C) a heptanu
(b.v. 98,4 °C). Pik toluenu (b.v. 110,6 °C) je az za témito tfemi piky.

Chromatogram smési uhlovodiki (GC, kolona DB-5MS)

460

400

sirouhlik

N

w

m

=]
L

w

o

=
L

hexan berzen

/ oot toluen
/ y j

ha

m

[=]
L

Oderva detekiomn (pA)

]

o

=1
L

150 4

100

Eas (min)

Obrazek 11: Ukdzka separace uhlovodiki na nepolarni koloné DB5-MS
V pfipadé separace na DB-WAX (polarni) hraje velkou roli i polarita analyzovanych

sloucenin. Retencni €as piku benzenu i toluenu je ve srovnani s DB5-MS daleko vysSi nez
u hexanu a heptanu.
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Chromatogram smési uhlovodiku (GC, kolona DB-WAX)

450 4

400 4

sirounlik

350 \

300 4

Odezva detekton (pa)

berzen toluen

2007 heptan / g
hexan
15019 ™
L

100

1 2 3 4 5 5] 7
Cas (min)

Obrazek 12: Ukazka separace uhlovodiki na koloné polarni koloné DB-WAX

Na stfedné polarnich fazich (ZB-35 a ZB-50) dochazelo také k posunuti retenénich ¢asu
aromatickych uhlovodikd v porovnani s alkany, ale posunuti nebylo tak vyrazné jako u kolony
DB-WAX.

Pro analyzu benzinl na plynovém chromatografu byly vybrany 2 kapilarni kolony,
30 m dlouhé, vnitfniho priméru 0,25 mm se zakotvenou nepolarni fazi (DB-5MS) a polarni
fazi (DB-WAX) analogicky jako u postupu, ktery je uveden v literature®.

Chromatografické podminky analyzy byly voleny tak, aby pfi zachovani u€innosti separace
probéhla analyza v pfijatelné dobé (teplotni program je blize popsan v kapitole 3.4.4.1).

K optimalizaci metod byl pouzit 0,1 % roztok benzenu a toluenu v isooktanu. Byly testovany
rizné pocatecni teploty analyzy (35 °C, 40 °C a 50 °C) a jako optimalni se ukazala pro
kolonu DB-WAX teplota 40 °C a pro kolonu DB5-MS teplota 35 °C.

4.1.2 Kapalinova chromatografie

Separace probihala na koloné Zorbax Eclipse XDB — C8 s reversni fazi.

4.1.2.1 Vybér mobilni faze

Jako testovaci roztok byl pouzivan 0,01 % benzen, toluen a technicky xylen (BTX)
v acetonitrilu  (mobilni faze acetonitrii :voda), resp. methanolu (mobilni faze
methanol : voda).
Nejprve byla jako mobilni faze testovana smés acetonitrilu a vody v poméru 50 : 50 (pfi
isokratickych podminkach). Separace byla dobra a délka analyzy byla také pfizniva
(viz. obrazek 13).
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Chromatogram BTX v methanolu (pomér mobilni faze acetonitril:H20 - 50:50)
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Obrazek 13: Ukazka separace benzenu, toluenu a xylenu pfi pouZiti mobilni faze
acetonitril : voda v poméru 50 : 50

Druha testovana mobilni faze byla smés methanolu a vody, ktera byla nasledné pro analyzu
pouzita. Vybrana byla hlavné proto, ze analyza je pfi pouziti methanolu méné finanéné
naroéna.

Zkous$eny byly rizné pomeéry téchto dvou slozek mobilni faze (pfi isokratické eluci) a za
optimalni byl vybran pomér 70 : 30 (methanol : voda).

Pokud mobilni faze obsahovala methanol a vodu v poméru 50 :50 dochazelo k dobré
separaci slozek smési, ale analyza byla pfili§ dlouha (viz. obrazek 14)
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Obrazek 14: Ukazka separace benzenu a toluenu pfFi pouziti mobilni faze

methanol : voda v poméru 50 : 50

Pfi sloZzeni mobilni faze 80 : 20 (methanol : voda) byla délka analyzy pfijatelna ale separace
nebyla dostacujici (viz. obrazek 15).

700

500

500

300

Odezva detektons (mALlY

200

100 A

400
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Obrazek 15: Ukazka separace benzenu, toluenu a xylenu (BTX) pFi pouziti mobilni faze

methanol : voda v poméru 80 : 20
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Optimalni se ukazalo slozeni 70 : 30 (methanol : voda), pfi kterém byla dobra separace
a doba trvani analyzy byla také pfizniva (viz. obrazek 16).

Chromatogram BTX v methanolu {(pomér mobilni faze MeOH:H20 - 70:30)
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T JU L

Cas (min)

Obrazek 16: Ukazka separace benzenu,toluenu a xylenu (BTX) pfi pouziti mobilni faze
methanol : voda v poméru 80 : 20

Pro urychleni analyzy (vymyti v8ech nastfiknutych slou€enin) byla pro vlastni analyzu
realnych vzorkl pouzita gradientova eluce (viz. gradient popsany v kapitole 3.4.4.2).

4.1.2.2 Vybér vhodné vinové délky

Benzen a toluen, stejné jako ostatni aromatické uhlovodiky maji nejvy$si absorpéni
koeficienty pfi vinovych délkach blizicich se 200 nm. Diky konjugovanému aromatickému
jadru absorbuji i pfi vinovych délkach okolo 254 nm (zde je stanoveni daleko specifi¢téjsi,
protoze v této oblasti alkeny a alkiny neabsorbuiji).

Spektra benzenu a toluenu ukazuji, ze pfi 254 nm je absorp¢ni koeficient daleko nizSi nez pfi
205 nm. Méfeni pfi 254 nm neumoznuje stanovit tak nizké koncentrace jako pfi méfeni pfi
205 nm a proto, ackoliv byl pfi naSem méfeni zaznamenavam signal pfi obou vinovych
délkach, nasledné vypodty byly provadény pouze s hodnotami ziskanymi z méfeni pfi
205 nm.
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Spektrum benzenu
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Obrazek 17: Spektrum benzenu
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Obrazek 18: Spektrum toluenu




4.2 Analyza kalibracnich roztok

4.2.1 Kalibraéni krivky

Kalibraéni kfivky byly ziskany méfenim zavislosti plochy piku na koncentraci kalibracnich
roztokl standardu (jejich pfiprava a slozZeni jsou popsany v kapitole 3.4.3) a byly pouzity pro
kvantifikaci benzenu a toluenu v realnych vzorcich.

Kalibraéni roztoky byly méfeny kazdy den pfed analyzou, aby byly ovéfeny retencni Casy
benzenu a toluenu.

Pfi vyhodnocovani kalibraénich kfivek metodou linearni regrese byly ziskany rovnice ve tvaru
y = a.x + b. Konstantu b je mozné v rovnici kalibra¢ni kfivky zanedbat a to v pfipadé, ze neni
statisticky vyznamné odliSna od nuly. Kalibraéni vztah pak ziskavame ve zjednoduSené
podobé y = k.x. To, zda je konstanta vyznamna je mozné zjistit tzv. Studentovym t-testem.
Tento test jsem pouzila pro zjisténi vyznamnosti konstant b u ukazkovych kalibracnich kfivek
pro méfeni provadéna na plynovém chromatografu (na koloné DB-WAX i DB5-MS) i na
kapalinovém chromatografu.

Vypodtem podle vztahu (1) se stanovi hodnota charakteristiky t, ktera se nasledné porovna
s kritickou hodnotou Studentova t-rozdéleni pro n-2 stupné volnosti t(n-2; 0,05) , kde n je
pocet kalibraénich bodl. Pokud je t>t(n-2; 0,05), pak je hodnota posunuti b statisticky
vyznamné odliSna od nuly a neni mozné ji zanedbat (musi byt pro vypocty pouzit vztah
y = a.x + b). Pokud je ale hodnota t < t(n-2; 0,05), pak je mozni posunuti b zanedbat a pro
vypoclty je mozné pouzit rovnici kalibraéni kfivky ve tvaru y = k.x. Hodnota t«(n-2; 0,05) byla
ziskana z tabulek.

t ... charakteristika Studentova t-testu
b ... posunuti kalibracniho vztahu
Sp ... Smérodatna odchylka posunuti (b) kalibracniho vztahu

NCORTD ORI AERD

C | . . ,
” n—2 @

>0
n-i(xf>—[il<xi>}

> )

Sxy --- Smeérodatna odchylka rozptyleni kalibracniho vztahu
y; ... hodnota méfené veliiny pro i-ty vzorek
Xi ... koncentrace hledané slozky v i-tém vzorku
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Pfesnost stanoveni konstant a,b nebo K se vyjadiuje hodnotami smérodatnych odchylek s,,
Sp a Sk, které jsem vypocitala podle vztaht (3), (4) a (5).

r —1/2

S =S5 - " (4)

n-i(xf)—[ix,}

S, ... Smérodatna odchylka regresniho koeficientu (a) kalibraéni kfivky

r q1/2

n

n-i(x?)—{ixi}

2 (5)

Sk ... smérodatna odchylka analytické konstanty (K) kalibracniho vztahu

>0 -K-Y ()

n—1

s (6)

xyK

Sxyk ... Smérodatna odchylka rozptyleni kalibracniho vztahu, vyjadfeného analytickou
konstantou K

Spravnost stanoveni konstant a, b nebo K se vyjadfuje intervaly spolehlivost L,, L, a Lg které
jsem vypocitala podle vztaht (7), (8) a (9).

L =att (n-2,0,5)-s, (7)
L,=btt (n-20,5-s, (8)
L, =K *t,(n-1,0,5)-s, (9)

t« ... kriticka tabelovana hodnota studentova t-rozdéleni pro n-2 stupné volnosti
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Obrazek 19: Vzorova kalibraéni kfivka benzenu a toluenu méfena GC na koloné DB-WAX

Tabulka 8: Statistické parametry kalibracnich kfivek mérenych na koloné DB-WAX

Rovnice kal. kiivky Sxy Spb t ty
Benzen | y =3950,6x +22,291 | 238,199 | 104,850 0,213 2,447
Toluen y =4310x + 74,46 95,387 46,679 1,628 2,571

Pomoci Studentova t-testu bylo zjisténo, ze pro kalibrani kfivky benzenu i toluenu méfené
na koloné DB-WAX neni hodnota posunuti b statisticky vyznamné odliSna od nuly
(t < t(n-2; 0,05) a proto je mozné posunuti zanedbat. Rovnici kalibraéni kfivky pro benzen
ma pak tvar y = 3970,1x a pro toluen y = 4339,8x.

Tabulka 9: Hodnoty smérodatnych odchylek a interval( spolehlivosti parametru kalibraénich
kfivek mérenych na koloné DB-WAX

SxyK Sk Lk
Benzen 198,292 107,205 <3716,6;4223,6>
Toluen 101,153 56,873 <4193,6;4486,0>
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Obrazek 20: Vzorova kalibraéni kfivka benzenu a toluenu méfena GC na koloné DB5-MS

Tabulka 10: Statistické parametry kalibracnich kfivek mérenych na koloné DB5-MS

Rovnice kal. kiivky Sxy Sb t ty
Benzen | y =4907,8x + 31,286 | 254,926 | 124,971 0,250 2,447
Toluen | y=5301x + 106,52 42,862 18,867 5,645 2,447

Pomoci Studentova t-testu bylo zjisténo, ze pro kalibraéni kfivku benzenu méfenou na
koloné DB5-MS je mozné posunuti b zanedbat (t < t(n-2; 0,05) a rovnici kfivky mizeme
zapsat ve tvaru y = 4930,0x. Pro kalibracni kfivku toluenu bylo zjisténo, ze hodnota posunuti
je statisticky vyznamné odliSna od nuly (t>t(n-2; 0,05) a proto neni mozné posunuti
b zanedbat a rovnice kalibrani kfivky musi mit tvar y = 5301,3x + 106,5.

Tabulka 11: Hodnoty smérodatnych odchylek a intervalu spolehlivosti parametri kalibracénich

kfivek mérenych na koloné DB5 MS

Sxyk Sk Lk -
Benzen | 199,051 | 107,616 <4619,5;5240,5 > -
Sa Sp I—a I—b

Toluen 23,173 18,867 <5244 .6:5358,0> <60,4;152,7>
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Kalibracni kfivka benzenu a toluenu v methanolu (HPLC, kolona Zorbax Eclipse XDB-C8)
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Obrazek 21: Vzorova kalibraéni kfivka benzenu a toluenu méfena HPLC

Tabulka 12: Statistické parametry kalibra¢nich kfivek mérenych HPLC

Rovnice kal. kiivky Sxy Sb t ty
Benzen | y = 868326x - 5,956 90,973 43,789 0,136 2,57
Toluen | y=775649x - 17,662 | 42,858 20,630 0,856 2,571

Pro kalibra¢ni kfivky benzenu i toluenu je mozné posunuti b zanedbat (t < t(n-2; 0,05)
a rovnice kfivek mohou byt zapsany ve tvaru y = 867471x pro benzen a y =773114x pro
toluen.

Tabulka 13: Hodnoty smérodatnych odchylek a intervali spolehlivosti parametri kalibracénich
kfivek mérfenych HPLC

SxyK Sk Lk
Benzen 83,211 9283,923 <843606;891336>
Toluen 41,903 4675,079 <761096;785132>

4.2.2 Opakovatelnost

Pfi méfeni kalibracnich roztokd byly také testovany opakovatelnosti metody, které byly
vyjadreny relativni smérodatnou odchylkou plochy piku. Relativni smérodatna odchylka byla
pocitana podle vztahu (10).
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5= 100 (10)

V pfipadé analyzy na plynovém chromatografu byla spocitana smérodatna odchylka
nastfiku — kalibraéni roztoky byly davkovany pomoci autosampleru. Pro 6krat nastfiknuté
kalibracni roztoky (kazdy kalibra¢ni roztok byl pfipraven pouze jednou) se hodnota relativni
smeérodatné odchylky pohybovala vrozmezi od 0,771 % do 1,066 %. Ztéchto hodnot
smérodatnych odchylek vyplyva, Zze opakovatelnost nastfiku je vysoka.

V pfipadé kapalinového chromatografu byla spocitana relativni smérodatna odchylka analyzy
z pokazdé nové pfipravenych kalibracnich roztoku, které byly analyzovany 1x za den Sest
dnd za sebou. Relativni smérodatna odchylka se pohybovala vrozmezi od
3,076% do 10,145%. Opakovatelnost analyzy je dobra.

4.2.3 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Pro kazdou kolonu byly stanoveny meze detekce a meze stanovitelnosti benzenu a toluenu.
Mez detekce se vyjadiuje jako trojnasobek Sumu zakladni linie a mez stanovitelnosti jako
desetinasobek Sumu zakladni linie.

LOD:3%”
m

LOQZIOhn
m

LOD ..... mez detekce

LOQ ..... mez stanovitelnosti

hy ..... Sum na zakladni linii

m..... smérnice kalibracni kfivky zavislosti vySky piku na koncentraci

Tabulka 14: Hodnoty mezi stanovitelnosti a mezi detekce benzenu a toluenu

Metoda Mez detekce (obj. %) Mez stanovitelnosti (obj. %)
Benzen Toluen Benzen Toluen
GC (DB-WAX) 0,00010 0,00006 0,00033 0,00019
GC (DB5-MS) 0,00006 0,00021 0,00002 0,00008
HPLC 0,00004 0,00005 0,00013 0,00017

Uvedené meze detekce byly spocitany na zakladé analyz kalibra¢nich roztoku. Vzhledem ke
zkusSenostem, které jsme ziskali analyzou realnych vzorkd (zna¢na variabilita ve slozeni)

tji. 0,01 % pro GC analyzy a 0,02 % pro HPLC analyzy.
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4.3 Analyza realnych vzorki

Analyzované vzorky (motorové benziny, technické benziny, fedidla, CistiCe apod.) maji
rdznorodou povahu — je to dano riznym pouzitim, nestalym sloZzenim surovin, rdznymi
technologiemi zpracovani, pfitomnosti aditiv apod. Identifikace sloucenin pfi analyze
plynovym chromatografem (je pouzivan neselektivni FID detektor) predstavuje znacné
nejistoty.

Pro identifikaci a stanoveni benzenu, ktery je ve vzorcich v pomérné nizkych koncentracich,
by bylo nejlepsi pouziti hmotnostniho detektoru. Identifikaci je mozné provézt pomoci
MS spektra a retenéniho ¢asu, stanoveni pomoci zaznamu monitorovani selektivniho iontu.
Pfiklad stanoveni metodou GC/MS (pouzit plynovy chromatograf HP 5890 s detektorem
HP5971) je ukazan na nize uvedenych obrazcich 22 — 24.

s Tic: fOidgﬁﬁd.h
600000

500000+

fienzen

400000 4

300000

200000+

100000 Jf

e

M ol a N,

14 Al
T i ;o et 8 LI | i i

T I j e T
L0 400 S0 600 700 B0 600 1000 110D 12,00 13.00 1400 15,00

Obrazek 22: Chromatogram stanoveni benzinu Natural 95 metodou GC/MS, separace na koloné
DB-5MS, zaznam TIC

Sean 90 (3.181 min): 70803004.0
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Obrazek 23: MS spektrum benzenu
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sert on 78.00 (71.70 to 78.70): 7080300d.0
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240 2,60 2,80 3.00 320 .40 360 3.80 400 420 440 460 4B0 500 820

Obrazek 24: Chromatogram stanoveni benzinu Natural 95 metodou GC/MS, separace na koloné
DB-5MS, monitorovani iontu m/z 78

Pokud zaznamenavame celkovy proud ionta (obr. 22) ziskavame signal analogicky FID
detektoru a muzeme provést identifikaci jen na zakladé reten¢niho Casu. MS detektor ale
umozifiuje monitorovat signal selektivniho iontu, ktery mazeme vybrat z MS spektra benzenu
(obr. 23).

Pokud napf. v pfipadé benzenu zvolime monitorovani hmoty m/z 78 (molekularni iont),
plocha piku v daném retenénim Case potom odpovida mnozstvi benzenu (obr. 24).

MS systém jsme neméli bézné k dispozici a proto jsme analyzy provadély postupy, které byly
popsany dfive.

Nejcastéji se v soucasné dobé pro stanoveni benzenu v motorovych palivech, technickych
benzinech a rozpoustédlech pouziva metoda plynové chromatografie. Pro uvedené
koncentraCni rozsahy se retencni ¢asy se stoupajicim mnozstvim benzenu, resp. toluenu
neménily (relativni smérodatna odchylka retencnich ¢€ast benzenu byla od 0,007 %
do 0,014 % a toluenu od 0,021 % do 0,026 %). K posunim a deformaci pikd (nesymetricky
tvar) dochazelo az pfi koncentraci nad 2 obj. %. (v téchto pfipadech je nutné zvysit hodnotu
splitovaciho poméru).

Pro stanoveni benzenu a toluenu jsme pouzili také metodu HPLC, ktera se v této oblasti
analyz pfiliS nepouziva, ale nam se osvédcila. Pro nase koncentracni rozmezi byly kalibracni
kfivky linearni, narozdil od Udajd uvedenych v literatufe.*® Stanoveni pfi vinové délce 205 nm
je znacné specifické, protoze benzen a toluen jsou polarnéjsi nez potencialné interferujici
alkeny a alkiny.U nich mizeme pfedpokladat, Ze budou na nepolarni koloné Zorbax s C8
vice zadrZovany a budou vymyvany pozdéiji.

4.3.1 Automobilové (palivové) benziny

Palivové benziny mohou obsahovat relativné vysoké koncentrace benzenu (do 1 hmot.%).
Stanovovan byl pouze benzen, protoZze mnozstvi toluenu v nich neni legislativou limitovano.
Pfi analyze plynovou chromatografii mohou pfi stejnych retenénich ¢asech eluovat alkany,
alkeny, alkiny i cykloalkany.

Potvrdily se udaje z odborné literatury, ze polarni kolona (v nasem pfipadé DB-WAX) je pro
stanoveni benzenu vhodnéjSi. Separace na koloné DB-WAX poskytovala symetrické piky
v retenénim Case benzenu a toluenu, coz je zakladni informace o spravném oddéleni od
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dalSich sloucenin. Na obrazku 25 a 26 je vidét, ze separace na DB-WAX umoznuje oddélit
majoritni nepolarni uhlovodiky (retenéni ¢as do 5 minut) od aromatd, resp. polarnich aditiv
(retenéni ¢as nad 9 minut).

Chromatogram benzinu Special (GC, kolona DB-WAX)
10000
5000
8000
toluen
7000

BO00 4

5000 §

4000 4

Odezva detekton (pa)

30007 henzen

2000 4

1000

Obrazek 25: Chromatogram benzinu Special (méfeno metodou GC, kolona DB-WAX)

Chromatogram benzinu Natural 95 (GC, kolona DB-WAX)
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N
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3000 A
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2000 4
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Obrazek 26: Chromatogram benzinu Natural 95 (méfeno metodou GC, kolona DB-WAX)
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Pfi pouziti nepolarni kolony (v naSem pfipadé DB5-MS) separace jiz neni tak uspésna. Na
nasledujicich chromatogramech (obr. 27 a 28) je vidét, ze v retenénim ¢ase benzenu nebyly
nachazeny dobfe oddélené a symetrické piky — dochazelo k nedostateéné separaci. | pfes to
by ale bylo mozné takovouto analyzu pouzit pro kontrolu dodrzeni limitd benzenu
v palivovych benzinech — pokud by plocha piku (i nesymetrického) v retenénim case
benzenu ukazovala, Ze je limit dodrzen, nemusel by byt vysledek jiz potvrzovan. Naopak
pokud bychom nalezli zvySené mnozstvi benzenu museli bychom toto potvrdit analyzou na
polarni koloné.

Chromatogram benzinu Special (GC, kolona DB5-MS)

14000 3000 benzen

12000

i}
10000 g

35 35 37 3,3 39 4
&000 - Cas (rmin)

toluen

6000 4 benzen

Odezva detekton (pa)

4000 4

2000 4

D i bl ol

1 2 3 4 5 B T i 9 10 1 12 13 14 15 16
Cas (min)

Obrazek 27: Chromatogram benzinu Special (méfeno metodou GC, kolona DB5-MS)
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Odezva detekton (pa)

14000

12000

10000

8000 4

BO00 4
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2000 4

Chromatogram benzinu Natural 95 (GC, kalona DB5-MS)

2000
o 1800 benzen
= 1500
5 1400 N
£ 1200
R 1o
g o
g 400
O 200

35 3,6 37 3,8 34 4

toluen 0

\ Cas (min)

henzen

Obrazek 28: Chromatogram benzinu Natural 95 (méfeno metodou GC, kolona DB5-MS)

Pfiklad stanoveni benzenu HPLC (obr. 29 a 30) ukazuje, ze tato metoda je pro stanoveni
benzenu v palivovych benzinech vyhodna. V pfipadé této separace jsou retenéni Casy také
vysoce reprodukovatelné (relativni smérodatné odchylky retenénich ¢ast benzenu byly
od 0,623 % do 1,043 % a toluenu od 0,604 % do 0,940 %) i pro gradientovou eluci.

Otezva detekon (mAU)

Chromatogram benzinu Special (HPLC, kolona Zorbax Eclipse XDB - C8)

2000

1800 4
tol
o oluen \
1400 4
1200 4
1000 4
800
B00 benzen
400 -
B A
il — : ; . . . . :
1 3 5 7 9 1 13 15 17 19 21 73 25 7 29 31

Cas (min)

Obrazek 29: Chromatogram benzinu Special (méfeno metodou HPLC)
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Odezva detektons (mALlY

Chromatogram benzinu Natural 95(HPLC, kolona Zorbax Eclipse XDB - C8)
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toluen
1600 \\
1600
1400
1200
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B0 -
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500 4 \
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N W\J
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Obrazek 30: Chromatogram benzinu Natural 95 (méfeno metodou HPLC)

U jinych pohonnych hmot (napf. motorové nafty) je analyza komplikovangjsi, protoze nafta
obsahuje vy38si uhlovodiky, které mohou interferovat s benzenem, coz zhorSuje moznost
stanoveni na koloné DB-WAX (viz. obr. 31).

Odezva detekton (pa)

2500

2000 A
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Chromatogram motorové nafty (GC, kolona DB-WAX)
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Obrazek 31: Chromatogram motorové nafty (mefeno metodou GC, kolona DB-WAX)
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Naopak separace na koloné DB5-MS je velmi dobra (viz. obr. 32)

Chromatogram motorové nafty (GC, kolona DB5-MS)
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Obrazek 32: Chromatogram motorové nafty (mefeno metodou GC, kolona DB-WAX)

Stanoveni metodou HPLC je také velmi vyhodné (viz. obr. 33)

Otezva detekon (mAU)
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Chromatogram motorove nafty (HPLC, kolona Zorbax Eclipse XDB - C8)
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Obrazek 33: Chromatogram motorové nafty (mefeno metodou HPLC)
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Prehled vysledkl stanoveni benzenu v automobilovych benzinech je uveden v tabulce 15.

Tabulka 15: Koncentrace benzenu v palivovych benzinech ziskané mérenim na GC (kolony
DB-WAX a DB5-MS) a HPLC

Nazev vzorku Koncentrace benzenu (hm. %)
DB-WAX DB5-MS HPLC
Special Kvoera 0,470 X 0,395
Natural 95 Shell 0,336 X 0,285
Special Shell Nachod 0,378 0,449 0,346
Special Shell Vysokov 0,449 X 0,405
Motorova nafta <0,010 <0,010 <0,020
Natural 95 Globus Cakovice 0,356 0,409 0,352
Natural 95 Makro Cerna Most 0,351 0,406 -
Natural 95 Agip Cerna Most 0,346 X -
Natural 95 Benzina Horni Pocernice 0,335 0,284 -
Shell V-power Prosek 0,350 0,352 -
Natural 95 OMW Kbely 0,339 0,359 -
Speciall OMW Kbely 0,475 0,520 -
Natural 95 Hronov 0,402 X -
Natural 95 Nachod 0,389 X -

Pozn.:
X ..... z divodu nedostate¢né separace nebylo mozné odecist hodnotu plochy piku benzenu
- analyza nebyla provadéna

Vysledky v tabulce ukazuji dobrou shodu mezi naméfenymi koncentracemi benzenu
metodou plynové chromatografie s vyuzitim kolony DB-WAX a metodou HPLC. Také
koncentrace ziskané metodou GC po separaci na DB-WAX a DB5-MS (pokud byla separace
dobra a bylo mozné odecist hodnotu plochy piku) jsou v dobré shodé.

4.3.2 ,,Ostatni“ benziny

.Benziny* ve smyslu fedidel a Cdisticich prostfedk( pFedstavuji Sirokou S8kalu smési
uhlovodikli, které se ziskavaji destilaci ropy a nasledné jsou upravovany
(napf. dearomatizaci apod.). Stanoveni benzenu a toluenu v koncentracich okolo 0,1 % je
komplikovany problém a neni mozné pouzivat néjaky ,universalni“ postup. Podminky GC
analyz (volba kolon, podminek separace) musi byt upravovany individualné podle druhu
materialu, nalezy by mély byt potvrzovany analyzou na kolonach rizné polarity.

Na 4 pfipadech rGznych druhd benzinl (benzinovy Cisti€, I1ékafsky benzin, lakovy benzin
a technicky benzin ) je ukazana slozitost analyz — na obrazcich €. 34 az 45 jsou ukazany
chromatogramy GC separaci na DB5-MS a DB-WAX a HPLC separaci.

Separace na DB-5MS ukazuji, ze skute¢né jde o rlzné uhlovodikové frakce a zkuSenost
ziskana analyzou pohonnych hmot — Zze nejvhodnéjsi GC separace je na DB-WAX zde
neplati. Ukazalo se, ze metoda HPLC mUze v této oblasti nalézt Siroké uplatnéni.
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Chromatogram benzinového technického gistice (GC, kolona DB-WAX)
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Obrazek 34: Chromatogram benzinového technického cistice (mefeno metodou GC, kolona

DB-WAX)
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Obrazek 35: Chromatogram benzinového technického cistice (mefeno metodou GC, kolona

DB5-MS)
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Chromatogram benzinového technického €istice (HPLC, kolona Zorbax Eclipse XDB - C8)
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Obrazek 36: Chromatogram benzinového technického cistice (mefeno metodou HPLC)
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Obrazek 37: Chromatogram Iékarského benzinu (méfeno metodou GC, kolona DB-WAX)
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Chromatogram lékarského benzinu {(GC, kolona DB5-MS)
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Obrazek 38: Chromatogram Iékarského benzinu (méfeno metodou GC, kolona DB5-MS)
Chromatogram lékarského benzinu (HPLC, kolona 2Zorbax eclipse XDB - C8)
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Obrazek 39: Chromatogram Iékarského benzinu (méreno metodou HPLC)
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Obrazek 40: Chromatogram lakového benzinu (méfeno metodou GC, kolona DB-WAX)

Chromatogram lakového benzinu (GC, kolona DB5-MS)
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Obrazek 41: Chromatogram lakového benzinu (méfeno metodou GC, kolona DB5-MS)
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Chromatogram lakového benzinu (HPLC, kolona Zorbax Eclipse XDB - C8)
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Obrazek 42: Chromatogram lakového benzinu (méfeno metodou HPLC)
Chromatogram Technického benzinu (GC, kolona DB-WAX)
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Obrazek 43: Chromatogram technického benzinu (méreno metodou GC, kolona DB-WAX)
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Obrazek 45: Chromatogram technického benzinu (méfeno metodou HPLC)
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V tabulce 16 je uveden prehled vysledkl stanoveni benzenu v ,ostatnich® benzinech.

Tabulka 16: Koncentrace benzenu v ,,ostatnich“ benzinech ziskané mérfenim na GC (kolony

DB-WAX a DB5-MS) a HPLC

Nazev vzorku Koncentrace benzenu (hm. %)
DB-WAX DB5-MS HPLC
Benzinovy Cisti€ <0,010 X <0,020
Benzin technicky 90/150 0,015 X <0,020
Benzin Iékarsky <0,010 X <0,020
Technicky benzin Severochema <0,010 X <0,020
Lakovy benzin X 0,016 <0,020
Lih s benzinem Lékarna HoleSovice X <0,01 <0,020
Lakovy benzin Barvy a Laky X <0,01 <0,020
Technicky benzin 0,013 0,057 0,017
Benzin lakovy 140/120 Slovnaft X X <0,020
Benzinovy Cisti¢ Severochema 0,017 X -
Benzinovy technicky Cisti€ Colorlak 0,011 X -

Pozn.:

X ..... z divodu nedostate¢né separace nebylo mozné odecist hodnotu plochy piku benzenu

- e analyza nebyla provadéna

Koncentrace benzenu byly vesmés velmi nizké. Vysledkl stanoveni méfitelnych koncentraci
benzenu rdznymi postupy je velmi malo, za nejspolehlivéjsi povazuji HPLC stanoveni.

V tabulce 17 je uveden prehled vysledku stanoveni toluenu v ,ostatnich® benzinech.

Tabulka 17: Koncentrace toluenu v ostatnich benzinech ziskané mérenim na GC (kolony

DB-WAX a DB5-MS) a HPLC

Nazev vzorku Koncentrace toluenu (hm. %)
DB-WAX DB5-MS HPLC
Benzinovy Cisti¢ 0,432 X 0,391
Benzin technicky 90/150 0,055 X 0,052
Benzin Iékarsky <0,010 <0,010 <0,020
Technicky benzin Severochema 1,061 X 0,751
Lakovy benzin Barvy a laky 1,241 X 0,807
Lih s benzinem Lékarna HoleSovice <0,010 <0,010 <0,020
Lakovy benzin Barvy a Laky X 0,012 0,031
Technicky benzin X X 0,064
Benzin lakovy 140/120 Slovnaft 0,657 1,734 -
Benzinovy Cisti¢ Severochema 0,365 X -
Benzinovy technicky Cisti¢ Colorlak >2 1,303 -

Pozn.:

X ... z divodu nedostate¢né separace nebylo mozné odecist hodnotu plochy piku toluenu

- analyza nebyla provadéna

Koncentrace toluenu v nékterych pfipadech prekracovaly povoleny limit 0,1 hm. %. Jednalo
se jednak o vzorky starSiho data, které byly uvedeny na trh pfed zavedenim limitu 0,1 hm %
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(Lakovy benzin Barvy a Laky, Technicky benzin Severochema a Benzin lakovy 140/120
Slovnaft), ale také o vzorky, jejichz datum vyroby je po zavedeni vySe uvedeného limitu
(Benzinovy Cisti€ Severochema a Benzinovy technicky Cisti¢ Colorlak).

v v

naméfenou koncentraci — vy$8i koncentrace svédCi o nedokonalé separaci analyzované
smési.

4.3.3 Dalsi redidla, rozpoustédla a Cistice

Problémy spojené se stanovenim benzenu a toluen v benzinovych fedidlech, rozpoustédlech

vyznamnéj$i. Redidla vedle uhlovodiki obsahuji podle jejich pouziti fadu dalich
slouc€enin - té€kavé alkoholy, ketony, estery, alkoholethery a jejich estery aj.

Vysledky stanoveni benzenu jsou uvedeny v tabulce 18 a toluenu v tabulce &. 19

Tabulka 18: Koncentrace benzenu v fedidlech a Cisti¢ich ziskané méfenim na GC (kolony
DB-WAX a DB5-MS) a HPLC

Nazev vzorku Koncentrace benzenu (hm. %)
DB-WAX DB5-MS HPLC
Fomastatik NDF-2 FOMA X <0,010 <0,020
Varsol 40 Spolechemie X X <0,020
Cisti¢ skvrn Hlubna X X <0,020
Petrolej PS-2 0,012 X <0,020
Toluen EuroSarm 0,020 X <0,020
Nitrofedidlo C 6000 Severochema <0,010 X <0,020
Exxsol D 60 Neuer Brentag <0,010 <0,010 <0,020
S 6006 Colorlak X 0,011 <0,020
Exxsol 80/110 DSP Brentag <0,010 X <0,020
Redidlo pro emaily Hammerite X <0,010 <0,020
Exxsol D 40 Brentag X <0,010 <0,020
S6006 Barvy a Laky X <0,010 <0,020
Varsol 60 Spolchemie <0,010 <0,010 <0,020
IBS Special Cisti¢ <0,010 <0,010 <0,020
S 6006 Siga pro X X <0,020
Redidlo pro natéry Barvy a laky X <0,010 <0,020
P 6413 Barvy a Laky X <0,010 <0,020
Varsol 40 Barvy a Laky X <0,010 <0,020
Exxsol D 30 Barvy a Laky <0,010 X <0,020
S 6904 Barvy a Laky <0,010 X <0,020
S 6001 Barvy a Laky X <0,010 <0,020
C 6600 Barvy a Laky <0,010 <0,010 <0,020
P 6414 Barvy a Laky X <0,010 <0,020
S 6003 Barvy a Laky <0,010 X <0,020
Xylen ropny Barvy a Laky <0,010 <0,010 <0,020
Toluen Barvy a Laky <0,010 <0,010 <0,020
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Tabulka 19: Koncentrace benzenu v fedidlech a Cisti¢ich ziskané méfenim na GC (kolony

DB-WAX a DB5-MS) a HPLC — pokracovani

Nazev vzorku

Koncentrace benzenu (hm. %)

DB-WAX DB5-MS HPLC
Spirdane D 60 Barvy a Laky <0,010 <0,010 <0,020
C6000 Barvy a Laky 0,038 0,032 0,034
Exxsol D 40 Barvy a Laky X 0,045 <0,020
S 6012 Barvy a Laky <0,010 <0,010 <0,020
Manpower red <0,010 <0,010 <0,020
Zippo premium lighter Fivid <0,010 <0,010 <0,020
Spirdane D 40 Total X <0,010 <0,020
Isane IP 185 22/906 Total <0,010 X <0,020
Ketrul D 70 Total <0,010 <0,010 <0,020
Hydrosol essence 80/110 Total <0,010 X <0,020
S 6006 X <0,010 <0,020
Xylen petrochemicky Chemap X X <0,020

Cisti¢ natérii a skel KGaA <0,010 X -

Voltex <0,010 <0,010 -

Solvana <0,010 <0,010 -

D-SOL <0,010 <0,010 -

CT02 <0,010 <0,010 -

Clean Spray S X <0,010 -

Solv GC <0,010 <0,010 -

Sika Cisti¢ <0,010 X -

Pozn.:

X ..... z divodu nedostate¢né separace nebylo mozné odecist hodnotu plochy piku benzenu

- analyza nebyla provadéna

Namérené koncentrace byly velmi nizké; v nékolika malo méfitelnych koncentracich je dobra
shoda mezi vysledky analyz jednotlivymi postupy.

DB-WAX a DB5-MS) a HPLC

Nazev vzorku

Koncentrace toluenu (hm. %)

DB-WAX DB5-MS HPLC
Fomastatik NDF-2 FOMA X <0,010 <0,020
Varsol 40 Spolechemie 1,294 1,083 1,074
Cisti¢ skvrn Hlubna 0,068 0,052 0,071
Petrolej PS-2 0,034 0,026 0,034
Nitrofedidlo C 6000 Severochema >2 >2 >2
Exxsol D 60 Neuer Brentag 0,634 0,431 0,477
S 6006 Colorlak 0,274 0,587 0,228
Exxsol 80/110 DSP Brentag 1,226 X 0,835
Redidlo pro emaily Hammerite X <0,010 <0,020
Exxsol D 40 Brentag X 0,254 0,273
S6006 Barvy a Laky X 0,019 0,019

61




Tabulka19: Koncentrace toluenu v fedidlech a Cisti¢ich ziskané méfenim na GC (kolony
DB-WAX a DB5-MS) a HPLC - pokracovani

Nazev vzorku Koncentrace toluenu (hm. %)
DB-WAX DB5-MS HPLC
Varsol 60 Spolchemie 0,604 0,442 0,494
IBS Special Cisti¢ X <0,010 <0,020
S 6006 Siga Pro 0,725 X 0,552
Redidlo pro natéry Barvy a laky 0,230 0,151 0,083
P 6413 Barvy a Laky 0,04809 0,01981 0,00621
Varsol 40 Barvy a Laky X <0,010 <0,020
Exxsol D 30 Barvy a Laky <0,010 <0,010 <0,020
S 6904 Barvy a Laky <0,010 X 0,040
S 6001 Barvy a Laky X >2 >2
C 6600 Barvy a Laky >2 >2 >2
P 6414 Barvy a Laky <0,010 <0,010 <0,020
S 6003 Barvy a Laky 0,115 <0,010 0,081
Xylen ropny Barvy a Laky 0,064 <0,010 <0,020
Spirdane D 60 Barvy a Laky X <0,010 <0,020
C6000 Barvy a Laky >2 X >2
Exxsol D 40 Barvy a Laky 0,165 0,029 0,034
S 6012 Barvy a Laky X <0,010 <0,020
Manpower red X <0,010 0,037
Zippo premium lighter Fivid <0,010 X <0,020
Spirdane D 40 Total X X <0,020
Isane IP 185 22/906 Total <0,010 <0,010 <0,020
Ketrul D 70 Total <0,010 <0,010 <0,020
Hydrosol essence 80/110 Total <0,010 X <0,020
S 6006 X >2 >2
Cisti¢ natérii a skel KGaA 0,037 X -
Voltex <0,010 <0,010 -
Solvana <0,010 <0,010 -
D-SOL X <0,010 -
CT02 <0,010 <0,010 -
Clean Spray S <0,010 <0,010 -
Solv GC <0,010 <0,010 -
Sika Cisti¢ <0,010 <0,010 -

Pozn.:
X ..... z divodu nedostate¢né separace nebylo mozné odecist hodnotu plochy piku toluenu
- analyza nebyla provadéna

Rada analyzovanych rozpoustédel (fedidla fady C6....) deklaruje vysoky obsah toluenu,
aztoho duavodu v nich nebyl toluen stanovovan (byly nachazeny vysoké
koncentrace - v tabulce oznaceno >2%). V ostatnich fedidlech byl €asto toluen nachazen
v méfitelnych koncentracich.

Obsah toluenu v nékterych vzorcich byl pfekroen, v mnoha pfipadech se jednalo o vzorky
data vyroby pfed zavedenim limitu 0,1 hm. % pro obsah toluenu (Varsol 40 Spolchemie,
Nitrofedidlo C 6000 Severochema, Exxsol D 60 Neuer Brentag, S 6006 Colorlak,

62



Exxsol D 80/110 DSP Brentag, Exxsol D 40 Brentag, Varsol Spolchemie, S 6006 Siga Pro
a C 6000 Barvy a Laky). Obsah toluenu byl prekroCen také v nékterych vzorcich, které byly
vyrobeny po zavedeni limitu 0,1 hm. % (S 6001 Barvy a laky, C 6600 Barvy a Laky a C 6000

Barvy a laky).

v v

naméfenou koncentraci — vy$8i koncentrace svédCi o nedokonalé separaci analyzované
Smési.
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5.ZAVER

Cilem diplomové prace bylo pfispét k feSeni zavazného hygienického problému, zda pfi
pouzivani tzv. svétlych ropnych produktd (benzind) nedochazi k vyznamné expozici
benzenu, ktery je pokladan za karcinogen stejné jako benziny, které ho obsahuji vice nez
0,1 hm. % .

Obsah benzenu v téchto benzinech vétSinou neni deklarovan (oznacen) a literarni zdroje,
které jsme méli k dispozici naznaCovaly, Ze je povoleny obsah benzenu pfekraovan.

Platné predpisy, které byly do ¢eského pravniho fadu prevedeny z Evropské unie, nafizuiji,
aby obsah benzenu v benzinech byl viditelné deklarovan a kazdy pfipravek, ktery ho
obsahuje vice nez 0,1 hm. % byl oznacen jako karcinogen.

Pokusili jsme se ovéfit i dalSi problém, a to maximalni povoleny obsah benzenu
v motorovych palivech, ktery je pfedpisem stanoven na 1 hm. % (tato paliva jsou v souladu
s platnymi pfedpisy karcinogeny).

V pribéhu feSeni diplomové prace jsme problematiku rozsifili o stanoveni obsahu toluenu,
protoZe byl vydan dalSi pfedpis, ktery stanovuje, Ze rozpoustédla. ktera obsahuji vice nez
0,1hm. % toluenu nesmi byt prodavana malospotiebitelim (omezeni se netyka
prumyslového pouziti).

Provedli jsme analyzy automobilovych benzinl, technickych benzinG a dalSich pfipravkd
(rozpoustédla, CistiCe apod.), jejichz vzorky jsme nahodné odebirali z Cerpacich stanic,
v domacnostech i ve spolupraci s nékterymi vyrobci (Total, Barvy a Laky). Vzorky byly
analyzovany plynovou a kapalinovou chromatografii.

Zadny z odebranych vzorkii neobsahoval vy$$i obsah benzenu nez 0,1 hm. % pokud jde
o technické benziny, rozpoustédla apod. a 1 hm. % pokud jde o benziny pouZivané jako
motorova paliva.

Pokud jde o toluen, bylo zjisténo, Ze jeho povoleny obsah byl pfekroCen u nékterych vzorkda,
které jsou zcela jist& uréeny malospotfebiteltim . Slo ale o vzorky, které byly star§iho data
vyroby (Lakovy benzin, Technicky benzin Severochema, Benzin lakovy 140/120 Slovnaft,
Varsol 40 Spolchemie, Nitrofedidlo C 6000 Severochema, Exxsol D 60 Neuer Brentag,
S 6006 Colorlak, Exxsol D 40 Brentag, Varsol 60 Spolchemie, S 6006 Siga Pro a S 6006),
zfejmé dané do obéhu jesté pfed Eervnem 2007, kdy vstoupilo v platnost vySe uvedené
omezeni. Toluen byl ale také prekroCen u nékterych vzorku jejichz datum vyroby bylo po
¢ervnu 2007, tedy jiz vdobé&, kdy bylo vySe zminéné omezeni v platnosti (C 6600
Barvy a Laky, C 6000 Barvy a Laky, S 6001 Barvy a Laky, Benzinovy Cisti¢ Severochema
a Benzinovy technicky Cisti¢ Colorlak).

Z tohoto vyplyva, Ze situace na trhu benzinG v Ceské republice je z hlediska obsahu
neni mozné uplné zobecnit, protoze nelze vylouCit, Ze se na trhu vyskytnou i benziny
dovezené ze zemi mimo Evropskou unii, ve kterych limity pro obsah benzenu nemusi platit.
Pokud jde o toluen, je situace hrodi nez u benzenu. Na trhu se vyskytuji i pfipravky, které
jsou prodavany malospotfebiteliim v rozporu s platnym zakazem.

Pfes pfiznivé vysledky u benzenu a nejednoznacné vysledky u toluenu, pokladame za
dulezité dale sledovat obsahy obou latek v rozpoustédlech a to hlavné tam, kde by byly
zjistény vys8i koncentrace téchto latek v ovzdu$i nebo byly neobvykle vysoké biologické
expoziéni testy u zaméstnancu.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

GC
EU
CR
hm. %
obj. %
MS
FTIR
FID
TCD
PID
FPD
IR
GC/MS
ASTM
TCEP
El
HPLC
DAD
BTX
LOD
LOQ

S X0 oo

CNS
apod.
atd.

plynova chromatografie (plynovy chromatograf)
Evropska unie

Ceska republika

hmotnostni procenta

objemova procenta

hmotnostni spektrometr

infraCervena spektrometrie s Fourierovou transformaci
plamenové ioniza¢ni detektor

tepelné vodivostni detektor

fotoioniza¢ni detektor

plamenoveé fotometricky detektor

infraCerveny detektor

plynova chromatografie s hmotnostnim detektorem
American Society For Testing and Materials
1,2,3-tris(2-kyanoetoxy)propan

elektronova ionizace

vysokoucinna kapalinova chromatografie
detektor s diodovym polem

benzen, toluen a technicky xylen

mez detekce

mez stanovitelnosti

smérodatna odchylka

charakteristika Studentova t-testu

posunuti kalibraéni kfivky

regresni koeficient

analyticka konstanta

interval spolehlivosti

kriticka tabelovana hodnota studentova t-rozdéleni pro n-2 stupné volnosti

centralni nervova soustava
a podobné
a tak dale
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8. SEZNAM PRILOH

Pfiloha €. 1 : Seznam a popis analyzovanych vzorkd
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9. PRILOHY

Pfiloha €. 1: Seznam a popis analyzovanych vzorkd
Cislo . Vyrobce (popf. odbérové | Datum vyroby (popf.
Nazev . . .
vzorku misto) odbéru u paliv)
1 Fomastatik NDF-2 FOMA -
2 Benzinovy Cisti¢ - -
3 Varsol 40 Spolchemie -
4 Cisti¢ skvrn Hlubna Brno -
5 Petrolej PS-2 - 1990
6 Toluen Euro$arm -
7 Benzin Special Kvoera Srpen 07
8 Benzin technicky 90/150 - -
9 Benzin Iékarsky - Listopad 2005
10 Technicky benzin Severochema Duben 2006
11 Benzin Natural 95 Shell Cervenec 2007
12 Nitrofedidlo C 6000 Severochema 2006
13 Exxsol D60 Neuer Brentag Kvéten 2007
14 S 6006 Colorlak Bfezen 2005
15 Exxsol 80/110 DSP Brentag Cervenec 2006
16 Redidlo pro gmally Dovozce Commenda -
Hammerite
17 Exxsol D 40 Brentag Kvéten 2007
18 S 6006 Barvy a Laky 2002
19 Lakovy benzin Barvy a laky Srpen 2006
20 Varsol 60 Spolchemie Duben 2002
21 IBS special Cisti¢ - -
22 Benzin Special Shell Nachod Srpen 2007
23 Benzin Special Shell Vysokov Srpen 2007
24 Redidlo S 6006 Siga Pro Cerven 2005
25 Benzin Special - Cerven 2007
26 Motorova nafta - Leden 2007
27 Redidlo pro naterove Barvy a Laky Unor 2007
hmoty
28 Motorova nafta - Leden 2007
29 P 6413 Barvy a Laky Rijen 2007
30 Varsol 40 Barvy a Laky Rijen 2007
31 Exxsol D 30 Barvy a Laky Rijen 2007
32 S 6904 Barvy a Laky Rijen 2007
33 S 6001 Barvy a Laky Rijen 2007
34 C 6600 Barvy a Laky Rijen 2007
35 P 6414 Barvy a Laky Rijen 2007
36 S 6003 Barvy a Laky Rijen 2007
37 Benzin Natural 95 Globus Cakovice Unor 2008
38 Lih s benzinem Lékarna u Andéla strazce Kvéten 2006
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39 Xylen ropny Barvy a Laky Rijen 2007
40 Lakovy benzin Barvy a Laky Rijen 2007
41 Toluen Barvy a Laky Rijen 2007
42 Spirdane D 60 Barvy a Laky Rijen 2007
43 Technicky benzin Barvy a laky Rijen 2007
44 C 6000 Barvy a Laky Rijen 2007
45 Exxsol D 40 Barvy a laky Rijen 2007
46 S 6012 Barvy a Laky Rijen 2007
47 Manpower Red - -

48 Zippo premium lighter Fivid -

49 Spirdane D 40 Total Unor 2007
50 Isane IP 185 22/906 Total Zari 2006
51 Ketrul D 70 Total Leden 2007
52 Hydrosol Essence 80/110 Total Bfezen 2007
53 S 6006 - -

54 Xylen petrochemicky Chemap Cerven 2007
55 Benzin lakovy 140/120 Slovnaft -

56 Benzin Natural 95 Makro Cerna most Brezen 2008
57 Benzin Natural 95 Agip Cerny most Brezen 2008
58 Benzin Natural 95 Benzina Horni Pogernice Bfezen 2008
59 Benzin Shell V-power Shell Prosek Bfezen 2008
60 Benzin Natural 95 OMW Kbely Bfezen 2008
61 Benzin Special OMW Kbely Bfezen 2008
62 Benzinovy Cisti¢ Severochema Rijen 2007
63 Benzinovy technicky Cisti¢ Colorlak Leden 2008
64 Cisti¢ natéri a skel Henkel KGaA -

65 Benzin Natural 95 Hronov Unor 2008
66 Benzin Natural 95 Nachod Unor 2008
67 Voltex - -

68 Solvana - -

69 D-SOL - -

70 CT 02 - -

71 Clean Spray S - -

72 Solv GC - -

73 Sika Cisti¢ - -
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