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Vyvoj a validace analytické metody pro stanoveni
vybranych frakci ropnych uhlovodikii v zeminach

Souhrn

Ropné uhlovodiky jsou jednim z nejcastéjSich kontaminanti zemského povrchu i vod
po celém svété. Jedna se o jeden zhlavnich ekologickych problému, jelikoz pady
kontaminované ropnymi uhlovodiky predstavuji riziko pro zivotni prosttedi, pfirodni zdroje
i lidské zdravi. NejCastéji sledovanym parametrem u pud kontaminovanych ropnymi
uhlovodiky byva parametr celkové mnozstvi ropnych uhlovodikii oznafovany jako TPH
(z anglického “Total petroleum hydrocarbons”). Tento parametr sleduje celkové mnozstvi
ropnych uhlovodikiit C10-C40 v pudé€ a jeho maximalni povolené hodnoty jsou uvedeny také
v metodickych pokynech Ministerstva Zivotniho prostfedi Ceské republiky.

V teoretické ¢asti diplomové prace byly zpracovany informace shrnujici problematiku
zneCisténi pud ropnymi uhlovodiky, toxicitu ropnych uhlovodiki a jejich negativni vliv
na zivotni prostfedi i1 lidské zdravi. Dale byly popsany normy a metody zabyvajici
se stanovenim ropnych uhlovodikil a také analytické techniky vyuzivané pro jejich stanoveni.
Cilem experimentalni ¢asti diplomové prace byl vyvoj a validace analytické metody pro
stanoveni ropnych uhlovodiki v zeminach (celkovych extrahovatelnych semi-volatilnich,
alifatickych a aromatickych frakci ropnych uhlovodika) a separace této velké skupiny latek
na blize specifikované frakce. Vzhledem k tomu, Ze v mnoha zemich jsou v legislativé kromé
parametru TPH sledovany i maximalni koncentrace specifickych uhlovodikovych frakei
aromatickych i alifatickych uhlovodika (napi. Polsko, Svédsko, Turecko), analyza metodou
predstavenou v diplomové praci muze slouzit pro ovéreni téchto limitd. Vysledna analyticka
metoda muze byt také vhodnym nastrojem pro screening kontaminovaného mista, protoze
kromé parametru TPH poskytuje 1 podrobngjsi informace o kontaminaci v¢etné koncentraci
aromatickych sloucenin ¢i volatilnich uhlovodika s bodem varu <170 °C.

Analyticka metoda byla validovana v laboratofi ALS Czech Republic, na Organickém
oddéleni spadajici pod divizi Zivotni prostiedi. V ramci validace metody byly ovéfeny zakladni
valida¢ni charakteristiky a u vSech ovéfovanych valida¢nich parametrii bylo dosazeno velmi
dobrych vysledkid. Experimentalni ast prace byla zaméfena predevs§im na optimalizaci déliciho
kroku, pfi kterém dochazi k separaci aromatickych a alifatickych uhlovodikt. Byly otestovany
razné kolonky pro extrakci tuhou fazi vcéetné nékolika komercné€ dostupnych moznosti.
U kolonky, ktera byla zvolena jako nejvhodnéjsi, byl stanoven elucni profil alifatickych
a aromatickych uhlovodikii. Dale byl kladen diiraz na méfici metodu pro GC-FID, u které byly
optimalizovany predevSim podminky nastfiku. Vysledna analytickd metoda je vhodna pro
rutinni stanoveni alifatickych a aromatickych uhlovodikovych frakci sretenénim Casem
>C5-C40 v zeminach. Jedna se o rychlou a ekonomickou metodu, poskytujici vysoké mnozstvi
informaci u zemin kontaminovanych ropnymi uhlovodiky.

Kli¢ova slova: ropné uhlovodiky; alifatické uhlovodiky; aromatické uhlovodiky, GC-FID;
analyticka metoda, n-alkany



Development and validation of an analytical method for
the determination of selected fractions of petroleum
hydrocarbons in soils

Summary

Petroleum hydrocarbons are one of the most common contaminants of the earth's surface
and water worldwide. This represents one of the main environmental problems, as soils
contaminated with petroleum hydrocarbons pose a risk to the environment, natural resources,
and human health. The most frequently monitored parameter for soils contaminated with
petroleum hydrocarbons is the parameter of the total petroleum hydrocarbons, referred to
as TPH. This parameter monitors the total amount of petroleum hydrocarbons C10-C40 in soil,
and its maximum permitted values are also given in the methodological guidelines of the
Ministry of the Environment of the Czech Republic.

The theoretical part of the diploma thesis processed information summarizing the issue
of soil pollution by petroleum hydrocarbons, the toxicity of petroleum hydrocarbons and their
negative impact on the environment and human health. Furthermore, standards and methods
engaged in assessment of petroleum hydrocarbons as well as analytical techniques used for their
determination were described. The aim of experimental part of the diploma thesis was
to develop and validate an analytical method for the determination of petroleum hydrocarbons
in soils (total extractable semi-volatile, aliphatic and aromatic fractions of petroleum
hydrocarbons) and the separation of this large group of substances into more specified fractions.
Given the fact that in many countries in addition to TPH parameter, the legislation also monitors
the maximum concentrations of specific hydrocarbon fractions of aromatic and aliphatic
hydrocarbons (eg Poland, Sweden, Turkey), analysis by the method presented in the thesis can
be used to verify these limits. The resulting analytical method may also be a suitable tool for
screening of a contaminated site, as in addition to the TPH parameter, it also provides more
detailed information about contamination, including concentrations of aromatic compounds
or volatile hydrocarbons with a boiling point <170 ° C.

The analytical method was validated in the laboratory of ALS Czech Republic, in the
Organic Department under the Environmental Division. Within the validation of the method,
the basic validation characteristics were verified, and very good results were achieved. The
experimental part of the work was focused mainly on optimizing the separation step, in which
the separation of aromatic and aliphatic hydrocarbons occurs. Various solid phase extraction
columns were tested, including several commercially available options. The elution profile
of aliphatic and aromatic hydrocarbons was determined for the most suitable column. For the
measuring method for GC-FID, mainly the conditions of injection were optimized. The
resulting analytical method is suitable for routine determination of aliphatic and aromatic
hydrocarbon fractions with a retention time > C5-C40 in soils. It is a fast and economical
method, providing a lot of information on soils contaminated with petroleum hydrocarbons.

Keywords: petroleum hydrocarbons, aliphatic hydrocarbons, aromatic hydrocarbons,
GC-FID, analytical method, n-alakanes
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1 Uvod
Ropné uhlovodiky (RU) jsou latky pfirozené€ se vyskytujici v mineralnich zdrojich jako

organismu, které byly degradovany anaerobni cestou a po miliony let vystavovany vysoké
teplote a tlaku v zemské kiife. Ropa obsahuje rozmanité mnozstvi organickych latek, jedna se
o tisice ruznych smési a koncentraci chemickych sloucenin, z nichz vét§ina obsahuje uhlik,
vodik a mensi mnozstvi kysliku, dusiku a siry. RU muzeme délit jako uhlovodiky s kratkym
fetézcem (aromatické a parafinické uhlovodiky), naftu (n-parafiny, isoparafiny, nafteny
a aromatické latky), petrolej a benzin (Haider et al. 2021).

RU jsou po celém svété masové vyuzivany jako paliva. Z divodu vysoké poptavky
po ropnych uhlovodicich, jako po zdroji energie, dochazi velice Casto ke kontaminaci zivotniho
prostiedi. Nejcastéji dochazi ke kontaminaci béhem prizkumu, vyroby, udrzby a skladovani
ropnych uhlovodiki, vyjimkou vSak neni ani nahodné uvolfiovani. S vyvojem moderni
civilizace je spojena stale vyssi spotreba fosilnich paliv, vyznamnym zdrojem kontaminace
zivotniho prostiedi jsou napfiklad pouzité motorové oleje vyuzivané v automobilech a dalSich
dopravnich prostfedcich. Kontaminace zivotniho prostfedi ropnymi uhlovodiky je proto jednim
ze zavaznych problému této doby a ma katastrofické dopady nejen na lidi, ale také dalsi biotické
slozky ekosystému. Pida tvori zakladni slozku Zivotniho prostredi a jeji kontaminace ropnymi
uhlovodiky se fadi mezi nejrozsifen€jsi a nejvice Skodlivé typy znecisténi. Kontaminované
pudy zpusobuji znecCisténi podzemnich vod organickymi latkami, coz ma za nasledek
enviromentalni problémy a ekonomické ztraty jako naptiklad snizeni zemédélské produktivity
pudy (Fowzia & Fakhruddin 2018).

Dle pokynt Ministerstva Zivotniho prostiedi CR (1996) je pii feseni problematiky mist
kontaminovanych ropnymi latkami nutno stanovit parametr ,,Uhlovodiky C10 — C40* pomoci
plynové chromatografie. Ocekéava-li se také zneCisténi nizko-vroucimi frakcemi ropnych
uhlovodiki, jako je tomu napfiklad u petroleje nebo benzinu, je nutné provést zaroven
doplnujici stanoveni aromatickych uhlovodikt, tzv. BTEX (benzen, toluen, ethylbenzen,
xylen). Toto stanoveni se vétSinou provadi zvlast a vyzaduje separatni postup pro piipravu
analyzovanych vzorkd. Pomoci nové optimalizované metody vypracované v ramci této
diplomové prace, je mozné toto stanoveni provést jednou pripravou vzorku, pouze s finalnim
rozdélenim vybranych frakci pomoci SPE kolonek. To ma vyznam nejen ekonomicky, ale také
environmentalni, kdy dochazi k mensi spotiebé chemikalii a standardi potiebnych k analyzam
téchto parametrt.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Tato prace je vénovana vyvoji, optimalizaci a validaci analytické metody pro stanoveni
ropnych uhlovodika v zeminach a separaci této velké skupiny latek na blize specifikované

frakce.

Cile této diplomové prace jsou:

Reserse na téma ropnych uhlovodikd, jejich vlastnosti, nejcastéjSich zptisobt analytického
stanoveni v zeminach a legislativy zabyvajici se pokyny pfi stanovovani téchto latek pfi
sanacich kontaminovanych mist;

Ovéfeni extrakcni metody pouZzivané pro stanoveni celkovych ropnych uhlovodiki

a optimalizace postupu predchazejici rozdé€leni na aromatickou a alifatickou frakei;

Vyvoj a optimalizace déliciho kroku s pouzitim techniky SPE, ktery nasleduje po kroku
extrakce a umozni efektivni a spolehlivé rozdéleni alifatické a aromatické frakce;
Optimalizace instrumentalni metody pro GC-FID, ktera umozni rychlé stanoveni
alifatickych i1 aromatickych frakct;

Stanoveni zakladnich validacnich charakteristik metody, jako je limit kvantifikace, rozsah
metody, presnost, pravdivost, reprodukovatelnost a nejistota méfeni;

Ptiprava a vyhodnoceni série pokusut na certifikovaném referencnim materialu.

Hypoteza:

Nové vyvinuté analyticka metoda bude vhodna pro stanoveni celkového mnozstvi ropnych
uhlovodika v zeminach s podrobnou vystupni informaci o zastoupeni jednotlivych
uhlovodikovych frakci v analyzovaném vzorku.



3 Literarni reSersSe
3.1 Ropa a ropné uhlovodiky

3.1.1 Ropa a ropné uhlovodiky

Ropa je olejovita kapalina s hustotou vétsinou mezi 800-990 kg/m3. Sklada se plynnych,
pevnych 1 kapalnych latek. Prevaznou ¢ast ropy tvoii uhlovodiky. Uhlovodiky jsou organické
slouceniny skladajici se pouze zuhliku a vodiku. Ropné uhlovodiky se de¢li na alkany,
cykloalkany a aromatické uhlovodiky. Dale pak ropa obsahuje slouceniny siry, kysliku a dusiku
a v malém mnozstvi organické a anorganické soli obsahujici kovy. Ropa obvykle obsahuje
84-87 % hm. uhliku, 11-14 % hm. vodiku, 0,1-4 % hm. siry, 0,01-0,1 % hm. Dusiku
a 0,05-1,0 % hm. kysliku. Kromeé téchto prvka obsahuje ropa také organicky vazané kovy,
predevsim vanad a nikl. Mezi ropné latky patii kromé ropy také produkty jejiho zpracovani
jako benzin, motorova nafta, petrolej a mineralni oleje (Blazek & Rabl 2006).

3.1.2 Alifatické uhlovodiky

Skupinu alifatickych uhlovodiku tvoii nekolik samostatnych skupin a to alkeny, alkany,
iso-alkany a cykloalkany.

o Alkeny (olefinické uhlovodiky) se v ropé vyskytuji jen zfidka, jedna se vSak o produkty
katalytického a termického $tépeni vysokovroucich ropnych frakei. Alkeny mohou byt
rozvétvené nebo nerozvétvené a maji vzdy jednu nebo vice dvojnych vazeb.

e Alkany (parafinické uhlovodiky) jsou latky acyklické a nasycené, pokud maji
rozvétveny fetézec, jedna se o iso-alkany. Alkany bez rozvétveného fetézce se nazyvaji
n-alkany. S rostouci teplotou varu ropné frakce obvykle jejich obsah klesa.

e Cykloalkany jsou uhlovodiky cyklické, s jednim nebo vice cykloalkanickymi kruhy.
Cykloalkanovy kruh je nejcastéji péticlenny ¢i Sesticlenny (Blazek & Rabl 2006).

2 Monocykloalkany Kondenzované kruhy Nekondenzované kruhy Tricykloalkany
2 R ¥ ¥ ¥
OO o e
R L/\O/

Obrazek 1: Vybrané typy cykloalkani vyskytujicich se v ropé€ a ropnych frakcich.
(R = alkylsubstituent, napt. -CH3, -C2H35)
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3.1.3 Aromatické uhlovodiky

Aromatické uhlovodiky jsou slouceniny obsahujici jeden nebo vice aromatickych kruht.
Molekuly obsahujici jedno aromatické jadro se fadi do skupiny monoaromatd, se dvéma
aromatickymi kruhy se jedna o diaromaty, dale pak triaromaty a dal§i. Mnozstvi rozdilnych
typu aromatickych uhlovodiki se zvySuje s vy$§im poctem kruhti v molekule, které mohou byt



kondenzovany jak v pfimé linii, jako je tomu napfiklad u antracenu, nebo v riznych uhlech, viz
chrysen (Blazek & Rabl 2000).

Polycyklické aromatické uhlovodiky — PAU piirozené vznikaji spalovanim organické
hmoty. Podle zdroje vzniku se déli na PAU pyrogenniho a petrogenniho ptivodu. Identifikace
puvodu obvykle probiha pomoci molekularnich poméra a indext nékterych konkrétnich
polycyklickych aromatickych uhlovodikti. Obecné plati, ze nékteré dvou az tfikruhové a také
alkylem substituované PAU znaéi petrogenni pivod kontaminace neboli kontaminace
pochazejici zropy a ropnych produktd. Ctyf az Sestikruhové PAU, indikuji pyrogenni
kontaminaci spalovanim, tyto latky jsou vice toxické a termodynamicky stabilnéjsi nez PAU
z petrogennich zdroju (Adeniji et al. 2018).

Monoaromat Diaromat Triaromat

RO R SShES:
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Obrazek 2: Vybrané typy aromatickych uhlovodikia vyskytujicich se v ropé€ a ropnych frakcich.
(R = alkylsubstituent, napt. -CH3, -C2H35)

3.1.4 Nejcastéji vyuzivané ropné produkty

Nafta je stfedni destilat surové ropy ziskany frakcni destilaci. Mezi dalsi stfedni destilaty
patii petrolej a letecké palivo. Nafta obsahuje predevsim ropné uhlovodiky v rozmezi C11-C25
a jeji destilacni rozsah je mezi 180-380 °C. Nafta obsahuje pfiblizné¢ 64 % alifatickych
uhlovodikd, 1-2 % olefinickych uhlovodika a 34 % aromatickych uhlovodiku.

Benzin je obecny nazev pro skupinu tékavych hotflavych ropnych paliv pouzivanych
predevsim ve vnitinich spalovacich motorech k pohonu automobilti a jinych vozidel. V benzinu
je obsah aromatu piiblizné 50 % z celkového mnozstvi uhlovodikt. Dale je v benzinu kolem
35 % isoalkant a zbytek tvori alkeny a cykloalkany. Destilacni rozmezi benzinu je 30-200 °C.
Prevazna vétsina uhlovodikli v benzinu se nachazi v rozmezi C4—C12 Benzin je nerozpustny
ve vodé, rychle se odpatuje a se vzduchem tvoti vybusné smesi.

Téilgy’ olej je pfirozené se Vyskytujici materiél ktery obsahuje uhlovodiky syntetizované

vees



po destilaci ropy a obsahuje piiblizné 88 % uhliku, 10 % vodiku a 1 % siry. Nékdy miiZe obsah
siry v tézkych olejich dosahovat hodnoty az 5 %. Tézké oleje jsou mutagenni a nepodléhaji
snadno biodegradaci.

Petrolej je kapalna smés chemickych latek produkovanych destilaci ropy. Petrole;
je hlavni slozkou tryskovych leteckych paliv — vice nez 60 %. Petrolej mize byt pouzit také
jako Cistici prostiedek, nebo jako rozpoustédlo. Obsahuje ropné uhlovodiky C11-C12. Petrolej
je hotlavy a nerozpustny ve vodé (Fowzia & Fakhruddin 2018).

3.2 Toxicita ropnych uhlovodiki

3.2.1 Toxické ucinky ropnych uhlovodiki

Slouceniny ropnych uhlovodika se vyznacuji Sirokym rozsahem relativni molekulové
hmotnosti a teplotami varu. Toxické ucinky ropnych sloucenin v ptidé a biologicka dostupnost
pro mikroorganismy zavisi do zna¢né miry na jejich chemickém slozeni a fyzikalnim stavu
organismy v zavislosti na chemické povaze, slozeni a vlastnostech obsazenych frakci, zptsobu,
mnozstvi a dobé expozice. Kontaminujici latky mohou lidem a zvifatim zpuasobit rizné
toxikologické zdravotni problémy, vcetné hemotoxicity (destrukce Cervenych krvinek),
karcinogenity (schopnost nebo sklon vyvolat rakovinu), genotoxicity (schopnost vyvolat
nepienosné poskozeni DNA), mutagenity (schopnost vyvolat genetickou mutaci), teratogenity
(indukce malformace embrya nebo plodu), cytotoxicity (schopnost poskozovat buiky),
neurotoxicity (schopnost vyvolat poSkozeni mozku a nervového systému), imunotoxicity
(schopnost potlacovat imunitni systém), nefrotoxicity (schopnost vyvolat poskozeni ledvin),
hepatotoxicity (schopnost vyvolat posSkozeni jater), kardiotoxicity (schopnost zpusobit
poskozeni srdeCnich svalti) a o¢ni toxicity (schopnost vyvolat o¢ni poruchy). Ropné uhlovodiky
maji také inhibi¢ni ristové ucinky na rostliny, protoze brani nebo snizuji piijem vody
a mineralnich soli, coZ zpusobuje naruSeni rostlinnych metabolickych procest vedouci
k nedostatku chlorofylu a zivin, coz muze vést k poklesu odolnosti proti §kidciim a chorobam.
Takto zasazené rostliny se vyznacuji zakrmélym rustem, maji deformované koteny, listy a kvéty
s nekrozami (Ossai et al. 2020).

3.2.2 Kontaminace pudy ropnymi uhlovodiky

Kvalita pady je pfimo spojena s nékolika zasadnimi procesy, jako je vyroba potravin,
udrzba endemické rozmanitosti mikro a makrofauny a cyklovani mineralti. Proto jakakoliv
kontaminace tohoto ekosystému muze zpusobit vazné §kody pro faunu i floru. Existuje mnoho
sloucenin, které mohou negativné ovliviiovat kvalitu pudy a mezi né patii také ropné derivaty.
Tyto kontaminanty ptedstavuji riziko i pro vodni prostfedi, jelikoz mohou pronikat
do povrchové nebo podzemni vody perkolaci (Cruz et al. 2014). Dle Wang et al. (1999) doslo
od pocatku 60. let 20. stoleti k tiniku vice nez 0,68-10° kg ropy do plidy z pozemnich ropovodii
na uzemi USA. V priméru bylo za celou dobu monitorovani zaznamenano 99 havarii
pozemnich ropovodii v USA rocné. Celosvétove se jedna o velmi zavazny problém ohrozujici
zivotni prostiedi, pfirodni zdroje 1 lidské zdravi.



Mezi hlavni zmény ve vlastnostech pudy kontaminované ropnymi uhlovodiky patii
nedostatek kysliku, vody a zakladnich zivin jako je dusik a fosfor. Ropné uhlovodiky maji také
negativni dopad na funkci piidnich enzymt a mikrobialni aktivitu. Jelikoz se jedna o latky
vysoce hydrofobni, az 90 % ropnych uhlovodikli zistava ulozeno v pudach. Vysoka
hydrofobicita urychluje reakci s pudnimi Casticemi a jejich pronikani do nizsich vrstev pudy.
Rostliny mohou akumulovat RU diky lipo-proteinovym membranam. Bylo prokéazano, ze ropné
uhlovodiky zvySuji oxidacni stres rostlin, minimalizuji jejich rust a zptsobuji deformace lista
vedouci k nekroze rostlinnych bunéek a tkani (Haider et al. 2021). Sorpce ropnych uhlovodiku
na pudni ¢astice je zavisla na mnozstvi organického uhliku v pud€. Napriklad naftalen, ktery je
jednou z mnoha latek obsazenych v ropé€ se na pudni ¢astice vaze v malé mife a rychle podléha
biodegradaci. Polocas rozpadu naftalenu v padé muze dosahovat az 80 dni, ale byva jen nékolik
hodin az dni v pfipad€, Ze puda je kontaminovana i dal§imi PAU (Howard 1989).
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Obrazek 3: Nékteré z hlavnich toxickych ropnych uhlovodikii v rhizosféte ovliviiujicich rist
rostlin a zdravi pady. Zdroj: Haider et al. 2021

3.2.3 Toxicita ropnych uhlovodiki pro rostliny

Pfijem ropnych latek rostlinami vede k omezeni transpirace a poskozeni bunécnych
membran, jelikoz rostliny reaguji uzavienim praduchi (Szakova & Tlusto§ 2019).
Kontaminace ptud ropnymi uhlovodiky ma negativni vliv také na rist rostlin, jejich kli¢ivost,
rychlost ristu i vynos. To, jak moc bude rostlina ovlivnéna touto kontaminaci zavisi nejen na
mnozstvi a sloZeni ropnych sloucenin v piidé, ale i na druhu dané rostliny. Péstovani rostlin na
kontaminované pudé muze pozitivn€ ovlivnit proces biodegradace, a to zejména stimulaci
rhizosférové mikrobidlni komunity a také enzymatické aktivity. Tato schopnost —
fytodegradace se vyznamné lisi u jednotlivych druhd rostlin a byly pozorovany vysoké
odchylky i u jednotlivych odrid rostlin. V pudach kontaminovanych ropou dochazi ke snizeni



dostupnosti vody, kysliku a zivin pro rostliny, coz je povazovano za jednu z hlavnich pficin
snizovani objemu rostlinné biomasy (Xie et al. 2018). V Tabulce 1 jsou uvedeny piiklady
negativniho vlivu nafty na rizné rostliny.

Tabulka 1: Neptiznivy efekt kontaminované pudy naftou na rist a vyvoj riznych druhd

rostlin.
Nepriznivy efekt Rostlina
Negativni vliv na klieni a riist sazenic Peprovec brazilsky (Schinus
terebinthifolius)
Inhibice kliceni a podélného rastu Kosttava rakosovita (Festuca arundinacea)
Predstavuje hrozbu pro pfeziti a rozvoj Vigna Cinska (Vigna unguiculata)
rostlin

Snizeny vynos nadzemnich Casti a kofenti | VICi bob (Lupinus arboreus)

Negativni vliv na obsah makroprvka Oves sety (Avena sativa),
v ovsu a akumulaci vétSiny makroprvk v | kukufice seta (Zea mays)
kukufici

Snizeni poctu klicivych semen a omezeni | Bob obecny (Vicia faba), brukev fepka

jejich vyvoje olejka (Brassica napus)
Pti vysSich hladinach kontaminace byl Mungo fazole (Vigna radiata), Cirok
vyrazn€ omezen rust a kli¢ivost semen dvoubarevny (Sorghum vulgare), dochan

klasnaty (Pennisetum glaucum)

Zdroj: Fowzia & Fakhruddin (2018)

3.24 Toxicita ropnych uhlovodikii pro ¢lovéka

Nejvétsimu riziku z expozice ropnym uhlovodikim a jejich akutni toxicité jsou vystaveni
lidé pracujici v petrochemickém prumyslu. Mezi nejvice rizikové Cinnosti patfi vypousténi
potrubi, opravy potrubi a Cerpadel, ru¢ni vypousténi a plnéni nadrzi, ¢isténi filtra v rafinériich,
rutinni odbér vzorkd a laboratorni manipulace s nimi. Pfi expozici ropnymi latkami muze
dochazet jak k akutnim, tak i chronickym toxickym ucinktim.

Zpusoby expozice jsou: inhalace, poziti, expozice oCima a expozice kuZzi.
Pti dlouhodobém vystaveni pokozky nafté miizou nastat nékteré chronické projevy toxicity jako
je hyperkeratoza (ztlusténi horni vrstvy kiize) nebo rizné jiné kozni poruchy. Ve vétsiné
piipadu jsou tyto projevy zpusobeny nedostateCnym nebo nevhodnym pouzitim ochrannych
pomtcek a prostredka.

Akutni toxické efekty ropnych uhlovodikti na ¢loveéka zahrnuji velikou skalu symptomi
alze je délit dle zptuisobu expozice. Jako priklad jsou v Tabulce 2 uvedeny akutni toxické ucinky
nafty (Fowzia & Fakhruddin 2018).



Tabulka 2: Akutni toxické ucinky nafty na ¢lovéka dle typu expozice.

Typ expozice Akutni efekty

Bolest hlavy, nevolnost, ztrata koordinace,

Inhal .
fhatace kaSel horecka, arytmie

Prijem, zvraceni, nevolnost, podrazdéni

Poziti .,
traviciho traktu

Paleni a bolest oci, nadmérné slzeni,

Oc¢ni expozice ) .
xpoz hyperémie spojivky (nadmérné prokrveni)

Bolest, zarudnuti, puchyfte, vysuseni,
Kozni expozice popraskani a podrazdéni kaze, v extrémnich
ptipadech vznik zhoubnych vyriastki

Neurologické poruchy, ospalost, snizeni

Neurotoxicita . .

senzomotorické rychlosti

Oligurie (vylucovani nedostatecného
Nefrotoxicita mnozstvi moci), nevolnost, kiece v bfise a

prujem

Zdroj: Fowzia & Fakhruddin (2018)

3.2.5 Parametry pro urceni toxicity TPH

Pfi posuzovani miry toxicity pro ¢loveéka hraje velkou roli, o jaké ropné uhlovodiky
se jedna. NejcCastéji pouzivana hodnota TPH (celkovy obsah ropnych uhlovodiki) je
enviromentalnim ukazatelem udavajici ropnou kontaminaci. Tento parametr je vhodny pfi
stanovovani kvality pady, ale ne pfi stanovovani toxicity. Parametr TPH neposkytuje
dostatecné mnozstvi podkladlii pro hodnoceni rizik ropnych kontaminantti pro lidské zdravi
a zivotni prostiedi. Abychom byli schopni zhodnotit ekotoxikologické a toxické ucinky
ropnych uhlovodikli, potfebujeme mnohem detailngjsi informace nez jen parametr TPH.
Pro provedeni analyzy rizik zemin by mél byt zahrnut do TPH také parametr C6-C10, coz Casto
vyzaduje dalsi analytické metody. Namisto kvantifikace TPH jako jediné hodnoty je vhodnéjsi
zvolit metodu frakcionace, kdy se bere v potaz ekvivalentni pocCet uhlikd jednotlivych latek.

Alifatické a aromatické frakce maji rizné fyzikalné-chemické a toxikologické vlastnosti,
proto musi byt stanovovany samostatné. Dle vétSiny norem je nutné provést rozdilné analytické
metody pro stanoveni tékavych frakci C5-C10 a semi-volatilnich frakci C10-C40
(Pinedo et al. 2014).

Dlouhodobé kontaminovanym mistim dominuji silné¢ vazané i perzistentni frakce
ropnych uhlovodiku, které nejsou snadno biologicky dostupné. Lze tedy piredpokladat, ze ropné
uhlovodiky nachazejici se na dlouhodobé kontaminovanych lokalitach jsou méné toxické,
protoze toxicita pfimo souvisi s biologickou dostupnosti a biodegradovatelnosti ropnych
uhlovodikd. Mnoho potencialné toxickych sloucenin ze skupiny alifatickych i aromatickych
uhlovodikii se muze uvoliovat na mistech kontaminovanych TPH prostfednictvim



povétrnostnich nebo biodegrada¢nich procest. Proto je otazka biologické dostupnosti ropnych
uhlovodika dilezitym faktorem pii procesu hodnoceni rizik (Khan et al. 2018).

Hodnoceni rizik pro lidské zdravi (HHRA) je zalozeno na prediktivnich néstrojich
k urCeni a kvantifikaci potencialnich zdravotnich rizik spojenych s konkrétni latkou. Toto
hodnoceni zahrnuje pochopeni povahy chemickych latek, kterym muze byt cloveék vystaven,
rozsahu, Casu a zpusobu expozice a citlivosti potencialnich receptora. Informace jako zptsob
expozice nebo citlivost receptori slouzi ke kvantifikaci tyto veliiny jsou zohlednény
v celkovém indexu lidského rizika jako jednotlivé rizikové kvocienty HQ. Aplikace téchto
nastroju poskytuje uzitecna data pro hodnoceni toxicity frakci TPH raznych ropnych produktu.
Pro jednotlivé frakce Ci latky se stanovuje index zdravotniho rizika HRI. Ten uvadi, jak moc je
dana latka nebezpecna pro lidské zdravi. Maximalni piipustna hodnota HRIje 1,0, takze ziskané
hodnoty jsou piimo standardizovany (Pinedo et al. 2014). Vypocet HRI je uveden v Rovnici 1.

HRI = Z HO;

Rovnice 1: Index lidského rizika HRI, vyjddien jako soucet riiznych rizikovych kvocientii pro
latky nebo frakce TPH.

Na nasledujicim Obrazku 4 mtuzeme vidét priklad pro hodnoceni rizik pro clovéka u
pad kontaminovanych ropnymi uhlovodiky.
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Obrazek 4: Postup pro hodnoceni rizik pro lokality zasazené ropnymi produkty.
Zdroj: Pinedo et al. 2014.



3.3 Standardizace a normy v analytické chemii

3.3.1 Typy norem v Ceské republice

V analytické chemii se vétsina metod odkazuje na technické normy. Dle Uiadu pro
technickou normalizaci, metrologii a statni zkusebnictvi (UNMZ) jsou technické normy
dokumentované dohody, které pro v§eobecné a opakované pouziti poskytuji pravidla, smérnice,
pokyny nebo charakteristiky Cinnosti nebo jejich vysledkt, které zajist'uji, aby materialy,
vyrobky, postupy a sluzby vyhovovaly danému tcelu. Technické normy jsou kvalifikovana
doporuceni a nejedna se o nafizeni. Jejich pouZivani je dobrovolné. V Ceské republice mame
tfi hlavni typy norem, a to ¢eské normy, mezinarodni normy a normy evropské.

Ceské technické normy se znadi jako CSN. Kazda evropska & mezinarodni norma piejata
do soustavy &eskych norem se stava normou Seskou. Znadi se pak predfazenim zkratky CSN
pred ptivodni nazev normy, napt. CSN EN 14039. Pivodni Seska technicka norma maze byt
vytvarena pouze v oblastech, ve kterych neexistuji normy evropské nebo mezinarodni.
Soucasné plati pravidlo, Ze se rusi piekonané ¢i konfliktni ptivodni Ceské technické normy
prevzetim nové aktualni normy. Pivodni Ceské technické normy tvofi jen piiblizné 5 % celkové
produkce technickych norem v Ceské republice kazdy rok. Kazdy rok je vytvofeno vice nez
1500 CSN norem, z toho tedy kolem 95 % tvoii pievzaté normy evropské a mezinarodni.
Najejich tvorbé s prostiednictvim UNMZ podileji odbornici z Ceské republiky a jsou vydavany
Ceskou agenturou pro standardizaci z povéieni UNMZ (UNMZ, 2021).

Mezinarodni organizace pro standardizaci se zna¢i jako ISO a Ceska republika je ¢lenem
této organizace. Jedna se o nezavislou nevladni mezinarodni organizaci Citajici 165 ¢lent
tvorenych narodnimi normalizacnimi organy. Kazdy Clen reprezentuje ISO ve své zemi a kazda
zemé je zastoupena pouze jednou. Cilem ISO je vyvoj mezinarodnich standardi za pomoci
¢lent této organizace. ISO ma na starosti vedeni a kontrolu tisici dokumentt a obsahuje Sirokou
Skalu odvétvi jako naptiklad standardy fizeni kvality, standardy ochrany zdravi a bezpecnosti,
standardy pro testovani a kalibrace laboratoti a mnoho dalSich (ISO, 2021).

Technicka specifikace je znacena TS, a jedna se o normativni dokument. Technické
specifikace jsou zvetfejiiovany pred vydanim mezinarodni normy, naptiklad kdyz se predmét
standardizace stale vyviji. Cilem technické specifikace je moznost okamzitého pouziti. Snahou
je, aby byly technické specifikace nakonec transformovany a znovu publikovany jako
mezinarodni standard (ISO, 2021).

Evropské normy jsou znagené EN. Ceska republika je lenem evropského vyboru pro
normalizaci (CEN), ktery vydava evropské normy. Je proto zavazana prebirat evropské normy
do narodni soustavy norem CSN a v ptipadé konfliktd zrusit ustanoveni narodnich norem.

Normy vydané americkou agenturou pro ochranu zivotniho prostfedi se znac¢i US EPA.
Tato agentura ma primarné za ukol ochranu zivotniho prostfedi a jako ochranny organ
spolupracuje s vladou USA. Jednim z mnoha ukoll této agentury je zabezpeCeni sledovani
remediace kontaminovanych uzemi. Proto existuji normy vydané touto agenturou, které napft.
u mist kontaminovanych ropnymi uhlovodiky udavaji, jakym zptisobem maji byt vzorky puad
analyzovany.
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3.3.2 Metody a normy zabyvajici se stanovenim ropnych uhlovodiku
3.3.2.1 Metodicky pokyn MZP CR pro stanoveni ropnych uhlovodiki

Ropné latky jsou jednim z nejCastéjSich kontaminantd zemin a podzemnich vod.
Indikéator zneciSténi ropnymi latkami je parametr C10-C40, ktery se stanovuje plynovou
chromatografii, nejCastéji s FID detektorem. Diive byl sledovan také parametr NEL (nepolarni
extrahovatelné latky), ktery je stanovovany pomoci infradervené spektrometrie. Metoda
plynové chromatografie podava piesn€jsi informace o charakteristickém spektru ropného
znecCisténi. Z tohoto diivodu byla zavedena plynova chromatografie v novele ¢. 229/2007 Sb.,
kterym se méni nafizeni vlady ¢. 61/2003 Sb. o ukazatelich a hodnotéach ptipustného znecisténi
povrchovych a odpadnich vod, nalezitostech povoleni k vypousténi odpadnich vod do vod
povrchovych a do kanalizaci a o citlivych oblastech, které tak sleduje celoevropsky trend
pouziti metod na stanoveni ropnych uhlovodikti popisujicich tento typ znecisténi pomoci
profilu konkrétnich kontaminantt.

Metoda stanoveni C10-C40 pomoci plynové chromatografie je nyni jedinou
akceptovatelnou metodou pro meéfeni kontaminace RU. Parametr C10-C40 zahrnuje uzsi
spektrum latek nez parametr NEL. V souladu s metodickym pokynem Ministerstva zivotniho
prostiedi Ceské republiky je proto doporuéeno kromé parametru C10-C40 sledovat také
pritomnost dalSich slozek ropného znecisténi. V pripadé oCekavani kontaminace nize vroucimi
frakcemi uhlovodikd, jako je napt. benzin nebo letecky petrolej, je nutno stanovovat parametry
BTEX, a také MTBE (methyl-terc-butyl ether). Pokud predpokladame znecisténi vysoko
vroucimi frakcemi, jako jsou oleje, poté stanovujeme také PAU (polycyklické aromatické
uhlovodiky).

Indikatory zneciSténi jsou uvedeny v Tabulce 3. V platnych metodickych pokynech
MZP jsou indikatory zneGisténi definovany takto: ., Indikdtory znecisténi jsou specifické
koncentrace jednotlivych chemickych ldatek v zeminé, podzemni vodé a v piidnim vzduchu.
Prekroceni hodnot indikatoru se posuzuje jako indikace znecisténi, které by mélo byt ddle
zkoumdno a hodnoceno, a to predevsim z hlediska rizik pro pripadné prijemce znecisténi
a ohrozené ekosystémy (MZP 2013). Jako indikator zne&isténi ropnymi latkami maze slouzit
také vytvoreni volné faze ropnych latek (MZP 1996).
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Tabulka 3: Prehled maximalnich povolenych hodnot indikatori znecisténi zemin a podzemni
vody ropnymi latkami dle MZP; Zdroj: Metodicky pokyn MZP (2013).

Zemina i
5 " o ; - Podzemni
: Pramyslové vyuzivané Ostatni
Latka ; - voda
uzemi plochy
mg/kg suSiny ng/l
Ropné latky (jako uhlovodiky
C10-C40) 1500 500 500
Methyl-terc-butyl ether (MTBE) 220 43 12
Benzen 5.4 1,1 0,39
Toluen 45000 5000 860
Etylbenzen 27 5,4 1,3
Xyleny 2700 630 190

Hodnota TPH (total petroleum hydrocarbons) reprezentuje smés slouCenin a maze byt
a jiné byly vyvinuty relativné nedavno. Jako ptiklad Ize uvést metody EPA 418.1, 8015B, 1664
a 8020B.

3.3.2.2 Stanoveni alifatickych a aromatickych frakei t€kavych ropnych
uhlovodiki s pouzitim plynové chromatografie (CSN EN
16558-1)

Stanoveni t&kavych frakci ropnych uhlovodikd v zeminach dle normy CSN EN 16558-1
probiha za pouziti plynové chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci. Aromatické
latky jsou zde stanovovany jako suma jednotlivych aromatickych latek. Suma tékavych
alifatickych uhlovodiki C5-C10 a aromatickych t€kavych uhlovodikit C5—C10 je nazyvana
jako parametr , t€kavé oleje”. Vysledky této analyzy jsou Casto vyuzivany pro hodnoceni rizik
pro pudy kontaminované ropnymi uhlovodiky.

3.3.2.3 Kvalita pidy - Stanoveni obsahu uhlovodika C10 az C40
plynovou chromatografii (CSN EN ISO 16703)

V této normé je specifikovano stanoveni uhlovodiki C10-C40 v zeminach pomoci
plynové chromatografie. Tato norma uvadi metodiku pro stanoveni uhlovodikti s bodem varu
mezi 175 °C a 525 °C. Pokud neni zafazen cCistici krok pomoci florisilu, jsou ve vysledku
zahrnuty izoalkany, cykloalkany, alkylbenzeny, alkylnaftaleny a polycyklické aromatické
uhlovodiky. Cisticim krokem lze oddélit polarngjsi latky, jako jsou pravé polycyklické
aromatické uhlovodiky. Metoda neni vhodna pro stanoveni tékavych frakci uhlovodika, proto
neni vhodna napt pro stanoveni nékterych pohonnych hmot, které obsahuji vysoky pomér
uhlovodikd <C10, napf. benzin. Velmi podobna norma zabyvajici se stanovenim stejného
parametru v pevnych odpadech je norma , Charakterizace odpadi - Stanoveni obsahu
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uhlovodik C10 az C40 plynovou chromatografii (CSN EN 14039)“ Tato metoda je uréena
primarné pro odpady, ale mezi pevné odpady lze za urcitych okolnosti zahrnout
i kontaminované pudy.

3.3.2.4 Kovalita pudy — rizikové ropné uhlovodiky (ISO/TS 16558-2)

Tato norma je jednim z hlavnich dokumentt, ze kterych vychazi prakticka Cast této
diplomové prace. Zaobira se stanovenim alifatickych a aromatickych frakci semivolatilnich
ropnych uhlovodika. Jako extrakéni Cinidlo se v této metodé pouziva smés rozpoustédel
n-heptanu a acetonu. Po extrakci mechanickym tfepanim nebo sonifikaci je organicka vrstva
odebrana a ziskany extrakt je precistén s vodou, aby doslo k odstranéni acetonu. Takto zmétreny
extrakt na GC-FID nam po vyhodnoceni poskytne vysledek vsSech extrahovatelnych
semivolatilnich uhlovodikii v rozmezi C10—C40. Pokud je hodnota méfeného parametru
C10-C40 vyssi nez 100 mg/kg/DW, muze se zbytek ptvodniho extraktu rozdélit pomoci
silikagelové kolonky. Za pomoci spravné zvolenych typt a objemu elucnich Cinidel ziskavame
oddélenou alifatickou a aromatickou frakci uhlovodikli. Misto n-heptanu lze pouZit jiné Cisté
rozpoustédlo, nebo i smés rozpoustédel, bod varu pouzitého extrakéniho Cinidla by v§ak m¢l
byt mezi 36 °C a 99 °C. Jako mozné interferujici latky jsou uvadény latky, které maji bod varu
mezi body vard uhlovodikii C10 a C40 a mohou byt také extrahovany vybranym extrakénim
¢inidlem, napt. halogenované uhlovodiky.

3.3.2.5 EPA metoda 418.1

Tato metoda poskytuje jednociselnou hodnotu parametru TPH a neposkytuje nam zadnou
informaci o slozeni a poméru jednotlivych latek. Méfeni probihd pomoci infracervené
spektroskopie. Hodnota naméfena touto metodou je zavisla na schopnosti pouzitého
extrakéniho Ccinidla extrahovat ropné uhlovodiky zdaného média a také na absorpci
infracerveného zafeni ropnymi uhlovodiky v extrakénim €inidle. Je tfeba poznamenat, ze tato
metoda neni specificka pro ropné uhlovodiky a nemusi vzdy indikovat ropnou kontaminaci.
Metoda EPA 418.1 je jednou z nejhojnéji pouzivanych metod pro stanoveni ropnych
uhlovodiki a jeji nazev je stanoveni oleje, tuku a TPH. Vyhodou této metody je jeji relativné
nizka cena a vynikajici reprodukovatelnost. Mezi hlavni nevyhody patii fakt, ze slozeni ropnych
uhlovodiki se mezi zdroji a v pribéhu Casu meéni, takze vysledky nemusi byt vzdy
porovnatelné, dale pak skutecnost, ze touto metodou neziskdme prakticky zadné informaci
o typu ropnych uhlovodikii. Tato metoda je tak vhodna predevsim pro pocatecni provéfovani
kontaminace tzv. screening (Rauckyte et al. 2010).

3.3.2.6 EPA metoda 8015B

Dalsi velice castou metodou pro stanoveni TPH je metoda EPA 8015B, vyuzivajici
plynové chromatografie s FID detektorem (plamenové-ioniza¢ni). Tato metoda plynové
chromatografie, spojena se specifickymi extrakénimi technikami nam muze poskytnout
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informace o typu produktu. Z toho divodu roste trend vyuziti GC metod pro stanoveni TPH
v pudach a sedimentech. Jednim z aspektu je to, Ze pouzitim vhodnych technik Cisténi nebo
odizolovani muzeme separovat a stanovovat zvlast volatilni a semivolatilni latky. Takto
oddélené parametry se Casto nazyvaji jako GRO (gasoline range organic), coz je volatilni
benzinovd frakce a DRO (diesel range organic), neboli semivolatilni naftova frakce
(Rauckyte et al. 2010).

3.3.2.7 Metoda TNRCC 1006 - Charakterizace ropnych uhlovodika
C6-C35 v enviromentalnich vzorcich

Tato texaska metoda je navrzena k rozdeleni a kvantifikaci alifatickych a aromatickych
frakci ve vzorcich zemin 1 vod. K oddéleni alifatickych a aromatickych frakci je zde pouzita
kolonka s pevnou fazi, kterou tvofi oxid kfemicity. Jako extrak¢ni cinidlo se pouziva
n-pentan. Metoda je vhodna pro stanoveni uhlovodikil v rozmezi benzinu a nafty. Také Ize
stanovit ¢ast tézSich paliv a mazacich oleji. Metoda TNRCC 1006 se pouziva pouze ve spojeni
s metodou TNRCC 1005. Instrumentace metody je GC-FID. V experimentalni ¢asti diplomové
prace se pii navrhu délicich kolonek vychazelo pravé z této metody.

3.4 Analytické techniky vyuzivané pro stanoveni ropnych uhlovodiku

3.4.1 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie je fyzikalné-chemicka separacni metoda. Jako analyticky nastroj
muze byt plynova chromatografie pouzita na pifimou separaci a analyzu plynnych latek,
kapalnych latek, a také pevnych tékavych latek.

Princip metody je rozdélovani slozek mezi dvé faze, fazi mobilni a stacionarni. Mobilni
fazi je v plynové chromatografii plyn, nazyvany jako nosny plyn. Stacionarni faze muze byt
pevna latka, nebo tenka vrstva vysokovrouci kapaliny na pevném inertnim nosici. Stacionarni
faze se nachazi v chromatografické koloné. Kazda slozka délené smési ma rliznou rychlost
postupu kolonou v zavislosti na distribu¢ni konstant¢ Kp. Kolona muze byt kapilarni
nebo naplinova (Podehradska 1997). Z praktickych divodi se v dnesni dob€ pouzivaji prevazné
kolony kapilarni, které maji mnohem vyssi efektivitu a jsou méné narocné na udrzbu.
Nevyhodou je jejich vyssi cena. Kapilarni kolony z inertniho taveného kiemene byly vyvinuty
vroce 1979 a jejich zavedeni mélo za nasledek umoznéni separace s vysokym rozliSenim
ve vét§ing laboratofi. Od roku 1979 tak postupné klesalo pouziti napliiovych kolon, po roce
2000 se jich pouzivalo jiz jen pfiblizn€ 20 %, a to zejména pro analyzy, kde neni pozadovana
separace s vysokym rozliSenim, nebo neni vzdy zadouci, napf. analyza PCB
(Grob & Barry 2004). Vypocet distribu¢ni konstanty je uveden v Rovnici 2.

Cs

K, =
D CG

Rovnice 2: Distribucni konstanta se vyjadruje jako pomér koncentrace slozky vzorku v jediné
urcité formé ve staciondrni fazi k jeji koncentraci v mobilni fdzi.
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3.4.1.1.1 Plamenovy ioniza¢ni detektor — FID

Plamenovy ioniza¢ni detektor je nejvice vyuzivanym typem detektoru v plynové
chromatografii. Bézné se vyuziva pro analyzu ropnych latek, protoze reaguje jiz pii velmi
nizkych koncentracich ropnych uhlovodikii. Vyhodou FID detektoru je, ze reaguje témeér
na vSechny organické latky s vysokou citlivosti, nereaguje na bézné necistoty nosného plynu,
jako je oxid uhlicity a voda.

Ve chvili, kdy organické slozky ve vzorku dosahnou plamene, tvoii se elektricky nabité
castice. Elektricky nabité Castice se hromadi na elektrod€ a produkuji zvySeni proudu umérné
mnozstvi uhliku v plamenu. Vysledny proud je zesilen elektrometrem. Organické latky
eluované z kolony prochazeji degradacnimi reakcemi v prostfedi bohatém na vodik a tvori
jednouhlikové skupiny. V reak¢ni zon€ s dostupnym kyslikem dochazi k nasledujici reakci
radikalovych castic:

CH*+0O* — CHO" + ¢

Castice CHO* rychle reaguji s vodou vzniklou v plamenu a generuji se hydroniové
ionty:

CHO" + H,O — H30" + CO

Tyto kladn€ nabité Castice a jejich dalsi formy jsou primarni Castice nesouci pozitivni
naboj. Tento proces nastava pfiblizné jednou za 100 000 ¢astic uhliku zavedenych do plamene,
a da se fict, Ze se jedna o kvantitativni pocitadlo poctu atomu spaleného uhliku. Odezva FID
detektoru je v podstaté piimo Umérna poctu atomu uhliku, a ne hmotnosti nebo molarni
hmotnosti slou¢eniny (Grob & Barry 2004).

[ratactor Response

P - w0
Fatantion Time (minuies)

-
=
B

Obrazek 5: Chromatogram vzorku tryskového paliva s benzinem méfeného na koloné o délce
30 m, tloust'ka filmu kolony 25 um, split injektor, detektor FID. Zdroj: Grob & Barry 2004
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Obrazek 6: Schéma FID detektoru. Zdroj: Grob & Barry 2004

+—— Kapilarm kolona

34.1.1.2 GC-MS

Plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii kombinuje vysokou ucinnost
separace slozek svelmi selektivni a citlivou hmotnostni detekci. Principem je ionizace
analyzovanych latek a nasledny vstup vzniklych ionti do hmotnostniho analyzatoru, kde jsou
ionty separované dle hodnoty poméru m/z, tedy hmotnosti vic¢i naboji. Hlavni vyhodou
GC-MS je moznost identifikace neznamych sloucCenin pomoci zavedenych a rozsahlych
spektralnich knihoven chemické a elektronové ionizace. Metody GC-MS se bézné pouzivaji
pro identifikaci neznamych sloucenin a jejich pfesné kvantitativni stanoveni.

Pro stanoveni analytd pomoci plynové chromatografie obecné je potieba, aby
stanovované analyty byly volatilni a mely dostateCnou termickou stabilitu. Toto je nejvetsi
limitace GC-MS, jelikoz pfiblizné jen 10 % vSech organickych latek je vhodnych na pfimou
analyzu na GC-MS. Pouzitelnost techniky se da u mnoha latek rozsitit pfipravou tékavych
a tepelné stabilngjsich derivatu téchto latek. Dalsi nevyhodou jsou vysoké pofizovaci naklady.
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Obrazek 7: Schéma typického systému GC-MS. Zdroj: Grob & Barry 2004.

Spektra se normalné vykresluji pomoci poméru hmotnosti k naboji (m/z) na ose x
a relativni intenzit€ (% 1) na ose y. Protoze vét§ina iontl nese naboj 1 (z = 1), m/z se rovna
hmotnosti iontu. Hodnota m/z ma bezrozmérmou jednotku. Intenzita piku je vyjadfena jako
procento intenzity zakladniho piku.
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Obrazek 8: Hmotnostni spektrum n-dekanu, vrchol pfi m/z 142 predstavuje neporusenou
molekulu n-dekanu a oznacuje se jako molekularni ion.

Zdroj: Hunt I, Department of Chemistry University of Calgary Available from
http://www.chem.ucalgary.ca/courses/351/CareySth/Ch13/ms-bnoh.gif (accessed February
2022).
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3.4.2 FTIR - infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci

Infracervena spektroskopie je metoda identifikace a analyzy chemickych sloucenin.
Infracerveny paprsek je nasmérovan na vzorek a métenim zarent, které je vzorkem absorbovano
na raznych frekvencich, Ize stanovit, jaké typy molekul tvori vzorek. Infracerveny spektrometr
s Fourierovou transformaci (FTIR) je nejb&znéjS§im typem infraCerveného spektrometru.
Zaznamenava shromazdénd data a transformuje data do spektra. Spektrum je zobrazeno
s grafem, ktery ukazuje, pii jaké frekvenci a k jak velké absorpci doslo. Protoze rizné molekuly
absorbuji zafeni na specifickych frekvencich ve znamych mnozstvich, mize byt spektrum
pouzito k identifikaci vzorku na molekularni irovni. V dnesni dob€ je po celém svéte spousta
mist kontaminovanych TPH, konvencni zhodnoceni rizik vyzaduje sofistikované metody
vzorkovani 1 laboratornich analyz, to je vSak Casové i finan¢né€ nakladné. Proto se objevuje
trend, ktery se odklani od slozitych laboratornich postupti k rychlym, jednoduchym
a nedestruktivnim spektroskopickym metodam, které jsou pouzitelné i v terénu. Metoda FTIR
ma tu vyhodu, Ze dokaze poskytnout informace pro rychlé in situ charakterizace. Koherentni
pasy umisténé na vino&tu 3000-2800 cm! poskytuji ditkaz o vazbé -C-H v alkanech s dlouhym
fetézcem diky valenénim vibracim. Oblast téchto koherentnich pasi muze byt pouzita
ke kvantifikaci TPH v pidach kontaminovanych ropnymi produkty. Tato jednoducha analyza
poskytuje zakladni data pro dalsi postupy a analyzy (Wang et al. 2020).
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Obrizek 9: FTIR spektrum konvenéni nafty, na ose x je hodnota vinoétu v cm™, na ose y
transmitance T v %. Transmitance je definovana jako pomér intenzity zareni, které proslo
vzorkem k intenzite zafeni vychazejiciho ze zdroje (Ismail et al. 2014).
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3.4.3 HPLC - vysokoucinna kapalinova chromatografie

Pro analyzu ropnych uhlovodikil se vyuziva i metoda HPLC — metoda vysokoucinné
kapalinové chromatografie. Pomoci HPLC se obvykle nestanovuji rutinni analyzy ropnych
uhlovodikd, da se vSak vyuzit v pfipadé, kdy vyzadujeme presné informace o slozeni
jednotlivych uhlovodikli napf. pfi monitorovani kvality ropnych produkti jako je motorova
nafta. Stanoveni pomoci HPLC se hojné vyuziva pro polycyklické aromatické uhlovodiky.
PAU petrogenniho pavodu se do prostfedi mohou dostat naptiklad havariemi ¢i unikem
ropnych latek, jelikoz jsou soucasti vétSiny ropnych produkti. Analyza HPLC poskytuje
podrobné informace o obsahu monocyklickych, bicyklickych a polycyklickych aromatickych
uhlovodikii, nejCastéji se pro toto stanoveni pouziva fluorescenéni detektor a UV/VIS
spektrofotometricky detektor (Adeniji et al. 2018).

Vysokoucinna kapalinova chromatografie je fyzikalni separacni technika provadéna
v kapalné fazi. Vzorek je rozdélen na jednotlivé slozky (analyty) na zakladé distribuce mezi
mobilni fazi (proudici kapalina) a stacionarni fazi (sorbent uvniti kolony). Vysokouc¢inna
kapalinova chromatografie se lisi od zakladni kapalinové chromatografie tim, ze pouziva
kolonu s malymi ¢asticemi, skrz kterou je za vysokého tlaku Cerpana mobilni faze. Metoda
HPLC je aplikovatelna na 60—80 % vSech existujicich slouCenin v porovnani s ptiblizné€ 15 %
u plynové chromatografie. Nevyhodou je, ze neexistuje zadny univerzalni detektor, jako je
napiiklad plamenové ioniza¢ni detektor v plynové chromatografii (Dong, 2019).

UV/VIS absorban¢ni detektor monitoruje absorbanci ultrafialového nebo viditelného
zateni v eluentu méfenim energetického poméru paprsku vzorku vici referencnimu. UV/VIS
detektor se sklada z deuteriové lampy, monochromatoru a malé priatokové cely. Standardni
UV/VIS detektor dokaze detekovat téméf vSechny PAU v rozsahu ultrafialového zareni
o vlnovych délkach 190-360 nm a HPLC systém vybaveny UV detektory je mozna jednou
z nejrozsirenéjSich analytickych metod pro jednoduché a rychlé méfeni koncentraci PAU
ve vzorcich zivotniho prostfedi (Mansouri et al. 2019).

3.5 Extrakéni metody vhodné pro vzorky zemin

Nejcastéjsi metody extrakce pro vzorky zemin a sedimentd pied jejich analytickym
stanovenim jsou Soxhletova extrakce, extrakce ultrazvukem, mechanické protfepavani,
zrychlena extrakce rozpoustédlem a superkriticka fluidni extrakce. Uinnost extrakce vzdy
zavisi na vzorku a typu pouzitého extrakéniho ¢inidla. Mechanicka extrakce protfepavanim je
veelku jednoducha metoda. Vzorek se tiepe s rozpoustédlem, nekdy se pridava vysousedlo,
jako naprtiklad siran sodny, ktery odstrani vlhkost ze vzorku a usnadni jeho rozbiti, ¢imz
se zvétsi jeho povrch pro kontakt s extrakénim rozpoustédlem (Adeniji et al. 2017).

Mechanicky zptusob extrakce tfepanim byl vybran pro pfipravu vSech vzorkd v této
diplomové praci. Nevyhodou oproti nejCastéji vyuzivané Soxhletové extrakci je vysoka
zavislost ucinnosti extrakce na typu vzorku, to by mélo byt ohlidano pfidanim surrogate
standardu do vSech pfipravovanych vzorkl. Surrogate standard je slouCenina s vlastnostmi
podobnymi stanovovanym analytim, jeho GCelem je poskytnout referen¢ni koncentraci, muze
nam tak poskytnout informaci o ztratach stanovovanych analyti napf. z divodu nedostatecné
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efektivni extrakce. Vyhodou mechanického tfepani je uspora ¢asu a vysoka kapacita —
na pouzivanou tfepacku od vyrobce Edmund Bithler GmbH se vejde vice nez 100 vzorka.

Soxhletova extrakce je vysoce ucinng, ale ¢asové velmi naro¢na metoda. Principem je
nepretrzité zahtivani a refluxovani vzorku s rozpoustédlem. Na konci ziskdvame vysoky objem
rozpoustédla ke koncentrovani. Metoda je méné vhodna pro tekavé latky. Soxhletovu extrakci
pouzivali pfi analyze ropnych uhlovodikl napt. Zrafi et al. (2013), pfi pouziti chloroformu jako
rozpoustédla a extrakci po dobu 16 hodin dosahovali velmi vysoké vytéznosti surrogate
standardu n-ikosanu, a to v rozmezi 97,4-98,9 %.

Ultrazvukova extrakce pouziva zvukové viny (ultrazvukové vibrace) pro zlepSeni
prechodu pozadovanych sloucenin ze vzorku do rozpoustédla. Oproti Soxhletové extrakci je
ultrazvukova metoda rychlejsi a zaroven se pouziva mensi objem rozpoustédla. Nevyhodou je
pracnost metody, kdy je obvykle nutné provadét vicenasobnou extrakci a filtraci pro kazdy
vzorek. Metodu ultrazvukové extrakce vyuzivali Cortes et al. (2012), extrakénim
rozpoustédlem byl v tomto pfipadé n-pentan. Extrakce ultrazvukem byla 3 opakovana, po 15
minutach v ultrazvuku se vzorky nechaly 30-60 minut usadit pfi pokojové teploté. Vytéznost
ropnych uhlovodikti u vzorkd spikovanych znamym mnozstvim stanovovanych sloucenin
se u takto pfipravenych vzorkll zemin pohybovala mezi 97-99 %.

Dle Dobbeleer et al. (2016) predstavuje metoda ASE = accelerated solvent extraction,
neboli zrychlena extrakce rozpoustédlem, vhodnou alternativu pro extrakci ropnych uhlovodika
ze zemin. Tato metoda byla vyvinuta pro sniZzeni objemu potfebného rozpoustédla a Casu pro
extrakci organickych kontaminanti z pevnych vzorki. S extrakci ASE je mozné dokoncit
extrakci vzorku uz za 20 minut, s pouzitim jen 50 ml extrakéniho rozpoustédla. Pro vyssi
ucinnost extrakce organickych latek z pevnych vzorka vyuziva ASE zvySenou teplotu a tlak.
Vysoky tlak udrzuje rozpoustédla v kapalném stavu i nad jejich bodem varu a tim pomaha
dosahnout rychlé a reprodukovatelné extrakce. Z divodu vysoké teploty extrakce neni tato
metoda vhodna pro semi-volatilni latky, proto se pouziva pro stanoveni uhlovodiki s bodem
varu >175 °C.

3.6 Extrakce pevnou fazi

Principem extrakce pevnou fazi neboli SPE (Solid Phase Extraction) je déleni latek mezi
dvé nemisitelné faze, znichz jedna je pevnd. Analyty pfechazi do pevné faze z plynné
¢i kapalné faze. SPE je jednou z mnoha technik pouzivanych v pribéhu analytického procesu
zacinajiciho odbérem vzorku a koncici findlnim analytickym krokem, kombinuje se s dalSimi
technikami jako je homogenizace, koncentrace, vymeéna rozpoustédla a mnoho dal§ich za cilem
ziskani takové formy vzorku, kterd je kompatibilni s analytickym pfistrojem potiebnym pro
analyzu. Pevnou fazi, na které dochazi k separaci analytt tvoii sorbent, ktery je cilené vybrany
pro danou skupinu analyti. Rozmanitost typu sorbenti piidava metodé SPE na slozitosti,
ale zaroven umozuje jeji vyuziti pro Siroké spektrum analyti (Simpson et al. 2000). Existuji
rozdilné druhy sorbentd, které vyuzivaji rizné sily nasledujicich interakci:

e Van der Waalsovy sily (nepoléarni)
e Vodikové vazby nebo dipolarni vazby (poléarni)
o Coulombické interakce (iontova vymena)
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3.6.1 Silikagel

Podle odhadu je silikagel zakladnim materidlem pro 90 % komercné vyrabénych
extrakCnich kolon. Zbyvajicich 10 % tvofti florisil, oxid hlinity, uhlik a syntetické polymery.
Silikagel je amorfni, vysoce porézni, Castecné hydratovana forma oxidu kiemicitého SiO».
Hydroxylové skupiny silikagelu umoziuji jeho modifikaci chemickou vazbou riznych
funk¢nich skupin, ¢imz se zvysi jeho selektivita. Oxid kfemicity pouzivany pro SPE je
v podstaté porézni a nekrystalicky, s obecnym vzorcem SiO2xH>O. Voda tvoii silanolové
skupiny Si-OH, které jsou polarni, a ptes které mohou byt vazany dalsi organické funkcni
skupiny (Telepchak et al. 2004).

Silikagel je jednim z nejpouzivanéjSich sorbentd, diky svym vlastnostem jako je vysoka
adsorp¢ni kapacita, porovitost a vysoka afinita k polarnim molekulam. V této praci se silikagel
pouziva k oddéleni aromatické frakce — predevSim PAU — od frakce alifatické. Predpoklada
se, ze mechanismus adsorpce PAU na silikagel zahrnuje ¢tyfi hlavni kroky — transport z vetsi
casti roztoku na vnéjsi povrch adsorbentu silikagelu, filmovou difuzi mezi hrani¢ni vrstvou
sorbent-roztok, intrac¢asticovou difuzi PAU strukturou vnitiniho poéru silikagelu a adsorpci
(Hall et al. 2009).
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3.7 Porovnani vybranych metod pro stanoveni ropnych frakci uhlovodiki

V Tabulce 4 jsou porovnany vybrané charakteristiky tii raznych analytickych metod
urcenych pro stanoveni ropnych uhlovodiki a metody diplomové prace.

Tabulka 4: Porovnani né€kolika vybranych charakteristik u metod zabyvajicich se stanovenim

ropnych uhlovodikd.
Jednotlivé Metody dle autort
parametry Cortes et al. Dobbeleer et al. Zrafi et al. Metoda
metody 2012 2016 2013 diplomové prace
il —
Metoda extrakce Ultrazvuk ASE Soxhletova Me?hafnf:ke
extrakce trepanti
M isr .. Adsorpcni
Cistici/délici i Florisil po o, .
Bez Cisténi ) kapalinova 2 g silikagel
krok extrakcei !
chromatografie
Extrak¢ni
L n-pentan n-hexan chloroform n-pentan
rozpoustédlo
Alifatické
S | >clo-c40 >C6-C35 >C5-C40
frakce Pouze celkova
A tické frakce C6—C35
romaticke ) frakee nestanovovany |  >C6-C35 >C6-C40
frakce
Instrumentace GC-FID GC-FID GC-FID GC-FID
DB-5 TRACE TR-5 (25 5115 032 7ZB-5
Kolona (30m x 0,32 (30 m x 0,25 ’ (30m x 0,32
mm x 0,52
mm x 0,25 um) | mm x 0,25 um) m) mm % 0,25 um)
Tk
Nastiikova . . .
technika Splitless Splitless Splitless On-Column
Davk :
av ?Var}e neuvedeno 2 ul 1 ul 5ul
mnozstvi
Nosny plyn He He N> H>
Tepl
eplota 320 °C 340 °C 280 °C 360 °C
detektoru

3.8 Validace

Validace metody je proces, ktery poskytnutim objektivnich dikazi potvrzuje, ze byly
splnény pozadavky pro konkrétni zamyslené pouziti nebo aplikaci metody. Objektivni dikaz
potfebny pro validaci je vysledkem testu nebo jiné formy stanoveni (CSN EN ISO 9000).
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Mezi validacni charakteristiky se fadi:

e Pracovni rozsah — uzavieny interval mezi spodni a horni hladinou koncentrace
analytu ve vzorku, pro ktery bylo validaci potvrzeno, Ze metoda je v ném
aplikovatelna a poskytuje vysledky s piijatelnou presnosti a preciznosti. Rozsah
by mél byt linearni, spodni Cast rozsahu je vétSinou ohrani¢ena limitem kvantifikace
(LOQ) nebo reportovani (LOR).

e Presnost — tésnost shody mezi jednou namétenou hodnotou veli€iny a pravou
(referencni) hodnotou métené veliCiny. Pojem presnost neni veli¢inou a neni dan
¢iselnou hodnotou veli€iny. Méfeni je prohlaseno za presn€jsi, kdyz nabizi mensi
chybu méfeni. V laboratofi se zjiStuje pomoci certifikovaného referenéniho materialu.

e Preciznost — mira shody mezi vysledky jednotlivych testt pii opakované aplikaci
metody na vice odbért homogenniho vzorku. Vyjadiuje se jako smérodatna odchylka
SD nebo relativni smérodatna odchylka RSD (variacni koeficient)

e Pravdivost méreni — t€snost shody mezi aritmetickym primérem veétsiho poctu
opakovanych namérenych hodnot veliCiny a referencni hodnotou veli¢iny. Miize byt
vyjadfena v procentech jako vytéznost.

e Vytéznost — pomér vysledku méfeni ku ocekavanému vysledku vyjadien v procentech

e Opakovatelnost — vztahuje se na méfeni uskute€néné na stejném materialu jednim
analytikem s pouzitim stejného postupu za stejnych podminek v kratkém casovém
obdobi. Opakovatelnost se vyjadiuje se jako relativni smérodatna odchylka RSD.

e Maezilehla preciznost — vyjadiuje presnost v ramci laboratofe v riznych dnech, rizné
analytiky a vybaveni.

e Reprodukovatelnost — vyjadiuje presnost postupu aplikovaného za rozdilnych
podminek, obvykle v riznych laboratofich, za pouZiti riznych zafizeni i ziskané
riznymi analytiky

e Limit detekce (LOD) — nejnizsi koncentrace analytu ve vzorku, kterou lze detekovat,
ale ne nutné kvantifikovat

¢ Limit kvantifikace (LOQ) — nejnizsi koncentrace analytu ve vzorku, kterou lze urcit
s pfijatelnou pfesnosti a preciznosti.

¢ Robustnost — méfitko schopnosti metody poskytnout stejné vysledky 1 pres malé
zmény parametrd metody. Poskytuje tdaj o spolehlivosti metody za bézného pouziti.

e Nejistota méreni — parametr piidruzeny k vysledku méfeni, ktery charakterizuje miru
rozptyleni hodnot, které by mohly byt divodné piisuzovany métrené veliciné

Nekteré validacni charakteristiky jsou definovany tak jak je popisuje Ravichandran et al.
(2010), dale je pouzita terminologie ze tietiho vydani mezinarodniho metrologického slovniku
VIM3 a jeho prekladu do Ceského jazyka publikovaného jako TNI 01 0115:2009 a volné
dostupného na https://www.unmz.cz/metrologie/slovniky/.
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4 Experimentalni ¢ast

Experimentalni ¢ast této diplomové prace je rozdélena do nékolika stézejnich Casti, kazda
cast zde bude uvedena jako samostatna podkapitola.

Jelikoz metoda diplomové prace bude nasledné komercné vyuzivana firmou ALS Czech
Republic, pro kterou je vyvijena, nékteré parametry v experimentalni ¢asti diplomové prace
nebyly zamémeé upiesnény (standardni navazka vzorku pro analyzu, objem ptfidaného
extrakéniho Cinidla, doba a rychlost mechanického tfepani, piesny teplotni program meéfici
metody pro GC-FID).

4.1 Laboratorni pristroje a material

4.1.1

4.1.2

Laboratorni sklo a material

100ml sklenéné Sroubovaci vzorkovnice s PTFE septem

sklenéna Pasteurova pipeta (délka 150 mm, délka Spicky 40 mm), Brand
sklenéna pipeta sklopna (Spacek), objem 10 ml a 20 ml, Kavalierglass
sklenéné kolona s fritou, objem 50 ml, vyroba na zakazku od sklatky
sklenéna stiikacka s pistem, objem 10 ml, vyroba na zakazku od sklarky
sklenéna kolona bez frity, objem 20 ml, vyroba na zakazku od sklarky
skelna vata — Pesticide Grade Glass Wool, Supelco

prany moisky pisek, Penta

standardizovana zemina loamy sand — typ 2.1, LUFA Speyer
automaticka pipeta 1-5 ml, Brand

automaticka pipeta 5 ml, Brand

5-1000 pl plynotésna sklenéna mikrosttikacka, Hamilton

sklenény konicky insert pro 2ml vialky, Chromservis

2ml sklenéné vialky, VWR

12mm vicka se septem silikon/PTFE, Chromservis

11mm klesté k zavirani vialek, Chromservis

tlustosténné zkumavky do centrifugy s vickem se septem PTFE
sklenéné kolonky Chromabond, Machery Nagel

plastové kolonky Chromabond, Machery Nagel

plastové kolonky pro frakcionaci extrahovatelnych ropnych uhlovodiki (EPH
Fractionation SPE), Restek

kolonky pro ropné uhlovodiky (Bond Elut TPH), Agilent
teflonové kolonky pro extrahovatelné ropné uhlovodiky (Strata EPH), Phenomenex

bézné laboratorni sklo

Pristroje a zarizeni

plynovy chromatograf s FID detektorem Agilent Technologies — 7890 A
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4.2

4.2.1

4.2.2

automaticky davkovac¢ do plynového chromatografu Agilent Technologies HP 7683
PC se softwarem pro plynovou chromatografii — Clarity software verze 8.4
kapilarni kolona Zebron ZB-5, 30 m x 0,32 mm x 0,25 pm (Phenomenex)

kapilarni pfedkolona nepolarni, 5 m x 0,32 mm, Merck

bublinkovy pratokomeér, Supelco

analytické vahy s rozliSenim 0,0001 g, OHAUS

laboratorni predvazky s rozlisenim 0,01 g, OHAUS

centrifuga multifunkéni, BOECO

chladni¢ka, Samsung

stojan na zakoncentrovani extrakti proudem dusiku, vyroba na zakazku

tfepacka s horizontalné-krouzivym pohybem a s nastavitelnou frekvenci kmiti a stalym
rozkyvem, Edmund Bithler GmbH

exsikator

Chemikalie

Chemikalie

n-Pentan pro stopovou organickou analyzu , SupraSolv, Supelco

Aceton pro rezidualni analyzu, p.a. Pestinorm VWR

Dichlormethan pro residuélni analyzu, p.a, Supelco

Demineralizovana voda (Milli-Q), < 0,060 puS/cm

NasPO7. 10H20 (pyrofosfat), Fluka

Siran sodny, bezvody praskovy, p.a, Supelco

Chlorid sodny, p.a. Lach-ner

Silikagel aktivovany pro frakcionaci na alifatické a aromatické uhlovodiky: Silikagel
90: 0,063-0,200 mm, 70-230 mesh ASTM (aktivace: nejméné 16 hodin pti 130 °C),
Fluka; pak uchovavani v exsikatoru maximalné¢ po dobu 14 dnd (sorbent oxid
fosforecny)

Technické plyny

vodik cistoty 5.0
dusik ¢istoty ECD
vzduch stlaceny

4.3 Standardy

4.3.1

Standardy potiebné ke stanoveni alifatickych a aromatickych frakci ropnych
uhlovodiku

Mix 17 alkant 100 pg/ml kazdého v n-hexanu, Chromservis (smés sudych n-alkant
C8-C40)
5-o -Androstan 2000 pg/ml v dichlormethanu, Sigma-Aldrich
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4.3.2

Antracen, Fluka

1-Chloroktadekan, 10000 pg/ml v dichlormethanu, Supelco

CRM, ktery obsahuje znamé mnozstvi ropnych uhlovodiki v pevné matrici véetné
certifikované hodnoty alifatickych a aromatickych frakci napt. TPH — Sand 1, Sigma-
Aldrich

n-Dekan, Merck

n-Dokosan, Sigma Aldrich

n-Dotriakontan, Sigma Aldrich

Dvouslozkovy standard motorové nafty a lubrikacniho oleje, vhodna piitomnost
pristanu a fytanu, katalogové ¢islo BAM-KO010, dodavatel Chromservis
2-Fluorobifenyl 10000 pg/ml v dichlormethanu, Sigma-Aldrich

GRO Standard alifatickych uhlovodiki C6—C10, 2000 pg/ml v dichlormethanu,
Absolute Standards Inc.

Motorova nafta, vhodna pfitomnost pristanu a fytanu, katalogové cislo BAM-KO008,
dodavatel Chromservis

Naftalen, Fluka

n-Nonan, Supelco

n-Oktakosan, Merck

Olej, napt. lubrikacéni olej, katalogové ¢islo BAM-K009, dodavatel Chromservis
n-Pentadekan, Labicom

n-Pentakosan, Sigma Aldrich

n-Pentatriakontan, Fluka

Smésny standard 16 PAU, 2000 ug/ml kazdého ve smési methylenchloridu a benzenu
(1:1), Sigma-Aldrich

Pristan, Merck

Standardy benzinu napf. bezolovnaty benzin (Unleaded Gasoline Composite)
2500 pg/ml v methanolu a letecky benzin (Restek Aviation Gasoline) 50000 ug/ml v
methanolu, Restek

Standard BTEX 2000 mg/l kazdého v methanolu, Neochema — obsahuje 6 analytu
(Benzen, Toluen, Ethylbenzen, m-Xylen, p-Xylen, 0-Xylen)

n-Tetrakontan, Restek

n-Tetrakosan, Sigma Aldrich

o-Terpenyl, 10000 pug/ml v dichlormethanu, Sigma-Aldrich

n-Triakontan, Sigma Aldrich

n-Trikosan, Sigma Aldrich

Kalibracni roztoky standardu

Z4asobni roztok RU (motorova nafta + olej 1:1) o koncentraci 10 mg/ml:

Bylo navazeno 250 +5 mg dvouslozkového standardu BAM-KO010 nafta/olej do 25ml
odmeérné bariky a doplnéno po rysku n-pentanem.
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Zasobni roztok bezolovnatého benzinu (Unleaded Gasoline Composite) o koncentraci

0.5 mg/ml:
e Do 5ml odmémé barky bylo odméfeno 1 ml standardu bezolovnatého benzinu

o koncentraci 2500 pg/ml, poté byl pfidan 1 ml acetonu a bainka byla doplnéna
n-pentanem po rysku.

Rada kalibragnich standardi

e Ze zasobniho kalibracniho roztoku byly odméfeny objemy dle Tabulky 5 do 10ml
odmeérnych banék, bariky byly doplnény n-pentanem tak, aby vznikla fada péti
roztokli s koncentracemi v rozsahu 0,055-2,25 mg ropnych uhlovodiku
s retencnim Casem >C5-C40 na 1 ml n-pentanu.

Tabulka 5: Ptiklad kalibra¢nich roztoku.

Zasobni | Zasobni roztok Vysledna , ,

a e, , Vysledna koncentrace

Kalibra¢ni | roztok bezolovnatého koncentrace )
, ] bezolovnatého
bod RU benzinu motorove nafty a benzinu - (mg/ml)
(ul) (ul) oleje — RU (mg/ml) £

KO 5 10 0,01 0,001

K1 25 50 0,05 0,005

K2 100 250 0,2 0,025

K3 250 500 0,5 0,05

K4 500 1250 1 0,125

K5 1000 2500 2 0,25

4.3.3 Pracovni roztoky standardu

Pracovni roztok 4 alifatickych uhlovodika — C10, C15, Pristan a C35 o koncentraci jednotlivych
analytu 1 mg/ml:

e Do 25ml odmérné bariky bylo navazeno 25 mg n-dekanu, 25 mg n-pentadekanu, 25 mg
pristanu a 25 mg n-pentatriakontanu, bailkka byla doplnéna po rysku n-pentanem.
Z divodu Spatné rozpustnosti n-pentatriacontanu byl roztok po doplnéni n-pentanem
vlozen na 10 minut do ultrazvukové lazné.

Pracovni roztok smési PAU (16 PAU) o koncentraci jednotlivych analytd 0.4 mg/ml:

e Do 5ml odmérné baiky bylo pfidano 1 ml standardu smési 16 PAU o koncentraci
2000 pg/ml, nasledné byla baiika doplnéna po rysku n-pentanem.

27



Pracovni roztok deviti n-alkand o celkové koncentraci alifatickych uhlovodika v roztoku 11

mg/ml:

e Ze standard( deviti vybranych n-alkand byl pfipraven smésny roztok navazenim
jednotlivych n-alkana dle Tabulky 6 do 25ml odmérné bariky. Barika byla doplnéna
po rysku n-pentanem. Z divodu Spatné rozpustnosti n-tetrakontanu byl roztok
po doplnéni n-pentanem vlozen na 10 minut do ultrazvukové lazné.

Tabulka 6: Navazky a vysledné koncentrace jednotlivych n-alkanti v pracovnim roztoku
(smés deviti alifatickych uhlovodiku).

o ysledna K
Alifaticky uhlovodik Navézka (mg) Visr‘;‘i‘tljku ‘znmcge/“ntlrgce
n-nonan - C9 30 1,2
n-dekan - C10 35 1,4
n-dokosan - C22 50 2
n-trikosan -C23 25 1
n-tetrakosan - C24 25 1
n-pentakosan - C25 25 1
n-triakontan - C30 35 1,4
n-dotriakontan - C32 25 1
n-tetrakontan - C40 25 1
Vysledny smesny: roztok 9 275 1
n-alkana

Pracovni roztok pyrofosfatu o koncentraci 22.5 g/L

Do 500ml odmeérné banky bylo navazeno 11,125 g pyrofosfatu a barika byla doplnéna
demineralizovanou vodou Milli-Q po rysku.

Roztok ke zjisténi retence jednotlivych uhlovodiku:

e Smésny standard 17 sudych n-alkanu se 20x nafedi n-pentanem a analyzuje se.

4.4 Ovéreni Cistoty pouzivanych materiali a chemikalii

e Pro ovéfeni mozné kontaminace plastovymi §pickami bylo do 10ml zkumavky
odebrano 5ml automatickou pipetou 8 ml n-pentanu. Objem pipety byl nastaven
na 2 ml, cely objem (8 ml) byl nabran jednou plastovou Spi¢kou. Po odebrani byl
n-pentan zakoncentrovan proudem dusiku na objem 1 ml a zméfen na GC-FID dle
parametr uvedenych v Tabulce 13.
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o Latexova rukavice byla vlozena do sklenéné vyzivy, poté bylo do vyzivy pfidano
20 ml n-pentanu a vyziva byla uzaviena. Po uzavteni byla vyziva kratce mechanicky
protfepana v ruce. Do meéfici vialky byl po protiepani odebran sklenénou
Pasteurovou pipetou n-pentan a nasledné byl zméfen na GC-FID dle parametra
uvedenych v Tabulce 13.

o Cistota n-pentanu byla ovéfena jeho zmé&fenim na GC-FID dle parametrd uvedenych
v Tabulce 13.

o Teflonova vicka pro méfici vialky byla testovana opétovnym nastfikem. Do méfici
vialky byl nabran n-pentan a vialka byla uzaviena teflonovym vickem. Nasledné byl
n-pentan zméten na GC-FID dle parametri uvedenych v Tabulce 13. opakované
ze stejné vialky (n=3).

o Komercni silikagelové kolonky byly promyty 10 ml dichlormethanu a nasledné
10 ml n-pentanu. Poté bylo naneseno 6 ml n-pentanu, ktery se jimal do sklenéné
zkumavky a nasledné 6 ml dichlormethanu, ktery se jimal do dalsi sklenéné
zkumavky. Dichlormethan i n-pentan ve zkumavkach byly zakoncentrovany
proudem dusiku na 1 ml a nésledné pfevedeny do méfici vialky a méfeny
na GC-FID dle parametra uvedenych v Tabulce 13.

4.5 Typy délicich kolonek a jejich priprava

Pro experimentalni ovéreni déliciho kroku byly pouzity 3 standardy, a to pracovni
roztok PAU mix o koncentraci jednotlivych analytt 0,4 mg/ml dale pak pracovni roztok Ctyt
alifatickych uhlovodiki o koncentraci 1 mg/ml jednotlivych uhlovodikii a standard BTEX
o koncentraci jednotlivych analyti 2 mg/ml. Standardy byly vzdy pfed nanesenim na kolonku
nafedény na pozadovanou koncentraci n-pentanem do 1 ml. Na kolonku byl vzdy nanesen 1 ml
extraktu, aby délici postup odpovidal piipravé realnych vzorka.

4.5.1 Silikagelova kolonka s 0,5 g silikagelu
4.5.1.1 Priprava a pouZziti

Kolonky byly pfipraveny nasledujicim postupem:

e Do sklenéné Pasteurovy pipety byl vlozen maly chomacek skelné vaty a pomoci
dlouhé sklenéné Pasteurovy pipety byla vata upéchovana, aby byla vytvorena zatka

e Do kolonky bylo nasypano 0,5 g aktivovaného silikagelu, poklepanim na kolonku
byl silikagel zbaven ptebytecného vzduchu

e Na povrch silikagelové kolonky bylo naneseno malé mnozstvi bezvodého siranu
sodného (cca 0,1 g) pro zabranéni vysychani kolonky

e Nasledné byla kolonka kondicionovana, nejprve se naneslo 5 x 1 ml dichlormethanu
anasledné 5 x 1 ml n-pentanu

o Takto pfipravena kolonka byla nasledné pfipravena k pouziti
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e Pro eluci alifatické frakce bylo pouzito 2 ml n-pentanu, aroméaty byly eulovany 3 ml
dichlormethanu *

*Silikagelova kolonka s 0,5 g silikagelu byla drive vyuZivana v laboratori a byl u ni jiz

znamy vysledny elucni objem n-pentanu pro alifatickou frakci i dichlormethanu pro

aromatickou frakci.

Obrazek 10: Silikagelova kolonka s 0,5 g aktivovaného silikagelu.

4.5.1.2 Opveéfeni délici kapacity kolonky

Nejprve byly kolonky testovany z hlediska jejich délici kapacity na 3 koncentra¢nich
hladinach pracovniho roztoku C10, C15, Pristanu a C35. Koncentrace jednotlivych analyta
v nanaseném extraktu byly nasledujici: 0,1 mg/ml, 0,5 mg/ml a 1 mg/ml. Pro kazdou
koncentracni hladinu bylo provedeno 5 opakovani.

Koncentrace jednotlivych alifatickych uhlovodika v extraktu nanaseném na kolonky
odpovida koncentracim v zeminé 50 mg/kg, 250 mg/kg a 500 mg/kg — pfi uvazovani
standardniho postupu (viz kapitola 4.6.1). Pro prepocet byla pouzita Rovnice 3 kdy za A je
dosazena znaméa koncentrace nanaSeného extraktu.
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Kde:

C je vysledna koncentrace uhlovodikt (mg/kg)
f je fedici faktor

Ve  je objem piidaného extrakéniho Cinidla v ml
m  je hmotnost vzorku v gramech

A je koncentrace extraktu v mg/ml vypoctena z kalibrace dle integrované
plochy piki extraktu vzorku

Rovnice 3: Vztah pro vypocet obsahu uhlovodikii v zemindach. Tento vztah byl pouZit jak pro
vypocet celkovych uhlovodiku (alifaticka + aromaticka frakce), tak pro vypocet alifatické
a aromatické frakce.

Druhy experiment byl provadén nanesenim smeésného standardu 16 PAU. Byly
nanaSeny 4 razné koncentrace jednotlivych PAU: 0,01 mg/ml, 0,02 mg/ml, 0,1 mg/ml
a 0,2 mg/ml. Pro kazdou koncentra¢ni hladinu byly provedeny 4 opakovani. Koncentrace
jednotlivych PAU v extraktu nanaSeném na kolonky odpovida koncentracim v zeminé 5 mg/kg,

10 mg/kg a 50 mg/kg a 100 mg/kg — pii uvazovani standardniho postupu (kapitola 4.6.1) — viz

Rovnice 3.

4.5.2 Sklenéna kolonka o objemu 50 ml s fritou, 2 g silikagelu

4.5.2.1 Priprava kolonky

Kolonky byly pfipraveny nasledujicim postupem:

Byla uzavtena spodni vypust a nasledné bylo do kolonky odmé&mym vélcem piidano
10 ml dichlormethanu.

Mechanickym klepanim na kolonku byl odstrafiovan vzduch, ktery zustava
predevsim ve frité.
V malé kadince byla pfipravena suspenze z 2 g silikagelu a 10 ml dichlormethanu.

Pfipravena suspenze silikagelu byla nalita do kolony, nésledné byla kadinka
proplachnuta malym mnozstvim dichlormethanu (cca 5 ml) a ten byl opét nanesen
na kolonku.

Bylo ovéfeno, ze vznikly sloupec silikagelu je jednotny, bez bublinek, prasklin
a jinych viditelnych naruseni.

Bylo pfidano malé mnozstvi bezvodého siranu sodného (0,2 g), ktery navrchu
kolony tvofi zatku a jima vzdu$nou vlhkost.

Z kolonky byl vypustén veskery dichlormethan a nasledné byla vypust opét
uzaviena.

Na kolonku bylo co nejrychleji naneseno 15 ml n-pentanu.
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o Takto pfipravena kolona byla po vypusténi n-pentanu pripravena k pouziti, n-pentan
byl vypustén tésné pred nanaSenim extraktu na kolonku.

Obrazek 11: Silikagelova kolona s fritou o objemu 50 ml s 2 g aktivovaného silikagelu.

4.5.2.2 Stanoveni elu¢niho profilu

Elucni profil sklenéné kolonky s fritou byl stanoven nasledovné:

e Pro experimenty byly na zakladé odhadu objemu naplnéné kolonky vybrany 4 rizné
elucni objemy pro alifatickou frakci - 6 ml, 7 ml, 8 ml a 9 ml n-pentanu

o Kazdy experiment byl proveden v duplikatu.

e Na kolonku pfipravenou postupem z kapitoly 4.5.2.1 byl nanesen 1 ml smé&sného
roztoku 4 alifatickych uhlovodikt (C10, C15, pristan a C35) a BTEX v n-pentanu.

Koncentrace BTEX i C10, C15, pristanu a C35 v nanaseném roztoku byla
0,04 mg/ml jednotlivych latek.

e Nasledné byl na kolonku nanaSen n-pentan po 1 ml az do finalniho testovaného
elu¢niho objemu pro alifatickou frakci (6—9 ml).
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o Kazdy 1 ml nanaseného n-pentanu byl jiman do méfici vialky, ktera byla oznacena
podle posloupnosti od pocatku jimani.

e Nasledna eluce aromatické frakce dichlormethanem byla provedena stejnym
postupem.

e Aromaticka frakce byla eluovana stejnym objemem u vSech experimenti — 10 ml
dichlormethanu.

e Oznacené vialky byly nasledné¢ zmeétfeny na GC-FID dle parametri uvedenych
v Tabulce 13.

e Zvysledki vSech méfeni byl stanoven elucni profil a na jeho zakladé byl vybran
nejvhodnéjsi elucni objem n-pentanu pro alifatickou frakci.

4.6 Priprava vzorku zemin

4.6.1 Extrakéni metoda

Do 100ml sklenéné Sroubovaci vzorkovnice s PTFE septem byl navazen homogenni
vzorek, ke vzorku bylo pfidano 20 ml pracovniho roztok pyrofosfatu o koncentraci 22,5 g/L.
Extrakce byla provedena do n-pentanu mechanickym tfepanim.

Po ukonceni tfepani byly vzorky ponechany 5 minut na stole, aby doslo k ustaleni fazi.
Horni pentanova faze byla odebrana pomoci sklenéné Pasteurovy pipety do tlustosténnych
centrifugacnich zkumavek s vickem. Odebrané extrakty byly odstfedény pfi rychlosti otacek
2500/minutu. Zkumavky byly po odebrani extraktu uzavieny.

S kazdym stanovenim byl vzdy pfipraven slepy vzorek MB (method blank) pro ovéfeni
Cistoty a odhaleni pfipadnd kontaminace b&hem piipravy. MB byl pfipraven standardné
(viz vyse) jako vzorek zeminy, kdy misto zeminy bylo navazen motsky prany pisek, ktery je
Cisty a neobsahuje zadné stanovované analyty.

4.6.2 Pouziti ,surrogate* standardu

Pti optimalizaci a validaci metody byly testovany nasledujici latky za icelem pouziti jako
tzv. surrogate standardy: 2-Fluorbifenyl; o-Terpenyl; 5-a-Androstan; 1-Chloroktadekane.
Standardy byly pfed pouzitim nafedény n-pentanem na koncentraci 50 ug/ml. Byla provedena
série experimenti (n=2) pro kazdy ztestovanych standardi. Na silikagelovou kolonku
pfipravenou dle postupu v kapitole 4.5.2.1 byl vzdy nanesen roztok n-pentanu obsahujici jeden
z testovanych standardu o koncentraci 50 pg/ml. Z kolonky byly nasledné eluovany alifaticka
a aromaticka frakce dle standardniho postupu uvedeného v kapitole 4.6.3. Zakoncentrované
finalni extrakty byly méfeny na GC-FID za podminek uvedenych v Tabulce 13.

4.6.3 Finalni zpracovani extraktu po délicim kroku

Extrakt vzorku ziskany postupem uvedenym v kapitole 4.6.1 byl rozdélen na alifatickou
a aromatickou frakci nasledujicim postupem:

Z centrifugacni zkumavky, do které byl odebran extrakt vzorku po mechanickém tfepani
bylo odebrano 1 ml extraktu a naneseno na pfipravenou sklenénou silikagelovou kolonu
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s nalevkou (kapitola4.5.2.1). Pod kolonku byla vlozena 15ml zkumavka a nasledné byla jimana
alifaticka frakce (8 ml n-pentanu), poté byla do dalsi 15ml zkumavky jiméana aromaticka frakce
(15 ml dichlormethanu). Obé zkumavky byly nasledné umistény na foukaci aparaturu, kde byly
zakoncentrovany proudem dusiku na finalni objem 0,5 ml. Zakoncentrované extrakty byly
prevedeny do méfici vialky, zavieny a méteny na GC-FID dle parametri uvedenych v Tabulce
13. Tento postup je validni pro sklenénou kolonu s nalevkou (kapitola 4.5.2.), ktera byla
vybrana jako vhodna varianta po sérii experimentd zahrnujicich i stanoveni elu¢niho profilu.

4.7 Optimalizace mérici GC metody

Byl otestovan vliv nasledujicich faktorti na opakovatelnost reten¢nich Cast n-alkant
C6-C10:

e Aplikace predkolony — standard n-alkani C6—C10 (GRO) byl nafedén n-pentanem
na koncentraci 20 ug/ml jednotlivych analyti a nasledné byl opakované zméfen
(n=15) na kolon¢ bez aplikované predkolony, poté byla aplikovana ptedkolona
a standard byl zméfen za stejnych podminek znovu (n=14). Rychlost nastiiku
u vSech experimentt byla nastavena na 800 pl/min.

o Davkovaci rychlosti — standard n-alkantt C6—C10 (GRO) byl natfedén n-pentanem
na koncentraci 20 ug/ml jednotlivych analyti a nasledné byl opakované zméfen
(n=15) na kolon¢ s aplikovanou ptedkolonou pii dvou riznych rychlostech nasttiku
600 pl/min a 1000 pl/min.

e Prutok mobilni fiaze kolonou — standard sudych n-alkanti C10—C40 byl nafedén
n-pentanem na koncentraci 5 pg/ml jednotlivych analyti a nasledné byl zméfen
na koloné s aplikovanou predkolonou a rychlosti néstfiku 600 pl/min pfi tfech
raznych hodnotach pritoku mobilni faze kolonou: 4 ml/min, 5 ml/min a 6 ml/min.

Teplotni program mérici metody pro GC-FID byl pro vSechny experimenty v kapitole 4.7
shodny a je uvedeny v Tabulce 13 (strana 49).

4.8 Vlastni stanoveni, nastaveni pristroje

Na zakladé vysledkii experimenti z kapitoly 4.7, byly nastaveny pracovni podminky
meéteni na GC. Vysledné pouzité podminky jsou uvedeny v Tabulce 13, v kapitole 5.5 (strana
49).

4.9 Vyhodnocovani naméienych zaiznamu

Vsechny extrakty zméfené na GC-FID byly vyhodnocovany pomoci software programu
Clarity. Pro zjisténi retenCnich casti jednotlivych n-alkand potiebnych k rozdéleni
stanovovanych frakci byl pfed kazdym méfenim vzorki zméfen smésny standard 17 sudych
n-alkani uvedeny v kapitole 4.3.3. Chromatogram byl rozdélen na jednotlivé pozadované
frakce za pomoci zjisténych retenénich ¢ast jednotlivych n-alkana a nasledné byly integrovany
celé plochy téchto frakei.
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4.10 Valida¢ni charakteristiky

Pro urCeni validacnich charakteristik optimalizované metody byly vyuzity dva typy
komer¢né dostupnych matric:
e nanizSich koncentracnich hladinach byl jako matrice pouzit motsky prany pisek,
ktery neobsahuje zadné cilové analyty.
e pro vyss§i hladiny byla pouzita standardizovand zemina od vyrobce LUFA
Speyer typu loamy sand, kterou vyrobce znaci jako typ 2.1.
Obsah susiny u obou vyuzivanych matric byl > 95 %. U experimentt z kapitoly 4.10.3.1 byly
pouzity také realné vzorky zemin.

4.10.1 Linearita a pracovni rozsah metody

Rozsah a linearita metody pro celkovou frakci ropnych uhlovodiki >C5-C40 byl
validovan proméfenim kalibracni kfivky v koncentracnich rozmezich 0,011-2,25 mg/ml, to
odpovida koncentracim 5,5-1125 mg/kg celkovych ropnych uhlovodika >C5-C40 ve vzorku
(pti uvazovani standardni pripravy uvedené v kapitole 4.6).

4.10.2 Mez detekce (LOD) a mez kvantifikace (LOQ)

Mez detekce i kvantifikace byly stanoveny na zakladé experimentalniho vyhodnoceni
variability vzorka méfenych pro kazdou frakci zvlast, a to dvéma pfistupy.

A) Pro stanoveni bylo pfipraveno 10 slepych vzorki MB = method blank. VSechny MB
byly pfipraveny dle standardniho postupu (kapitola 4.6), jako matrice byl pouzit prany motsky
pisek.

B) Pro oveéfeni bylo také pfipraveno 10 experimenti pro celkové frakce >C5-C40
Alifaticka frakce a >C6—C40 Aromaticka frakce. Jako matrice byl opét pouzit motsky prany
pisek. Vzorky pisku byly obohaceny stanovovanymi analyty dle Tabulky 7 a dale pfipraveny
standardnim postupem (kapitola 4.6). K obohaceni vzorkt byly pouzity standardy z kapitoly
4.3.3 a komer¢ni standard BTEX o koncentraci jednotlivych analytt 2000 pg/ml. Pridavany
objem standarda byl vypocitan tak, aby vysledné koncentrace ve frakcich >C5-C40 Alifaticka
frakce a >C6-C40 Aromaticka frakce odpovidaly pfiblizné jedné poloviné pozadovaného
limitu reportovani metody. VsSechny experimenty byly méfeny na GC-FID
za podminek uvedenych v Tabulce 13 (strana 49).
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Tabulka 7: Priprava koncentracni hladiny odpovidajici ptiblizn€ %2 pozadovaného limitu
reportovani celkové alifatické a aromatické frakci obohacenim praného moiského pisku.

BTEX standard (6 Pracovni roztok PAU Pracovni roztok
analytt), koncentrace (16 PAU) o deviti n-alkanti o
2000 pg/ml koncentraci 0,4 mg/ml | celkové koncentraci
jednotlivych analyti | jednotlivych analytd roztoku 11 mg/ml
Objem pridaného
standardu 7,5 ul S0 ul S0 ul
Referencni
hodnota 45 16 27,5
koncentrace
(mg/kg)
Referencni >C5-C40
Locnot >C6-C40 Aromaticka frakce: 20,5 Alifaticka frakce:
ovéfovanych 275
frakci (mg/kg) ’

Limit detekce byl vypocitan na zaklad€ variability opakovanych méfeni slepych vzorka
metody. Variabilita je vyjadfena jako standardni smérodatné odchylka (SD). Limit kvantifikace
LOQ je vyjadien jako nasobek LOD. Vypocty SD, LOD a LOQ jsou uvedeny v Rovnicich
4-6.

1 N
SD = NZ(xi—f)z
L=

Rovnice 4: Vypocet smérodatné odchylky, X je priimér hodnot, N je pocet opakovani.

LOD = (MBy+t(n-1))SD

Rovnice 5: vypocet LOD, kde MBy je priimérna koncentrace v mg/kg, t(n-1) je Studentova
kritickda hodnota pro jednostranny test pro (n-1) stupinui volnosti na hladiné vyznamnosti
98,7 % a SD je standardni smérodatnd odchylka. Pro vypocet byla pouZita hodnota z tabulky
kritickych hodnot pro studentovo rozdéleni. Jednotky LOD jsou mg/kg vzorku, pripadné mg/ml
extraktu.

LOQ = Kx LOD

Rovnice 6: vypocet LOQ, kde K je nasobict faktor, obvykle 3 nebo 3,33, jednotky jsou mg/kg
vzorku pripadné mg/ml extraktu. Pro vypocet v diplomové prdaci byl pouzit K= 3,33.
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4.10.3 Pravdivost, preciznost, presnost
4.10.3.1 Odhad pomoci obohacenych (fortifikovanych) vzorka

Preciznost a pravdivost metody byla vypocitana z experimentti na dvou koncentracnich
hladinach. Hodnota preciznosti byla ziskdna z opakovatelnosti na koncentra¢ni hladiné
1000 mg/kg a 190 mg/kg pro celkovou frakci >C5-C40. Pokusy na obou hladinach byly
provedeny v deseti opakovanich pro hladinu 190 mg/kg a 12 opakovani pro 1000 mg/kg.
Pravdivost byla stanovena porovnanim prameéru vSech meéfeni dané koncentra¢ni hladiny
s jeji referen¢ni hodnotou.

Hladina 1000 mg/kg byla pfipravena obohacenim matrice moiského praného pisku,
ktery neobsahuje zadné stanovované analyty. K navazce praného motského pisku bylo ptidano
20 mg + 2 mg Cistého standardu BAM-KO010 (standard nafty a lubrika¢niho oleje v poméru
1:1), nasledné byly vzorky zpracovany standardnim postupem (kapitola 4.6) a méfeny
na GC-FID s parametry uvedenymi v Tabulce 13 (strana 49).

Pro experimenty na koncentracni hladiné 190 mg/kg ropnych uhlovodikd byly

vyhledany realné vzorky zemin. Bylo vybrano 5 riznych zemin, pro ovéfeni vlivu riznych
matric na analyzu. U vS§ech vybranych zemin byl znamy vysledek analyzy parametru C10-C40,
byly vybrany vzorky, kde vysledek parametru C10-C40 ve vzorku odpovidal hodnoté
<10 mg/kg.
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Obrazek 12: 5 vybranych matric realnych vzorki zemin pouzitych pro experimenty na
hladiné 190 mg/kg.

Vzorky realnych matric byly oznafeny pismeny A-D, vzorek A byl jemny pisek
s obsahem vétsich kaminkd a obsahem susiny 99 %, vzorek B byl jilovita zemina homogenniho
charakteru s obsahem susiny 85,4 %, vzorek C byla zemina s vy$§im obsahem vody a mensimi
kaminky — susina byla 70,2 %, vzorek D byl vlhky pisek se susinou 94,3 % a vzorek E byl pisek
s obsahem kaminkd rGznych velikosti a suSinou 97,9 %. VSechny zeminy byly navazeny
v duplikatu a nasledné€ byly obohaceny podle Tabulky 8. Pro obohaceni vzorkt na poZzadovanou
koncentra¢ni hladinu byl pouzit standard smési 16 PAU o koncentraci 2000 mg/ml a pracovni
roztok deviti n-alkant o celkové koncentraci alifatickych uhlovodikli v roztoku 11 mg/ml

37



(kapitola 4.3.3). Obohacené vzorky byly zpracovany standardnim postupem (kapitola 4.6)
a nasledné byly méteny na GC-FID s parametry uvedenymi v Tabulce 13 (strana 49).

4.10.3.2 Odhad pomoci certifikovaného referenéniho materialu

Pro ovéfeni piesnosti metody byl pouzit také certifikovany referencni material
TPH — Sand 1, u kterého vyrobce uvadi vysledky pro nekteré ze stanovovanych frakci metody
diplomové prace. Ovéfeni bylo provedeno v duplikatu. Do 100ml sklenéné Sroubovaci
vzorkovnice s PTFE septem bylo navazeno 5 g CRM materialu, ktery byl nasledné zpracovan
standardnim postupem uvedenym v kapitole 4.6. Finalni extrakty byly zmétfeny na GC-FID
s parametry uvedenymi v Tabulce 13 (strana 49).

Tabulka 8: Priprava hladiny 190 mg/kg celkové alifatické a aromatické frakce >C5—-C40
obohacenim vzorki realnych matric.

Hiadina mix PAU (16 analytl), Pracovni roztok deviti n-alkant
190 me/k koncentrace 2000 pg/ml o celkové koncentraci roztoku
gike jednotlivych analyti 11 mg/ml
Objem pridaného
standardu opakovani 50 ul 200 pl
1y

Referencni hodnota
ovetovanych frakci

(mg/kg)

>C6—-C40 Aromaticka frakce: >C5-C40 Alifaticka frakce:
80 mg/kg 110 mg/kg

Pro vyjadieni preciznosti a opakovatelnosti byla vypocitana relativni smeérodatna
odchylka RSD, vypocet je uveden v Rovnici 7. Pravdivost byla vyjadiena jako vytéznost
prumérné hodnoty dané koncentracni hladiny — viz Rovnice 8.

SD(smérodatna odchylka)

RSD(%) = ————— p
(%) Primérna koncentrace obohaceného vzorku

Rovnice 7: Vypocet relativni smérodatné odchylky

Primérna kocentrace obohaceného vzorku

Vytéznost (%) = =
y (%) Referen¢ni koncentrace

Rovnice 8: Vypocet vytéznosti pro vyjadrent pravdivosti
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4.10.4 Reprodukovatelnost metody

Pro ovéfeni reprodukovatelnosti metody byly pfipraveny 2 série experimenti po péti
opakovanich na hladiné 190 mg/kg. Postup pfipravy byl shodny s ptipravou vzorkid realnych
matric zemin v kapitole 4.9.3. Byla pouzita standardizovana zemina , loamy sand“ — typ 2.1,
LUFA, ktera byla obohacena o stanovované analyty na koncentrac¢ni hladinu 190 mg/kg
(Tabulka 8). Na zakladé sepsaného standardniho opera¢niho postupu byly obé série
experimentu piipraveny dvéma riznymi pracovniky. Vysledky obou sérii experimentt byly
porovnany a jsou uvedeny v Tabulce 22.

4.10.5 Rozsirena nejistota metody

Pro vypocet nejistoty byla pouzita metoda ,,top-down. Ziskana hodnota byla vynasobena
faktorem 2 (faktor 1,96 je rozsifeni pro pokryti 95 % vysledk). K vypoctu byly pouzity
vSechny experimenty, pro které byla znama referencni hladina, pro frakci >C5-C40 byly
pouzity vysledky z koncentrac¢nich hladin 48 mg/kg, 190 mg/kg a 1000 mg/kg, pro >C5-C40
alifatickou frakce hladiny 27,5 mg/kg a 110 mg/kg a pro >C6—-C40 aromatickou frakci pak
koncentracni hladiny 20,5 mg/kg a 80 mg/kg. Rozsifena nejistota metody byla stanovovana pro
kazdou z vySe uvedenych frakci zvlast.
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S Vysledky
5.1 NejcastéjSi zdroje kontaminace z pripravy

Pred zahajenim experimentl byly otestovany pomucky a material, které mohou interakci
s pouzivanymi chemikaliemi kontaminovat meéfeny extrakt. Bylo otestovano i1 extrakéni
rozpoustédlo n-pentan. Na nasledujicich obrazcich 13-17 jsou zobrazeny chromatografické
profily testovanych pomucek a materiald, které mohou zpusobit kontaminaci interferujicimi
latkami béhem standardni pfipravy zemin pro stanoveni ropnych latek. VSechny materialy
a pomucky uvedené v této kapitole obsahem interferenti piesahuji pozadovany limit
reportovani minimalné u jedné ze stanovovanych frakci metody diplomové prace a nejsou proto
vhodné pro pouziti.

03 i 13 2 25 n 35 40

Obrazek 13: Chromatograficky profil n-pentanu s Cistotou 99,5 % od VWR, Pestinorm.

Na obrazku 13 je demonstrovan piiklad kontaminovaného n-pentanu interferujicimi latkami.
zOny integrace prednich frakci >C5-C10. Vysledky stanoveni by v pfipadé tohoto rozpoustédla
byly zna¢n€ nadhodnocené a nebylo by mozné dosahnout pozadovanych limit reportovani.
Dalsi ptiklady kontaminaci jsou zobrazeny na obrazcich 14-17.

— spicka 3_09-Mar-18 5 - Detector 2

ci0

5] NN R ARV —

- LMMM Spitka - kontaminace - nevyhovujicl

N Spika - bez kontaminace - vyhovujici
— _J y )l\_u'_A P U S S ‘J--_H#L,_‘_A; O S —
H T T

Obrazek 14: Chromatografické profily kontaminace z plastovych $pi¢ek pouzivanych s Sml
automatickou pipetou. Pro porovnani je také prelozen standard sudych n-alkana C10—C40.
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Obrazek 15: Chromatograficky profil kontaminace latexovou rukavici.
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Obrazek 16: Chromatograficky profil Cistého n-pentanu kontaminovaného jiz propichnutym
vickem méfici vialky, intenzita kontaminace se muze liSit.

Data\distoty Bondelut velkd 1 AL 12 16_2021 4_12_3 Detactor 1
— Datalymis plpst CHROMABOND final 1l AL_1_13_2022 7_16_49 FM_viel6 - Detector 1
— DatalRestef EFH 1 AL_12_14_2021 3_33_24 PM_vial24 - Detector

. plastova kelonka Chromabond
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. B
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Obrazek 17: Chromatografické profily slepy;h stanoveni komerc¢nich silikagelovych
kolonek.
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5.2 Kapacita silikagelové kolonky

Pti zvazovani moznosti piipravy délicich kolonek se nejprve vychazelo z texaské normy
TNRCC Method 1005, TNRCC Method 1006. V této norme pouzivaji pro podobné stanoveni
silkagelové kolonky s 2 g aktivovaného silikagelu. Byla otestovana také moznost pfipravy
mensich kolonek, naplnénych pouze 0,5 g aktivovaného silikagelu.

5.2.1 Sklenéné kolonky s 0,5 g silikagelu

Bylo provedeno nékolik sérii experimenti, kdy byla ovéfovana spravnost déliciho
kroku. Pti testovani moznosti pouziti délicich kolonek naplnénych pouze 0,5 g silikagelu bylo
zfejmé, ze tyto kolonky maji velmi nizkou délici kapacitu jiz pfi naneseni extraktu PAU
o koncentraci odpovidajici hladiné 10 mg/kg ve vzorku zeminy (pfi standardnim postupu
a navazce) bylo mozné pozorovat, ze nékteré PAU prechazeji do alifatické frakce. U vysSich
koncentraci PAU - 50 mg/kg a 100 mg/kg byl pak délici krok téméf neucinny. Obrazky 18-20
zobrazuji, jak se stoupajici koncentraci PAU prechazi tyto latky do alifatické frakce.

— Data\mix PAH 0.02mg_mi AL 7_29_20214_57_56 PM_vial54 - Detector 2

30
. Koncentrace PAU 0.02 mg/ml (10 mg/kg vzorku)
H

| J‘M L p\ A

Obrazek 18: Chromatograficky profil extraktu alifatické frakce pfi naneseni standardu PAU
o koncentraci 0,02 mg/ml.

Koncentrace PAU 0.1 mg/ml (50 mg/kg vzorku)

M L W‘ I

I I
T S N T T

Obrazek 19: Chromatograficky profil extraktu alifatické frakce pfi naneseni standardu PAU
o koncentraci 0,1 mg/ml.
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Koncentrace PAU 0.2 mg/ml (100 mg/kg vzorku)

|
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Obrazek 20: Chromatograficky profil extraktu alifatické frakce pfi naneseni standardu PAU
o koncentraci 0,2 mg/ml.

i)

5.2.2 Velké sklenéné kolonky s 2 g silikagelu

V piipad€¢ pouziti sklenénych kolonek s?2 g silikagelu (kapitola 4.5.2) doslo
ke spravnému rozdéleni aromatickych latek na vSech testovanych koncentracnich hladinéch,
které byly testovany. U experimentil, pro které byla znama referenc¢ni hodnota koncentrace
aromatickych latek (koncentrace aromatickych latek 20,5 mg/kg a 80 mg/kg) byly vysledky
vytéznosti aromatickych latek v aromatické frakci v rozmezi 89,5-124,9 %.

5.3 Elu¢ni profil silikagelové kolonky

Vysledny elucni objem alifatické frakce pro skelnéné kolonky s nalevkou, které byly
vybrany jako nejvhodnéjsi alternativa pro vyvijenou metodu byl stanoven na zaklad¢ eluc¢niho
profilu standardu sudych n-alkani a BTEX. Byla vybrana hodnota, pii které nedochazi
k vymyvani BTEX do alifatické frakce a zaroven v aromatické frakci nejsou zadné alifatické
uhlovodiky. Na Obrazku 21 je graf znazorfiujici obsah alifatickych a aromatickych uhlovodikt
v zavislostt na eluovaném objemu a rozpoustédle (n-pentan pro alifatickou frakci
a dichlormethan pro aromatickou frakci). Z Obrazku 21 je patmé, ze pik alifatickych latek
nastava kolem 5 ml a 1-3 ml neobsahuje jesté zadné métrené analyty, pik smési BTEX je kolem
11 ml (4 ml aromatické frakce) a u smési PAU se bude lisit, protoze BTEX se vymyvaji
z aromatickych latek nejdiive. U nizkych koncentracnich hladin aromatickych latek jsou
vSechny analyty vymyty uz od 8 ml aromatické frakce. Protoze u realnych vzorkt neni pfedem
znama koncentrace a typ kontaminantl, aromaticka frakce se vzdy eluuje 15ml dichlormethanu.
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Elucni profil sudych n-alkana C8-C40 a smési BTEX
60.0

50.0
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Koncentrace (%)
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0.0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Objem (ml)

e Alifatickd frakce = sm¢s 17 sudych n-alkani e Aromaticka frakce = smé¢s BTEX

Obrazek 21: Elucni profil sudych n-alkanti C8—C40 a smési BTEX, sklenéna kolonka
s nalevkou, 2 g silikagelu. Na ose objemu 1-8. ml n-pentan, 9. —18. ml dichlormethan.

5.4 Surrogate standard

Byla ovéfena spravnost rozdéleni 4 latek uvedenych v kapitole 4.6.2 a zjistén jejich
retencni Cas. U vSech testovanych standardi doslo ke spravnému rozdéleni na silikagelové
kolonce. 2-Fluorbifenyl a o-Terpenyl ze skupiny aromatickych uhlovodiki se eluovaly
v aromatické frakci a 5-a-Androstan i 1-Chloroktadekan patfici do skupiny alifatickych
uhlovodiki ve frakci alifatické. Na Obrazku 22 jsou pies sebe pielozeny chromatogramy vSech
testovanych standardu a 1ze tak porovnat jejich retencni Cas.

— DoMa ST D - Raeobigheny Ve Sl 4%_i_15_2022 11_33_21,PM il 16 - Detectr 1
5-Alpha-Androstane
2-Fluorobiphenyl 5-Alpha-Androstane

A — Data\ISTD A - chio

-

o-Terphenyl

-

1-Chlorooctadecane

‘\_s 'J.M..- . (-

o] T ' LI

Obrazek 22: Chromatogramy 4 testovanych standardu prelozené pies sebe.
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5.5 Vysledna mérici GC metoda

Na Obrazku 23 a 24 1ze vidét porovnani opakovatelnosti reten¢nich asu jednotlivych
pikt standardu GRO. Na Obrazku 23 je pfes sebe prelozeno 15 jednotlivych nastiika standardu
GRO zmeéfenych bez predkolony. Obrazek 24 predstavuje 14 nastifiki standardu GRO
zmeétenych za stejnych podminek, ale s pouzitim pfedkolony, ve vSech pfipadech byla rychlost
nastfiku 800 pl/min. Z jednotlivych retencnich Cast uhlovodika C6, C7, C8, C9 a C10 vsech
provedenych nastiiki byla stanovena relativni smérodatna odchylka, a to zvlast pro
experimenty bez predkolony a s pfedkolonou.

l‘ ‘;:jl‘ — Catdgn 100 L 157202017 14 53 viaht1 - Detactor
I il Fans
11— ;i,lr;-\: ﬂ,;.r&\ ‘

08 10 12 14 16 18 20

Tine [min]
Obrazek 23: Opakovatelnost retence uhlovodiki C6 a C7, teplotni program je uveden
v Tabulce 13, méfeno bez pouziti piedkolony a s rychlosti nastfiku 800 ul/min (15 nastiika).
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Obrazek 24: Opakovatelnost retence uhlovodiki C6 a C7, teplotni program je uveden v
Tabulce 13, méfeno s pouzitim predkolony a s rychlosti nastiiku 800 pl/min (14 nastiika).

o

Porovnanim hodnot relativni smérodatné odchylky pro jednotlivé retencéni Casy
n-alkani C6—C10 Ize usoudit, Ze aplikace predkolony ma pozitivni vliv na opakovatelnost
retencnich Casu, a to predev§im na u retencnich Casi uhovodiki C6 a C7. Vysledky jsou
uvedeny v Tabulkéach 9 a 10.
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Tabulka 9: Retencni Casy n-alkani C6-C10, 15 nastiikt standardu GRO. Podminky méfici
metody: pratok 6 ml/min, bez predkolony, rychlost nastfiku 800 pl/min.

Retencni ¢as [min]

C6 C7 C8 C9 C10

1 1,246 | 1,742 | 2,474 | 3,183 | 3,809

2 1,245 | 1,742 | 2,475 | 3,183 | 3,809

3 1,238 | 1,737 | 2,473 | 3,183 | 3,809

4 1,234 | 1,734 | 2,472 | 3,183 | 3,809

5 1,227 | 1,728 | 2,469 | 3,182 | 3,809

6 1,226 | 1,728 | 2,469 | 3,182 | 3,810

7 1,228 | 1,730 | 2,469 | 3,182 | 3,808

8 1,228 | 1,730 | 2,470 | 3,182 | 3,809

9 1,236 | 1,735 | 2,473 | 3,183 | 3,808

10 1,240 | 1,739 | 2,473 | 3,183 | 3,809

11 1,237 | 1,736 | 2,473 | 3,183 | 3,808

12 1,236 | 1,736 | 2,473 | 3,183 | 3,808

13 1,245 | 1,743 | 2,476 | 3,183 | 3,808

14 1,240 | 1,739 | 2,474 | 3,183 | 3,809

15 1,242 | 1,740 | 2,475 | 3,184 | 3,810
Prumér [min] | 1,237 | 1,736 | 2,473 | 3,183 | 3,809
SD [min] | 0,0068 | 0,0051 | 0,0023 | 0,0006 | 0,0007
RSD [%] 055 | 029 | 0,09 | 0,02 | 002

Tabulka 10: Retencni Casy n-alkani C6—-C10, 14 nastfikt standardu GRO. Podminky méfici
metody: pratok 6 ml/min, s predkolonou (5 m x 0,32 mm), rychlost nastiiku 800 pl/min.

Retencni ¢as [min]

Cé Cc7 C8 C9 C10

1 1,528 | 2,016 | 2,688 | 3,354 | 3,957

2 1,526 | 2,015 | 2,688 | 3,355 3,958

3 1,535 | 2,022 | 2,690 | 3,356 | 3,958

4 1,532 | 2,019 | 2,690 | 3,356 | 3,958

5 1,533 | 2,020 | 2,690 | 3,355 3,958

6 1,540 | 2,025 | 2,692 | 3,357 3,958

7 1,532 | 2,019 | 2,689 | 3,356 | 3,958

8 1,534 | 2,021 2,690 | 3,356 | 3,958

9 1,532 | 2,020 | 2,690 | 3,356 | 3,958

10 1,533 | 2,020 | 2,690 | 3,356 | 3,958

11 1,535 | 2,022 | 2,691 3,357 3,958

12 1,533 | 2,021 2,691 3,357 3,959

13 1,533 | 2,020 | 2,690 | 3,356 | 3,958

14 1,535 | 2,022 | 2,692 | 3,357 3,959
Pramér [min] | 1,533 | 2,020 | 2,690 | 3,356 | 3,958
SD [min] 0,00327 | 0,00251 | 0,00121 | 0,00088 | 0,00048

RSD [%] 0,21 0,12 0,04 0,03 0,01
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Obrazky 25 a 26 zobrazuji 15 méfeni pii rychlosti néstfiku 600 pl/min a 15 méfeni pii
rychlosti nastfiku 1000 ul/min. VSechny retencni Casy byly opét zaznamenany a jsou uvedeny
v Tabulkach 11 a 12. Opét byly porovnany vysledné relativni smérodatné odchylky retencnich
Casi jednotlivych n-alkani C6—C10 Zvysledkii se potvrdilo, ze kombinace aplikace
predkolony a pomalej§iho nastfiku 600 ul/min poskytuje vyborné opakovatelnosti retencnich
Casu a je to proto vysledné nastaveni validované metody.

B i \
P

15 18 20 22
o)

Obrazek 25: Opakovatelnost retence uhlovodiki C6 a C7, teplotni program je uveden
v Tabulce 13. méfeno s pouzitim predkolony a s rychlosti nastfiku 600 pl/min (15 nastfika).

]

Obrazek 26: Opakovatelnost retence uhlovodlku C6 a C7, teplotni program je uveden
v Tabulce 13, méfeno s pouzitim predkolony; rychlost nastfiku 1000 pl/min (15 nastfika).

[k

Vliv hodnoty prutoku mobilni faze kolonou na retenci a déleni n-alkani v méfeném
standardu je vidét na Obrazku 27, vechny tfi testované hodnoty pritoku mobilni faze kolonou
poskytuji dostacujici rozde€leni pro vyvijenou metodu diplomové prace.

— Dt2\C8.C40 100x low § mLminA_2__20223.02_59 PH_via - Detector 1
C10 Data \C8-C40 100x flow Smi_min A_2_9_20222_34_00 PM_vial8
C40

Prutok: 4 ml/min

Prittok: 5 ml/mi
C10

J‘ ] LH M MQ\JJQ Jj"

Obrazek 27: Chromatogram sudych n-alkant ClO C40 zobrazu]1c1 3 razné rychlost1 prutoku
mobilni faze kolonou (4 ml/min, 5 ml/min, 6 ml/min).
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Tabulka 11: Retencni Casy n-alkani C6—C10, 14 nastfikt standardu GRO. Podminky méfici
metody: pratok 6 ml/min, s predkolonou, rychlost nastfiku 1000 ul/min.

Retencni ¢as [min]

Cé Cc7 C8 C9 C10

1 1,548 2,033 2,697 3,360 | 3,960

2 1,546 | 2,032 | 2,697 3,359 | 3,960

3 1,544 | 2,031 2,695 3,359 | 3959

4 1,553 2,036 | 2,698 3,359 | 3,960

5 1,559 | 2,041 2,701 3,361 3,960

6 1,564 | 2,045 2,703 3,362 | 3,961

7 1,566 | 2,046 | 2,704 | 3,363 3,962

8 1,566 | 2,047 2,705 3,363 3,962

9 1,566 | 2,046 | 2,704 | 3,363 3,962

10 1,566 | 2,046 | 2,705 3,363 3,962

11 1,566 | 2,047 2,705 3,363 3,962

12 1,565 2,046 | 2,704 | 3,363 3,962

13 1,564 | 2,045 2,705 3,364 | 3,963

14 1,564 | 2,047 2,708 3,368 3,967

Prumér [min] | 1,560 | 2,042 | 2,702 | 3,362 3,962

SD [min] 0,00831 | 0,00618 | 0,00393 | 0,00245 | 0,00195

RSD [%] 0,53 0,30 0,15 0,07 0,05

Tabulka 12: Retencni Casy n-alkani C6—C10, 15 nastfikt standardu GRO. Podminky méfici
metody: pratok 6 ml/min, s pfedkolonou, rychlost nastfiku 600 pl/min.

Retencni ¢as [min]
C6 C7 C8 C9 C10
1 1,562 | 2,045 | 2,703 | 3,362 | 3,961
2 1,563 | 2,046 | 2,704 | 3,362 | 3,962
3 1,562 | 2,045 | 2,703 | 3,362 | 3,962
4 1,564 | 2,047 | 2,704 | 3,362 | 3,962
5 1,565 | 2,047 | 2,705 | 3,363 | 3,962
6 1,560 | 2,043 | 2,703 | 3,362 | 3,962
7 1,561 | 2,044 | 2,703 | 3,362 | 3,962
8 1,561 | 2,044 | 2,703 | 3,362 | 3,962
9 1,562 | 2,045 | 2,703 | 3,362 | 3,962
10 1,562 | 2,045 | 2,703 | 3,362 | 3,962
11 1,562 | 2,045 | 2,704 | 3,363 | 3,962
12 1,563 | 2,046 | 2,704 | 3,363 | 3,963
13 1,562 | 2,046 | 2,705 | 3,364 | 3,962
14 1,563 | 2,047 | 2,705 | 3,364 | 3,963
15 1,563 | 2,047 | 2,706 | 3,364 | 3,963
Pramér [min] | 1,562 | 2,045 | 2,704 | 3,363 | 3,962
SD [min] | 0,00123 | 0,00125 | 0,00099 | 0,00083 | 0,00052
RSD [%] 0,08 0,06 0,04 0,02 0,01
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Vysledna méfici metoda je optimalizovana, aby odpovidala pozadavkim metody —
dostatecné vysoka odezva, dobré rozdéleni predevSim piednich analyt, rychlost metody.
Na zaklade vysledkt v této kapitole (5.5) byla nastavena finalni instrumentalni metoda, jeji
parametry jsou uvedeny v Tabulce 13.

Tabulka 13: Parametry nastaveni GC.

Teplota nasttiku Track oven

Objem nastfiku 5ul

Metoda nastiiku On-column

Davkovaci rychlost 600 pl/min

Teplotni program celkovy ¢as 17 min, rozmezi teplot 33-350 °C
Kolona ZB -5 (30 m x 0,32 mm % 0,25 pm)
Nosny plyn vodik

Teplota detektoru 350 °C

Pratok vzduchu 350 ml/min

Pratok dusiku Makeup flow | 25 ml/min

Mod Constant Flow

Pratok 6 ml/min

5.6 Linearita a pracovni rozsah metody

Bylo zjiSténo, ze metoda vykazuje linearni zavislost v rozsahu koncentraci méfenych
roztokti 0,011 mg/ml — 2,25 mg/ml s korelacnim faktorem >0,999. Rozsah metody byl
validovan v koncentracnich mezich 0,011 mg/ml — 2,25 mg/ml v celkové frakci >C5-C40.
Rozsah koncentraci métenych roztokti odpovida rozsahu koncentraci
5,5 mg/kg — 1125 mg/kg ve vzorku zeminy.V piipadé koncentraci analytd ve vzorcich vyssich,
nez je horni mez koncentracniho rozmezi by bylo nutno vzorky vhodné fedit. Na Obrazku 28
je uveden priklad kalibracni kfivky zkonstruovany ve vyhodnocovacim programu Clarity,
veetné vysledného korelac¢niho faktoru, ktery ma hodnotu 0,99987.
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Obrazek 28: Kalibrac¢ni kfivka v programu Clarity.

5.7 LOD, LOQ a limit reportovani metody

lug/ul]

Pozadované limity reportovani vychazeji z legislativnich pozadavku, které se v riznych
zemich mohou ligit. V Ceské republice jsou v legislativé uvedeny je limitni hodnoty pro
parametr TPH (C10-C40). Limit reportovani i vypocitané limity LOD a LOQ jsou uvedeny
v Tabulce 14. Vypocitané hodnoty LOD i LOQ jsou u vSech stanovovanych frakci mensi nez

pozadovany limit reportovani, jedna se proto o vyhovujici vysledek.

Tabulka 14: Vypocitané LOD, LOQ. Spocitano z vysledkt deseti slepych stanoveni.

Stanovovana PoZadovany
frakce LOD LOQ limit - Legislativa
reportovani
[mgr/kg] | [mg/kg] [mg/kg/DW] Jome
ve vzorku | ve vzorku ve vzorku
>C5-C6 Turecko*
Alifaticka frakee | 10 | 041836 1
co-C7 Turecko*
Alifaticki frakee| 0% | #7140 !
C7-C8 Turecko*
Alifatické frakee| 000 | 003965 1
C8-C9 N/A
Alifatické frakee | 000 | 0:28089 1
C9-C10 N/A
Alifaticka frakee | 000 | 0:28018 1
C10-C12 N/A
1
Alifatické frakee | 000 | 03039 5
C12-C16 N/A
7 23487 1
Alifatick frakee | 007 | 02348 0
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Pozadovany

Stanovovand |, | 1oQ limit Legislativa
frakce L,
reportovani
k
[mg/kg] | [mg/kg] [mg/kg/DW] Zome
ve vzorku | ve vzorku ve vzorku
Cl16-C21
Alifaticka frakce 0.1 0,37 10 N/A
C21-C30
Alifaticka frakce 0.25 0.84 10 N/A
C30-C35
Alifatickd frakce | % 0.29 10 N/A
C35-C40
Alifaticka frakce 0,36 1.21 > N/A
>C5-C40
Alifaticka frakce 0,54 1.7 3 N/A
>C6-C7
Aromaticka frakce 0,08 0,27 ! N/A
C7-C8
Aromaticka frakce 0.13 0,44 ! N/A
C8-C9
Aromaticka frakce 0,07 0,22 ! N/A
C9-C10
Aromaticka frakce 0.13 0,43 ! N/A
C10-C12 M
A ES
Aromaticka frakee | 1° 0,34 > Svédsko
C12-Cl16 M
A ES
Aromatické frakce 0,18 0,62 10 Svédsko
Cl16-C21 M
A ES
Aromaticka frakce 0,15 0,48 10 Svédsko
C21-C30 .
A ES
Aromatick frakce 0,08 0,26 10 Svédsko
C30-C35 .
A ES
Aromaticka frakce 0,06 0,20 10 Svédsko
C35-C40
Aromaticka frakce 0.21 0,69 > N/A
>C6-C40
Aromaticka frakce 0.41 1,35 3 N/A
>C5-C6 0,13 0,42 1 N/A
C6-C7 0,11 0,38 1 N/A
C7-C8 0,13 0,45 1 N/A
C8-C9 0,13 0,43 1 N/A
C9-Cl10 0,13 0,44 1 N/A
C10-C12 0,13 0,44 5 N/A
C12-Cl16 0,19 0,62 10 Polsko*
Cl16-C21 0,13 0,43 10 Polsko*
C21-C30 0,26 0,85 10 Polsko*
C30-C35 0,08 0,27 10 Polsko*
C35-C40 0,44 1,45 5 N/A
>C5-C40 0,74 2,46 55 N/A
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*V poslednim sloupci Tabulky 14 jsou uvedeny zemé, pro které jsou sledovany vybrané
parametry a jejichz limit vychazi z nasledujicich dokument:

e Polsko: Ministerstvo zivotniho prostiedi Polské republiky.2016. Natizeni
Ministerstva zivotniho prostiedi o zpisobu hodnoceni znecisténi zemského
povrchu. Varsava. Polozka 1395.

e Turecko: Dokument Ministerstva zivotniho prostiedi, urbanizace a zmény
klimatu Turecké republiky. 2009. Posouzeni rizika kontaminovanych mist —
technicky privodce. Ankara.

o Svédsko: Svédska agentura pro ochranu Zivotniho prostiedi. 2016. Vieobecné
smérné hodnoty pro kontaminovanou pudu. Stockholm.

V Tabulce 15 jsou uvedeny vypocitané LOD a LOQ hodnoty ziskané z vysledku
experimentll na koncentraCnich hladinach 20,5 mg/kg pro frakci aromatickych uhlovodika
>C6—C40 a 27,5 mg/kg pro frakci alifatickych uhlovodiki >C5-C40 Vypocitané hodnoty LOQ
jsou nizsi nez hodnoty pozadovanych limit reportovani, vysledky jsou tedy vyhovujici.

Tabulka 15: Vypocitané LOD a LOQ. Spocitano z vysledkt deseti experimentd na hladiné V2
pozadovaného limitu reportovani pro dané frakce.

Stanovovana Pozadovany
LOD LOQ limit

frakce .

reportovani

[mg/kg] | [mg/kg] | [mg/kg/DW]

ve vzorku | ve vzorku | ve vzorku
>C5—C40 9,0 30,0 55
Alifaticka frakce
>C6—C40 6.9 23,0 55
Aromatickd frakce
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5.8 Pravdivost, preciznost

Tabulky 16-21 zobrazuji vysledky experimentd na vybranych koncentracnich
hladinach, vypocitané relativni smérodatné odchylky, vytéznosti a v pfipadé znamé referencni
hodnoty stanovované frakce je uvedena vzdy 1 hodnota pravdivosti. VSechny vysledky jsou
vyhovujici, vytéznost vSech ovéfovanych parametri na ruznych koncentra¢nich hladinach
se pohybuje v rozmezi 70,6-124.,9 %.

Tabulka 16: Vypocitana pravdivost a relativni smérodatna odchylka pro experimenty na
koncentracni hladiné 1000 mg/kg stanovovanych latek.

Stanovovana Prumér | Relativni smérodatna . .,
frakee (n=12) odchylka Pravdivost | Referenc¢ni hodnota
[mg/kg] (%] (%] [mg/kg]
ve vzorku ve vzorku
>C5—C40 826.8 6.67 ; ;
Alifaticka frakce
>C6—C40 236.6 1,11 ; ;
Aromaticka frakce
>C5—C40 1063,3 4,51 106,3 1000

Tabulka 17: Vysledky jednotlivych experimentd na koncentracni hladiné 1000 mg/kg.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10 | 11 | 12
>C5—C40
Alifaticka frakce | 759 | 890 | 898 | 805 | 876 | 871 | 805 | 863 | 716 | 821 | 802 | 814
[mg/kg]
>C6—C40
Aromaticka frakce | 267 | 250 | 209 | 278 | 205 | 210 | 212 | 215 |235| 236 | 265 | 257
[mg/kg]
>C5—C40 [mg/kg] | 1026 | 1140 | 1107 | 1083 | 1081 | 1081 | 1017 | 1078 | 951 | 1057 | 1067 | 1071
Vytéznost [%] [102,6|114,0|110,7|108,3 | 108,1|108,1 |101,7|107,8{95,1 |105,7|106,7 | 107,1

Tabulka 18: Vypocitana pravdivost a relativni smérodatna odchylka pro experimenty na
koncentracni hladiné 190 mg/kg stanovovanych latek.

. Prumér Relativni smérodatnd Pravdivost | Referen¢ni hodnota
Stanovovana odchylka
fraki US
rakce [mg/kg] (%] (%] [mg/kg]
ve vzorku ve vzorku
>C5—C40 97,1 11,80 88,3 1100
Alifaticka frakce
>C6—C40 78,6 6.80 982 80,0
Aromaticka frakce
>C5—C40 175,7 7,38 92,5 190,0
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Tabulka 19: Vysledky jednotlivych experimentt na koncentracni hladiné 190 mg/kg.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
o >,CS_C4O 116 [ 106 | 85 | 101 [109| 89 | 96 | 80 | 88 | 101
Alifatickd frakce [mg/kg]
Vytéznost [%] 105,4(96,7| 77,7 | 91,7 |98,6 80,6 | 87,4 |73,1|79,8| 91,6
>C6-C40 76 |77 | 82 | 83 | 74| 72| 83 | 73| 78 | 88
Aromaticka frakce [mg/kg]
Vytéznost [%] 94,6 {96,3|102,6(104,2|92,3|89,5|104,3|91,0(97,8|109,7
>C5—C40 [mg/kg] 192 | 183 | 168 | 184 | 182|160 | 180 | 153 | 166 | 189
Vytéznost [%] 100,9(96,5| 88,2 | 97,0 |96,0 (84,3 | 94,5 |80,6|87,4| 99,2

Tabulka 20: Vypocitana pravdivost a relativni smérodatna odchylka pro experimenty na
koncentracni hlading€ 48 mg/kg stanovovanych latek.

; Relativni «
Stanovovana 0y N . . Referenc¢n
Prumér | smérodatna Pravdivost ,
frakce i hodnota
odchylka
[mg/kg] (%] (%] [mg/kg]
ve vzorku ve vzorku
>C5—C40 24,8 13,97 90,1 27,5
Alifaticka frakce
>C6—C40 2,2 11,08 108.4 205
Aromaticka frakce
>C5—C40 47,0 10,30 97,9 48,0

Tabulka 21: Vysledky jednotlivych experimenta na koncentracni hladiné 48 mg/kg
stanovovanych latek.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
o >C5-C40 25,1 | 294 | 28,7 | 28,9 | 22,8 | 20,5 | 19,4 |22,8| 24,9 |254
Alifaticka frakce [mg/kg]
Vytéznost [%] 91,1 [106,8|104,2|105,0| 82,9 | 74,6 | 70,6 [82,9| 90,6 | 92,5
,>C6_C4O 250 | 243 | 21,2 | 25,6 | 22,7 | 20,9 | 23,3 |18,5| 22,0 | 18,6
Aromaticka frakce [mg/kg]
Vytéznost [%] 122,0118,7|103,5{124,9|110,6 | 102,0 | 113,7 [ 90,3 | 107,1 | 90,8
>C5—C40 [mg/kg] 50,1 | 53,7 | 49,9 | 54,5 | 45,5 | 41,4 | 42,7 |41,3| 46,9 | 44,0
Vytéznost [%] 104,31111,9]103,9(113,5| 94,7 | 86,3 | 89,0 [86,1| 97,6 |91,7
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5.9 Reprodukovatelnost metody

V Tabulkach 22 a 23 jsou porovnany vysledky experimenti na koncentra¢ni hladiné
190 mg/kg ropnych uhlovodikii >C5-C40 pripravené dvéma riznymi laboranty. Byly
vypocitany i hodnoty vytéznosti, pravdivosti a RSD. Vysledky vSech parametrti jsou vyhovujici
a poukazuji na dobrou reprodukovatelnost metody.

Tabulka 22: Vysledky experimenti na koncentracni hladiné 190 mg/kg stanovovanych latek
pfipravenych dvéma riznymi pracovniky.

Laborant 1 Laborant 2

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

) .>C5_C4O 124,8(123,9|125,2|102,9( 98,9 |125,3| 98,2 | 1154|117,8|101,5
Alifatickd frakce [mg/kg]

Vytéznost [%] 113,5(112,7| 113,8 | 93,6 | 89,9 | 114,0| 89,3 | 104,9|107,1 | 92,3

,>(;6_C40 98,3 1949 | 952 | 97,0 | 79,9 1 93,0 | 82,9 | 80,9 | 83,7 | 94,0
Aromaticka frakce [mg/kg]

Vytéznost [%] 122,8(118,7|119,0 | 121,2| 99,9 | 116,3|103,7|101,1|104,6 (117,5

>C5—C40 [mg/kg] 223,1(218,9(220,4|199,9 | 178,8]218,4|181,2|196,2|201,5|195,6

Vytéznost [%] 117,4(115,2|116,0 | 1052 | 94,1 §114,9| 95,3 |103,3|106,0 | 102,9

Tabulka 23: Vypocitana pravdivost a relativni smérodatna odchylka experimentt na
koncentracni hladiné 190 mg/kg stanovovanych latek pfipravenych dvéma riznymi
pracovniky.

Stanovovani Prumér Relativni smérodatni Pravdivost | Referen¢ni hodnota
frakce odchylka
[mg/kg] (%] (%] [mg/kg]
ve vzorku ve vzorku
>C5—C40 1134 1035 103,1 1100
Alifaticka frakce
>C6—C40 90,0 8,02 12,5 80,0
Aromaticka frakce
>C5—C40 2034 7,97 107,0 190,0

5.10 Nejistota metody

V tabulce 24 jsou uvedeny hodnoty nejistoty odhadnuté pfistupem top-down*
a rozsifené nejistoty. Hodnoty nejistoty byly vypocitany ze vSech vysledki naméfenych
z validaCnich experimentt, pro které byla znama referenc¢ni koncentra¢ni hladina. Pro ziskani
rozsifené nejistoty byl pouzit koeficient rozsifeni 2 (faktor 1,96 je rozsiteni pro pokryti 95 %
vysledki).
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Tabulka 24: Vysledky rozsifené nejistoty metody spocitané pomoci ANOVA

Nejistota ANOVA | RozSii‘ena nejistota | Primérna vytéznost | Prumérna RSD
[%] [%] [%] [%]
>C5-C40 1,50 3,01 89,2 12,9
Alifatickd frakce
>C§_C4O 5,05 10,09 103,3 9,00
Aromatickd frakce
>C5—-C40 4,89 9,78 98,9 7,60

5.11 Analyza certifikovaného referencniho materialu
V Tabulce 25 jsou uvedeny vysledky analyzy (pfipraveného) -certifikovaného

referencniho materialu, k némuz je pfilozen list parametrt a informaci od vyrobce — Ptiloha 4.

Tabulka 25: Vysledky dvakrat analyzovaného (pfipraveného) certifikovaného referen¢niho
materialu (TPH — Sand 1, Sigma-Aldrich)

CRM 1 CRM 2
Referen¢ni Shoda Shoda
hodnota CRM 1 v ramci CRM 2 v ramci
Parametr .. ..
koncentrace | [mg/kg] nejistoty [mg/kg] nejistoty
[mg/kg] metody metody
(30 %) (30 %)
>C8—C10 Alifaticka frakce | 5.68+0.36 | 4,10+1,23 ANO 4,80+ 1,44 ANO
C10—C12 Alifaticka frakce 239+28 32,0+£9,6 ANO 28,6+ 8.6 ANO
C9—C18 Alifaticka frakce 96,5+ 133 116 £35 ANO 105 £ 32 ANO
>C12—C16 Alifaticka frakce | 74,747 | 80,7+24,2 ANO 72,9 +21,9 ANO
>C16—C21 Alifaticka frakce | 60,9+39 | 39,9+12,0 NE 36,1 +£10.8 NE
>C21—C34 Alifaticka frakce | 9.78 0,62 | 10,2+ 3,1 ANO 7,30 £2.19 ANO
C19—C36 Alifaticka frakce | 37,1+10,1 | 18,5%+5,6 NE 16,5+5.0 NE
>C§_C10 1,36 +0,17 | 2,00+0,60 ANO 2,00 £ 0,60 ANO
Aromaticka frakce
C10—C12 Aromaticka frakce | 13,6 +0.9 11,3+3,4 ANO 12,9+3,9 ANO
>C1,2_C16 45,029 |499+15,0 ANO 62,3+ 18,7 ANO
Aromaticka frakce
>C1,6_C21 55,7+3,5 | 34,0+10,2 NE 35,7+10.7 NE
Aromaticka frakce
>C2,1_C34 8,98+0,57 | 7,90 £2,37 ANO 8,00 2,40 ANO
Aromaticka frakce
C11—C22 Aromaticka frakce 104 + 14 90,5+ 27,2 ANO 111 £33 ANO
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6 Diskuze

6.1 Selektivita a rusivé vlivy

Jak bylo uvedeno jiz v kapitole 3.4.1 FID detektor neni selektivni, a proto kontaminace
nezadoucimi latkami béhem pifipravy muaze ovlivnit vyslednou analyzu.
Mozné pficiny interferenci mohou byt nasledujici:
e kontaminace rozpoustédel

o kontaminace laboratorniho skla
e pfitomnost koextrahovatelnych latek v plastovych pomuckach

Aby se zamezilo mozné kontaminace musi byt dodrzovana pravidla uvedena nize.

Eliminace interferenci:

vvvvv

e Pouzivany n-pentan pro extrakci vzorki musi mit nejvyssi Cistotu a vzdy musi byt
testovana kazda nova Sarze ptipravou nekolika slepych stanoveni MB.

e Snaha o zamezeni pouziti jakychkoliv plastovych pomicek, jelikoz jsou z plastu po
kontaktu s rozpoustédly n-pentanem a zejména dichlormethanem uvoliiovany
kontaminujici latky.

e Opatrné pirevadeéni extraktu do méficich vialek, aby bylo zamezeno kontaktu
ochrannych latexovych rukavic sextraktem, jsou znich také uvolilovany
kontaminujici latky.

e Vialka s extraktem je méfena na GC-FID opétovné pouze pokud bylo vyménéno
teflonové vicko. Pfi opakovaném nastfiku zpusobuje jiz propichnuté vicko
kontaminaci extraktu.

e Pied kazdym meéfenim na GC jsou vyménény oplachové vialky, pro oplach je
pouzivan aceton a n-pentan (3 oplachové vialky od kazdého), davkovaci stiikacka
je vzdy promyta nejprve acetonem a poté n-pentanem (nastaveno automaticky
v software Clarity).

e Pouzivané laboratorni sklo je po pouziti umyto automatickym programem v mycce
a nasledné proplachnuto nejprve dichlormethanem a poté n-pentanem.

6.2 Priprava délici kolonky

Jednim z nejdilezitéjsich krokl v této diplomové praci byl navrh kolonek pro rozdéleni
ziskaného extraktu na alifatickou a aromatickou frakci. Bylo ovéfovano spravné rozdé€leni
stanovovanych analytd pomoci standarda alifatickych uhlovodikt, PAU a BTEX. Spravné
rozdéleni BTEX od alifatické frakce je kritickym krokem, jelikoz se tyto latky Casto prechaze;ji
do alifatické frakce, a to z divodu nizsi afinity k silikagelu. Pokud kolonka spravné déli BTEX
a alifatické uhlovodiky, lze predpokladat, ze bude dostatecné€ uUcCinna i pro separaci PAU
od alifatické frakce. PAU maji diky svym vlastnostem vyssi afinitu k silikagelu nez BTEX.
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Pti optimalizaci finalniho postupu a vybéru frakcionacni kolonky byly zohlediiovany
nasledujici faktory:
e Robustnost — mensi odchylky v pfipravé kolonek nesmi mit zasadni vliv na konecny
vysledek. Je tfeba zohlednit, ze v bézném laboratornim provozu musi postup
zvladnout nékolik laboranta.

e Jednoducha ptiprava, prakti¢nost — laboratorni personal musi byt schopen zpracovat
napt. i nékolik desitek vzorkl za den.

o Cena —vysledna cena kolonky nesmi pfili§ navysit celkovou cenu analyzy

e Spravnost — kolonka musi byt funkéni a spravné rozdélit stanovované analyty,
s dirazem predevs§im na separaci t€kavych aromatickych latek BTEX

e DostateCna kapacita — kolonka by méla délit aromatickou a alifatickou frakci
uhlovodik i pfi vyssich koncentracich, které mizeme nachazet v realnych vzorcich.
V ptipadé nedostatecné kapacity kolonky, by bylo nutné vysoce kontaminované
vzorky reanalyzovat, ¢imz by dochazelo k navySovani nakladi na provoz metody.

Po nékolika sériich experimentt a testovani byla jako nejvhodnéjsi varianta pro délici
krok vybrana sklenéna kolonka s nalevkou a fritou (kapitola 4.5.2). Pro stanoveni spravného
elu¢niho objemu n-pentanu pro alifatickou frakci a dichlormethanu pro aromatickou frakci,
bylo nutné experimentalné urcit elucni profil alifatickych i aromatickych uhlovodika
nanesenych na tuto kolonu. Béhem experimentll pro stanoveni elu¢niho profilu kolonky bylo
pro eluci aromatické frakce pouzito 10 ml dichlormethanu, coz bylo prokazano jako dostacujici
(viz kapitola 5.3). U realnych vzorka, kde mohou byt vysoké koncentrace aromatickych latek
je vhodné pro eluci aromatické frakce pouzit 15 ml dichlormethanu, aby bylo jisté, ze dojde
k vymyti v§ech aromatickych latek i pii jejich vyssich koncentracich ve vzorku.

Navrzené sklenéné kolonky poskytovaly dobré wvysledky déleni aromatickych
i alifatickych frakci. Je nutné poznamenat, ze vysledny elu¢ni objem stanoveny pro alifatickou
frakci, nelze pouzit pro jiné kolonky bez predchoziho testovani, nebot i mensi odchylka
v prumeéru kolonky nebo mnozstvi pouzitého silikagelu muze elu¢ni objemem vyznamné
ovlivnit. Pfi plnéni kolonek je také nutné davat pozor na naruseni silikagelového sloupce
a v ptipadé viditelnych bublin ¢i prasklin kolonku naplnit znovu. Vadné naplnénou kolonku
muzeme vidét v Priloze 1. Pfi testovani byly kolonky vzdy nasyceny rozpoustédlem (n-pentan
¢i dichlormethan) a hladina rozpoustédla byla minimalné 1 cm nad vrstvou silikagelu.
Prebytecné rozpoustédlo bylo odpousténo az tésné pred nanesenim extraktu na kolonku. Mala
vrstva bezvodého siranu sodného na povrchu silikagelu chrani kolonku pfed vyschnutim diky
schopnosti siranu sodného vazat na sebe vzdusnou vlhkost. Pro zaruceni co nejlepsich vysledki
je vhodné nanést na pripravené kolonky po vypusténi rozpoustédla extrakt do péti minut, jako
tomu bylo béhem testovani. Pokud se zpracovava vyssi mnozstvi vzorkd, je vhodné, aby byly
zpracovany v sériich maximaln¢ deseti vzorkt najednou.

6.3 Optimalizace technickych parametru délici kolonky
V priabéhu vyvoje metody byly vytipovany upravy, které by mohly zefektivnit

a zjednodusit pripravu silikagelovych kolonek. Pivodni sklenéné kolonky s nalevkou mély
fritu, to se nejprve jevilo jako plus, protoze nebylo nutné kolonky plnit ucpavkou. S postupem
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¢asu bylo vysledovano, ze pfiblizné jednu z deseti naplnénych kolonek je nutné znovu piipravit
z divodu naruseni silikagelové vrstvy bublinou vzduch uvolnénou z frity. Prebyte¢ny vzduch
z frity se odstrafioval pred plnénim kolonek poklepanim, to bohuzel nebylo vzdy dostatecné
ucinné. V nékolika pfipadech se bublina vzduchu uvolnila az za nékolik minut a tim se poskodil
sloupec silikagelu jiz naplnéné kolonky. Jako dalsi varianta byly tedy zvoleny kolonky bez frity,
do kterych se jako ucpavka pouziva maly chomacek skelné vaty, tim se tento problém vytesil.
Dalsi mensi zména probéehla zkracenim celkové délky kolonky. Pivodni kolonky mély délku
cca 30 cm, ale sloupec naplnény 2 g silikagelu byl vysoky jen pfiblizn€ 6 cm. Kolonky byly
tedy zkraceny na délku 15 cm, coz vyrazné€ usnadiiuje nanasSeni extraktu na kolonku. Byla
testovana také varianta stejné kolonky bez nalevky, avSak u této kolonky bylo prokazatelné
horsi jeji plnéni. Tato varianta byla tedy vyloucena. V Ptiloze 3 jsou vedle sebe pro ukazku
zobrazeny vySe uvedené testované varianty kolonek. Ani jedna z Uprav uvedenych v této
kapitole neméla vliv na eluéni profil kolonky, ale vyrazné ovlivnila prakti¢nost jejich pouziti
Vv rutinni praxi.

6.4 Komercni silikagelové kolonky

Manualni pfiprava kolonek s sebou nese riziko v jejich variabilité ovlivnéné aktualnim
provedenim a predstavuje Casovou zat€z pro laboratorni personal. Z tohoto divody byly
testovany 1 komercné dostupné kolonky, které predstavovaly Casové nejméné narocnou
variantu, avSak za cenu vysSich nakladi. Na trhu se vyskytuje pomémé velké mnozstvi
produktii pro déleni alifatickych a aromatickych frakci ropnych uhlovodikt. Jejich vyuziti ma
mnoho prednosti, mezi ty hlavni se fadi uspora Casu, robustnost, spolehlivost a lepsi
opakovatelnost déliciho kroku. V ramci této prace bylo otestovano 5 rtiznych typl kolonek
od nékolika vyrobct, kolonky jsou zobrazeny na Obrazku 29. Testovany byly tyto kolonky:

o Sklenéna kolonka (Chromabond), objem 6 ml, 2 g silikagelu,

e Plastova kolonka (Chromabond), objem 6 ml, 2 g silikagelu

e Plastova kolonka pro frakcionaci extrahovatelnych ropnych uhlovodika (EPH
Fractionation SPE) objem 6 ml, 2 g silikagelu

e Plastova kolonka (Bond Elut TPH), objem 6 ml, 2 g silikagelu
e Teflonova kolonka (Strata EPH), objem 6 ml, 2,5 g silikagelu

Vysledky slepych stanoveni kolonek prokazaly vyskyt nezadouci kontaminace,
uvolfiyjici se zvyrobniho materialu kolonek i pfes dodrzeni vyrobcem doporu¢ovaného
postupu. Ze vSech vySe uvedenych kolonek byla kontaminace nejniz§i u EPH frakcionacni
kolonky od vyrobce Restek. Vysledna koncentrace kontaminujicich latek v méfeném extraktu
vSak nebyla konstantni a byla ovlivnéna pfipravou a ptedev§im dobou, po kterou byla kolonka
vystavena kontaktu s dichlormethanem. Pro pozadované limity reportovani metody nebyla
vhodna ani jedna z téchto kolonek.

Sklenéna kolonka Chromabond byla jako jedinad ztestovanych komercnich kolonek
vyrobena ze skla a neuvoliiovaly se z ni zddné kontaminujici latky. Bohuzel po kondicionaci
kolonky bylo viditelné, ze obsahuje spoustu bublinek a naruSeni sloupce silikagelu, ktera
zasadné ovliviiovaly délici krok — Obrazek 30.
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Obrazek 29: Vsechny testované komercni kolonky, zleva — sklenén4 kolonka chromabond,
plastova kolonka Chromabond, EPH frakcionacni kolonka Restek, plastova kolonka Bond
Elut, teflonova kolonka Strata EPH.

Obrazek 30: Komercni sklenéna silikagelova kolonka Chromabond po kondicionaci,
z obrazku je viditelné naruseni silikagelového sloupce.
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6.5 Zpracovani vysoce kontaminovanych vzorki

Prestoze byl délici krok testovan na maximalni koncentraci aromatickych latek
80 mg/kg ve vzorku, Castecné byl ovéfen 1 pro koncentrace vysS§i. Pro experimenty na
koncentracni hladiné 1000 mg/kg vSech stanovovanych latek byl pouzit Cisty standard
lubrikaéniho oleje a nafty (1:1). Bohuzel neni znamé piesné slozeni — obsah aromatickych
a alifatickych uhlovodika v tomto standardu, proto 1ze ovéfit vytéznost t€chto experimentt jen
pro celkovou frakci vSech uhlovodikd >C5-C40. Na zakladé vysledkli aromatické frakce,
ziskané z dvanacti opakovani experimentu, kde vysledna relativni smérodatna odchylka je
11,11 % lze ptedpokladat, ze délici krok je Ginny 1 pro koncentrace aromatickych latek ve
vzorku kolem 240 mg/kg — hodnota primérné koncentrace aromatické frakce >C6-C40 ziskana
z dvanacti opakovani. V piipadé vysoce kontaminovanych vzorku, které pfesahuji v aromatické
frakci hodnotu nejvyssiho kalibracniho bodu (odpovida koncentraci ropnych uhlovodik 1125
mg/kg ve vzorku pfi standardnim postupu) a je tedy potieba je fedit. Vzdy je tfeba brat v potaz
i chromatograficky profil zméfenych extrakti alifatické i aromatické frakce. Na zakladé
chromatografického profilu mize byt odhaleno chybné rozdéleni a to predevsim, pokud
se nachazeji v extraktu alifatické frakce 1 aromatické frakce piky se stejnym retencnim Casem.
Vysoky obsah PAU ve vzorku muze byt indikovan zbarvenim extraktu pfed nanesenim
na kolonku — typicka je svitivé zluta barva extraktu — Ptiloha 2. Pokud ma laborant pfipravujici
vzorky dostatek zkuSenosti, mize se rozhodnout takto zbarveny extrakt také naredit pred
délicim krokem. V extrémnich pfipadech, kdy je kontaminace opravdu vysoka (>10000 mg/kg)
je vhodné vzorky znovu pfipravit z niz§i navazky a kombinovat pfipravu z mensiho mnozstvi
s nafedénim extraktu pred délicim krokem.

6.6 Vysledna mérici metoda

Z divodu stanoveni vysoce t€kavych latek pocinaje latkami s retencnim cCasem
za n-pentanem (bod varu 36,1 °C) byl kladen duraz na to, aby méfici instrumentalni metoda
dosahovala dostate¢ného rozd€leni prednich analytd a vysoké opakovatelnosti retencnich Cast
pii zachovani relativné kratkého meéfticiho Casu vysledné metody. Bylo sledovano nékolik
faktort, jako napfiklad vliv pratoku kolonou na analyzu.

Vzhledem ktomu. Ze vyvijend analytickd metoda této diplomové prace ma byt
pouzivana v komercni laboratofi s velkym prutokem vzorkti, byl kladen diraz i na parametry,
které neovliviiuji pouze presnost analyzy jako takové, ale ovliviiuji napf. moznost
,automatizace™ vyhodnocovani. Jako pfiklad 1ze uvést optimalizaci podminek nasttiku, jejiz
cilem bylo zlepsit opakovatelnost reten¢nich Cast prevazné prednich n-alkani (C6—-C10), které
slouzi jako markery k urceni intervalu pro vyhodnocovani jednotlivych frakci. Vysledky RSD
retencnich Cast pii vSech testovanych nastavenich dosahovaly vyhovujicich hodnot a aplikaci
predkolony a zménou rychlosti nastfiku doslo k relativné malému zlepseni, které vSak mtize byt
v praxi vyznamné. V ramci optimalizace analytické metody jsou vyuzivany nastroje a makra,
pomoci kterych lze cely proces urychlit a zautomatizovat. Co nejlepsi opakovatelnost
retencnich ¢asti umoziuje, aby byly tyto nastroje co nejefektivnéji vyuzivany.

Vyssi pratok mobilni faze kolonou vede k rychlejsi eluci latek, ale maze vést k horsi
separaci. Jelikoz cilem diplomové prace nebyla kvantifikace samostatnych pikda,
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ale vybranych Casovych usekl chromatogramu ohranicenych retencnimi markery (n-alkany
C6-C40) nebylo prioritou dosahnout co nejlepsiho rozliSeni sledovanych n-alkanu. Pfi volbé
prutoku mobilni faze bylo pfihlédnuto k pozadavkim na rychlost analyzy, dostacujici
selektivitu a intenzitu odezvy. Z Obrazku 27 je patrné, ze vSechny tii testované prutoky
poskytuji dostateCnou separaci n-alkani. Rozdily v intenzité odezvy jsou ve vSech piipadech
minimalni, a proto byl zvolen pro vyslednou metodu pritok mobilni faze kolonou 6 ml/min.

Vysledna méfici metoda je rychld, s dobrym rozd€lenim prednich frakci a vysokou
opakovatelnosti retenc¢nich ¢ast n-alkand. Tim, Ze je pouzivan on-column nastiik a na kolonu
je nastiikovan objem vzorku 5 ul, musi byt provadéna rutinni udrzba stroje pred kazdym
meéfenim. Mezi rutinni udrzbu patii zkracovani kolony ¢i pfedkolony a Cisténi jehly i pistu
davkovaci stfikacky. Teplotni program instrumentalni metody dosahuje nejvyssi teploty
350 °C, coz je maximalni teplotni limit pouziti kolony (uvedeno vyrobcem). Nejvice
problematické jsou vzorky obsahujici vysokovrouci latky (bod varu vyssi 500 °C) s retencnim
Casem vyS$$im nez retencni Cas C40. Tyto latky zdstavaji v kolon€ a pfi vysoké koncentraci
kolonu nenavratné poskodi. Mezi takto problematické latky patii naptiklad asfalt, u kterého 1ze
diky velmi tmavému zabarveni extraktu predejit poskozeni kolony tim, ze je extrakt nafedén
pred méfenim na GC-FID. Aby se predeslo pamétovému efektu, kdy vzorek kontaminuje dalsi
vzorky za nim, je za kazdymi tfemi extrakty vzorkd méfen Cisty n-pentan (ten mize byt pouzit
ve vyhodnocovacim software k odecteni pozadi).

6.7 Kvalitativni analyza

Vysledna analyticka metoda je potencionalné vhodna i pro kvalitativni zhodnoceni
obsahu uhlovodikd. Aby bylo mozné urcit typ kontaminace, je nutné mit zméfené dostatecné
mnozstvi standardu, z jejichz chromatografickych profilt 1ze vytvofit knihovnu, ve které je
vyhledavana shoda mezi vzorkem a standardem. Standardy musi byt zméfeny za stejnych
podminek jako vzorky (Tabulka 13). Technika GC/FID vSak neumoziiuje piesnou identifikaci
latek ve vzorku, jako napf. technika GC-MS. Chromatografické profily ropnych produktt jako
je nafta, topné oleje nebo benzin mohou byt rozpoznany s velmi vysokou pravdépodobnosti.
Na Obrazku 31 je zobrazen chromatogram 4. kalibra¢niho bodu obsahujiciho 3 typy ropnych
produktii — bezolovnaty benzin, naftu a lubrikacni ole;.

Benzin Nafta

/ / Lubrikacni olej
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Obrazek 31: Chromatogram 4. kalibra¢niho bodu.
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6.8 Validacni charakteristiky

Vsechny testované validacni charakteristiky mély vyhovujici vysledky. Hodnota
relativni smérodatné odchylky dosahovala u vSech provedenych sérii experimenti hodnoty
<12 %. U experimentt na hladiné¢ 1000 mg/kg pro celkovou frakci uhlovodiki >C5-C40 byl
navazovan standard nafty a oleje, z divodu velmi malé navazky 20 mg a vysoké hustoty
standardu, bylo velmi tézké navazit presné 20 mg. Navazky standardu nafty a oleje
se pohybovaly v rozmezi 19,2-22 mg, jedna se tedy o velmi dobry vysledek. Roz§ifena nejistota
metody dosahovala u vSech tfi testovanych frakci vysledku <11 %. U komercnich laboratofi
byva uvadéna pro analyzy ropnych uhlovodiki nejistota metody 30 %. V této nejistot€é musi
byt zahrnuty v§echny kroky navazeni vzorkt az po kone¢né vyhodnoceni zméfeného extraktu.
U vyvijené metody diplomové prace byly vSechny kroky od navazky vzorkda, zihani silikagelu,
extrakce, pfipravu standardd, kalibrace stroje az po finalni vyhodnoceni provadény jednou
osobou. Tomu odpovida dobry vysledek nejistoty metody. V realném provozu komercni
laboratore, kde je zpracovavano vysoké mnozstvi vzorkil jsou jednotlivé kroky oddéleny
a provadény na riznych stanovistich, je proto dobré, aby nastavena hodnota nejistoty metody
byla vyssi nez hodnota, ktery byla vypocitana z vysledka validace. U metody diplomové prace
byla nastavena finalni nejistota metody na 30 %.

6.8.1 Robustnost

Robustnost metody nebyla testovana statisticky, avSak béhem vyvoje metody byly
definovany kritické kroky, které musi byt disledné monitorovany. Nejkriti¢téjsim krokem
analyzy je ptiprava vzorkl, je nutné, aby vzorkovnice pied jejich mechanickym tfepanim byly
dokonale uzavieny, aby bylo zabranéno odpafeni Casti n-pentanu a tim k ovlivnéni vysledkd.
Protoze je n-pentan velmi tékavy (teplota varu 36,1 °C) musi se dbat na to, aby byl extrakt
uzavieny po celou dobu pfipravy — po odebrani extraktu je zkumavka s extraktem ihned
uzaviena, stejny proces je nutné dodrzet v pripadé méfici vialky. Finalni extrakty, méfené
na GC-FID je nezbytné skladovat v mrazicim boxu (teplota -20 °C a méng).
Pti zakoncentrovani vzorkti proudem dusiku na finalni objem musi byt nastaven slaby prutok
dusiku. Krok zakoncentrovani je kriticky, pii pfili§ vysokém proudu dusiku muze dojit ke ztraté
tékavych analytd s nizkym retenénim ¢asem. Separacni ucinnost kazdé varky silikagelu musi
byt pfed pouzitim otestovana, idealné na smésném standardu alifatickych 1 aromatickych latek.
Pokud je silikagel vyhovujici (alifatické 1 aromatické latky se spravné rozdélily), silikagel musi
byt ulozen v exsikatoru. Béhem prace se silikagelem je potieba dbat na zamezeni jeho vystaveni
vzdusné vlhkosti — ihned po odsypani je vracen do exsikatoru. V pifipadé nevhodného
skladovani, nebo del§iho vystaveni vzdu$né vlhkosti se na silikagel sorbuje voda a tim je
vyznamné snizena jeho schopnost vazat aromatické latky, ¢imz jsou ovlivnény vysledky celé

analyzy.
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6.8.2 LOD, LOQ alimit reportovani

Vysledky ziskané ze slepych stanoveni dosahuji mnohem niz§iho LOQ nez je limit
reportovani pozadovany legislativou. Bylo tedy prokazano, ze vyvinuta metoda je dostate¢né
citliva pro kontrolu téchto pozadavka.

6.9 Analyza certifikovaného referencniho materialu

Pro ovéteni presnosti metody byl také pouzit certifikovany referencni material - CRM,
jehoz list je pfilozen jako Ptiloha 4. Byly ovéfeny frakce, které Ize stanovit noveé vyvinutou
metodou a zaroven pro né byly zndmé referen¢ni hodnoty. Porovname-li vysledky ziskané
analyzou pfipraveného CRM a referencni hodnoty uvedené v listu certifikatu, vysledky méfeni
ptipraveného certifikovaného materialu se shoduji s referen¢nimi hodnotami v ramci nejistoty
metody (30 %) u vétSiny parametrd. Jako problematické se ukazaly frakce >C16-C21
Alifaticka frakce, C19—C36 Alifaticka frakce a >C16—C21 Aromaticka frakce. Vysledky téchto
frakci vSak vyhovuji navrhovanému akceptovatelnému rozmezi vysledki uvedeném
na certifikatu vyrobcem. Vsechny ovéfované frakce a jejich vysledky jsou uvedeny v Tabulce
25. Jako indikator ptesnosti metody mohou kromeé vysledki CRM slouzit i vysledky
experimentt na hladiné 1000 mg/kg, a to proto, ze byl pouzit standard Cisté nefedéné latky,
na rozdil od referencniho materialu zde byl kontrolovan kazdy krok v¢etné navazky standardu
a vzorky zemin byly po obohaceni na pozadovanou koncentrac¢ni hladinu ihned zpracovany.
Dalsim planovanym krokem je u¢ast na MPZ (mezilaboratorni porovnavaci zkousky), coz kvuli
Casoveé naroc¢nosti nebylo mozné dokoncit v ramci diplomové prace.

6.10 Surrogate standard

Pro kontrolu ucinnosti extrakce a separace jednotlivych frakci 1ze vyuzit tzv. ,,surrogate
standard“. Je tedy vhodné, aby obsahoval analyty ze skupiny jak alifatickych, tak
1 aromatickych latek. Vhodné alternativy jsou napiiklad: 2-Fluorobifenyl a o-Terpenyl
ze skupiny aromatickych uhlovodiki a 5-o-Androstan ¢i 1-Chloroktadekan ze skupiny
alifatickych uhlovodika. Béhem optimalizace metody nebyl surrogate standard vyuzit, jelikoz
byly vzdy znamé referencni hladiny stanovovanych analytd. U realnych vzorki vSak bude
slouzit vytéznost surrogate standardu jako indikator presnosti celé pfipravy a muze odhalit
hrubé chyby v postupu. U vsech Ctyf testovanych standarda doslo k eluci ve spravné frakci,
jako dalsi faktor se zohledfioval retencni Cas jednotlivych standardi. Jako lepsi varianta byly
zvoleny standardy 2-Fluorbifenylu ze skupiny aromatickych uhlovodikd a 5-a-Androstanu
ze skupiny alifatickych uhlovodikli. Retencni Casy 2-Fluorbifenylu a 5-a-Androstanu jsou
dostatecné daleko od sebe a nizsi retencni Cas 2-Fluorbifenylu lépe odrazi spravny prubéh
déliciho kroku u kterého je kritické rozdeleni aromatickych latek s nizkym retencnim Casem,
predev§im BTEX a PAU s mensim poctem benzenovych jader.
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6.11 Reprodukovatelnost

Z dtivodu Casové naro¢nosti byla reprodukovatelnost ovérena v ramci stejné laboratore,
kde byla validovana metoda diplomové prace. Vysledky experimenti pfipravenych dvéma
riznymi pracovniky byly ve velmi dobré shodé. Na stejnou koncentracni hladinu
stanovovanych latek byly obohaceny i realné matrice vzorkd pii testovani preciznosti
a pravdivosti (Kapitola 4.9.3). Celkem je mozné porovnat 20 opakovani na koncentracni
hladin¢ 190 mg/kg stanovovanych latek ve vzorku provedenych v razné dny riznymi
pracovniky. Vysledky vSech opakovani (n=20) se shoduji v ramci nejistoty metody (30 %)
s referen¢ni hodnotou koncentrace vSech tfi ovéfovanych frakei.
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7 Zavér

Cilem této diplomové prace byl vyvoj a validace analytické metody pro stanoveni
ropnych uhlovodikd v zeminach (celkovych extrahovatelnych semi-volatilnich, alifatickych
aaromatickych frakci ropnych uhlovodiki) a separace této velké skupiny latek na blize
specifikované frakce. Nové vyvinuta metoda je urCena pro stanoveni latek s retencnim ¢asem
uhlovodiki >C5, ¢imz je umoznéno paralelni stanoveni volatilni uhlovodikové frakce. V ramci
experimentalni ¢asti byly optimalizovany jednotlivé kroky analytického postupu; zejména pak
krok separace aromatické a alifatické frakce a také podminky nastfiku a méteni na GC/FID
(plynova chromatografie s plamenovym ioniza¢nim detektorem).

Vysledna analyticka metoda dosahuje velmi dobrych vysledkl pro vSechny testované
valida¢ni charakteristiky. Byla potvrzena ptivodni hypotéza, ze metodu 1ze pouzit jako rychlou
screeningovou metodu, ktera poskytne velké mnozstvi informaci o analyzovaném vzorku
v podobé zastoupeni jednotlivych uhlovodikovych frakci i celkového mnozstvi ropnych
uhlovodikid (parametr TPH). Optimalizovany postup je vhodny i pro rutinni laboratofe, které
zpracovavaji nékolik desitek vzorka denné, a to jak z pohledu priachodu vzorku laboratofi, tak
z pohledu ekonomického. Nevyhodou je, ze analyzou pomoci techniky GC-FID nelze urcit
presné kvalitativni slozeni vSech kontaminujicich latek. Pro lepsi interpretaci vysledka dle
zamysleného ucelu lze pfi pozitivnim néalezu v aromatickych frakcich zvazit naslednou analyzu

vzorku také metodami vyvinutymi pifimo pro stanoveni PAU — nejc¢astéji tedy pomoci GC-MS
nebo HPLC-FLD.
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koncentra¢ni hladiné 48 mg/kg stanovovanych latek ..........ccccoeeviniininiinnnncns 54
Vysledky jednotlivych experimentd na koncentracni hladin€ 48 mg/kg.............. 54
Vysledky experimentt na koncentra¢ni hladiné 190 mg/kg stanovovanych latek
pfipravenych dvéma riznymi pracoviiky .......cccccecevevieninieninieninieiiiiiie i 55
Vypocitana pravdivost a relativni smérodatna odchylka experimentl na
koncentra¢ni hladiné 190 mg/kg stanovovanych latek pripravenych dvéma
TUZNYMIE PTACOVIIKY ..evtiiiiniieiie ittt s s en 55
Vysledky rozsifené nejistoty metody spoCitané pomoci ANOVA ....................... 56
Vysledky dvakrat analyzovaného (pfipraveného) certifikovaného referenniho

materialu (TPH — Sand 1, Sigma-Aldrich) ........cccocoviiiniiiiii, 56
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

ASTM — American Society for Testing and Materials (Americka Spolecnost pro Testovani a
Materialy)

BTEX — benzen, toluen, ethylbenzen, xylen

CRM - certifikovany referencni material

CSN — geska technicka norma

DW —susina, sucha hmotnost (dry weight)

EN — evropské norma

EPA — Agentura pro Ochranu Zivotniho Prostiedi (Enviromental Protection Agency)
EPH - extrahovatelné ropné uhlovodiky (extractable petroleum hydrocarbons)
FID — plamenovy ioniza¢ni detektor (flame ionization detector)

GC - plynova chromatografie (gas chromatohraphy)

HHRA — Human Health Risk Assessment (hodnoceni rizik pro lidského zdravi)
IRZ — Integrovany registr znec€iStovani zivotniho prostiedi

ISO — Mezinarodni Organizace pro Standardizace (International Organization for
Standardization)

LOQ - limit kvantifikace (limit of quantification)

LOD - limit detekce (limit of detection)

MPZ — mezilaboratorni porovnavaci zkousky

MS — hmotnostni spektrometrie (mass spektrometry)

MZP — Ministerstvo zivotniho prostfedi

NEL — nepolarni extrahovatelné latky

PAU - polycyklické aromatické uhlovodiky (polycyclic aromatic hydrocarbon)
PCB - polychlorované bifenyly

RSD - relativni smérodatna odchylka (relative standard deviation)

RU — ropné uhlovodiky

SPE — exktrakce pevnou fazi fazi (solid phase extraction)

TN — technicka norma

TNRCC — Texaska Komise pro Ochranu Ptirodnich Zdroji (Texas Natural Resource
Conservation Comision)

TS — technicka specifikace (technical specification)

TPH — veskeré ropné uhlovodiky (total petroleum hydrocarbons)

UNMZ — Utad pro technickou normalizaci, metrologii a statni zkuebnictvi
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11 Samostatné prilohy

Priloha 1: Naplnéna kolonka s narusenym sloupcem silikagelu.
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Priloha 2: Roztok mix PAU o koncentraci 0,1 mg/ml naneseny na malé sklenéné kolonce, lze
pozorovat svitive zluté zbarveni typické pro PAU.

Priloha 3: Testované varianty sklenénych kolonek. Zvolena varianta je zkracena kolonka bez
frity s nalevkou (3. zleva).
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Certificate of Analysis

Certified

Reference
TPH -Sand 1 .
Material
Description
Product I CRM372-100G
Lot LRAC8921
Expiration Date January 2024
Manuofacturing Date January 2021
Storage Conditions ROOM TEMPERATURE
Solvent/Matrix Sand
Certified Values
- 14
Anaiyte Units Cii;‘;_f:"'
£10-C12 Aliphatic Hydrocarbons me/Kg 23.9+28
C10-C12 Aromatics Hydrocarbons mg/¥g 136+09
C9-C18 Aliphatic Hydrocarbons mg/Kg 965+133
Diesel Range Organics (by 0A-2) mg/Kg 457 +19
Diesel Range Organics (DRO) mg/¥g 329+26
Diesel Range Organics, C10-C20 (California mg/kg 457 +19
LUFT)
Diesel range organics, C10-C28 mz/Kg 304 +25
EPH Aliphatic >C12-C16 mg/Kg 74747
EPH Aliphatic »C16-C21 mg/Kg 609+39
EPH Aliphatic >C21-C34 mg/Kg 9.78+0.62
EPH Aliphatic C19-C36 mg/¥Kg 37.1+101
EPH Aromatic >C12-C16 mg/Kg 45+29
EPH Aromatic >C16-C21 mg/Kg 55.7+35
EPH Aromatic >C21-C34 mg/Kg 8.98 +0.57
EPH Aromatic C11-C22 mg/Kg 104+14
Total EPH mg/Kg 33615
Total Petroleum Hydrocarbons (TPH) mg/kg 457 £19
VPH Aliphatic >C8-C10 mg/Kg 5.68+0.36
VPH Aromatic >C8-C10 mg/Kg 136+017
Informational Values
Suggested Acceptance Standard
Analyte Units Windows Deviation
£10-C12 Aliphatic Hydrocarbens me/Ke 529t042.6 9.33
C10-C12 Aromatics Hydrocarbons mg/Kg 5.00to 22.2 286
C9-C18 Aliphatic Hydrocarbons mg/Kg 0.00to 229 442
Diesel Range Organics (by 0A-2) mg/Kg 274 to 640 60.9
SIGMA-ALDRICH"
2931 Soildier Springs Rd.  Laramie, Wyoming B2070 USA
B0C-325-5832
Page 1 of 3 TechSenvices{Driliporesigma.com  www.sigmaraidrich.com
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Description
Lot LRACB921
Expiration Date ]January 2024
Manufacturing Date January 2021
Storage Conditions R0OOM TEMPERATURE
Solvent/Matrix Sand

Diesel Range Organics (DRO) mgKg 711to 588 826.1
Diesel Range Organics, C10-C20 mg/kg 274 to 640 60.9
{California LUFT)
Diesel Ange organics, CLO-C28 mgKg 59.4 to 549 815
EPH Aliphatic »C12-C16 mg/Kg 27.5t0 122 15.7
EPH Aliphatic >C16-C21 mg/¥Kg 224t099.4 12.8
EPH Aliphatic >=C21-C34 mg/kg 3.60 to 16.0 2.06
EPH Aliphatic C15-C36 mg/Kg 0.00to 138 335
EPH Aromatic »C12-C16 mg/Kg 16.6 to 73.5 5.48
EPH Aromatic »C16-C21 mg/¥g 20.5 to 90.8 11.7
EPH Aromatic »C21-C34 mg/kg 331t0 146 133
EPH Aromatic C11-C22 mg/Kg 0.00 to 241 45.6
Total EFH mg/Kg 185 to 487 50.4
Total Petroleum Hydrocarbons [TPH) mgkg 274 to 640 609
WVPH Aliphatic »C3-C10 mg/kKg 2.09 10 9.27 120
VPH Aromatic =CB-C10 mg/Kg 0.68 to 2.04 0.227
Additional Information:
Description

The sample is a s0il containing total petroleum hydrocarbons (TPH).

The sample size provided is 100 g of soil.

The soil has been sterilized to minimize degradation of the sample.

The sample has been sized to 100 mesh.

The sample has been intentionally prepared with an apparent headspace,

Storage

The sample should be stored at room temperature, It has been determined to be stable for the duration of the expiration date,
After sub-sampling replace cap securely and store remaining sample at 42C,

The shelf life of the product was determined by historic stability of similar CRM's. The expiration date may be extended based
on stock and popularity upon successful stability testing by a 17025 accredited laboratory, Stability and shelf life after opening
must be determined by the user, taking into account sampling frequency fvolume and all local conditions.

Preparation Insttuctions

The soil is to be extracted and analvzed using an appropriate extraction and analytical method for TPH, assuming a high
concemration sample, The

values given are based on GC-FID/PID and column separation methods for aliphatics and aromaties.

Mix well. Mo particle size reduction is necessary. Do Not allow the sample to warm to room temperature prior to sub-sampling,
Recommended mininmum sampling size is 10z, The sample has been determined to be homogeneous to 1g

Scope and Application

The TPH in Soil Certified Reference Material [CRM] consists of a single amber glass sample jar, with a Teflon lined closure
containing approximately 100 grams of soil, fortified with No. 2 Diesel and 20WT motor oil. Being a natural matrix waste
sample the analyst is challenged by the same preparation problems, analytical interferences, ete. as is typical for similar

Page 2af3
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Certified
Reference
Material

Certificate of Analysis
TPH-Sand 1

Description
Product I CRM372-100G
Lot LRACB9Z1
Expiration Date ]MEDZ“-
Manufscturing Date January 2021
Storage Conditions ROOM TEMFERATUERE
Solvent/Matrix Sand

marrices received by the laboratory for analysis. Rigorous analyses identfied, quantified, and certified various aliphatic and
aromatic banding which are listed on the enclosed Certificate of Analysis. The sample has been analyzed by a minimum of 12
independent laboratories in a round-robin to meet the requirements specified by the 150 17034 and IS0 17025,

1 k s Ti o the Sioard higher crder -a-m-u-humub"nnu;n-umtmim chain of comparsons. The elence used 1o seigh e melarab b socorets to w20, 0001 g and
calibruiid |muhb{ Lkifg s stardends Deceabie 1o MIST. A1 diutien waim peormed afmlytis are Facesthe io NEST ERNG whene avalabie ind speclied atow

4 Ueym - Unceriainty walues in il documen! are axpressed os Exparded L y | L) g _mm—nh marval Lerm s dertwad from the standard By
the corvarage fecter K which i obtaired fom o Cdiibution and Segrem of fresdem h-':‘uri'n:pl:ﬁnl Tha of standard inciude Ba dus i
hemegenaty, eng barm slakily, nd shorl birm slabily | anspat). The compensnts due i stabilty s generally 12 b b inaticaisd by stubilty stusdies. The rafe ol
L of tha Lksim s Pl

T F] 1
Uy = 'Ullu.ta F Ui cpery T+ W o,
i Covarige fesior deved from a -Sabibution table, based on U Segress of Fesdom of the date sel. Assure 200 for o Confidence intaral = 19%
Traceabilfy: The standard was manussciured under an I20AEC 170252017 certfed quaily system. The baiance wsed o weigh raw malerials Is aocurate bo +i- 0,000 and
callbraied reguisry using miass sndards raceable bo NIST. Al diutons were preformed gravimetricaly. Additionally, individual analybes are raceable o NIET SRMs where
avaliable and specified above.

HomogeneEy: Homogeneity was assessed In accordance with [2:0 17034:2015. Complefed units were sampied using a andom stratfed samplng protocod. The results of chemical
analysis were then compared using a one-way analys!s of varance approach as described by THI EL-Y3-2009 Appendix A.2. See Instructons for minmum sub-sampie size.

Expirafion s at end of month given on cerificate and label.

M2DE reports for components comprising greaber than 1.0% of the solufion or 0.1% for components known B0 be cardnogens are avallable upon reguest.

THI2 FRODUCT WAS DESISNED, PRODUCED AND VERIFIED FOR ACCURACY AND STABILITY IN ACCORDANCE WITH IEDAEC 17025:2017 [AMAB Cort AT-1487] and 130
ATDS4-2018 (ANAE Cert AR-14710).

ﬁ/(ﬂv—f‘ “hayr>, [er

Andy Ommen - QC Manager Mark Pooler - QA Supervisor
Certification Date  February 08, 2021
Version 0-282021

afas SIGMA-ALDRICH

203 Bokllar Springa Rd.  Lamls, Wioming S2070 LS4
[ r 2

TechSandos@milicamnmsigme oo wew S Kgr-aldrich com
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Priloha 4: List od vyrobce uvadéjici certifikované hodnoty koncentraci stanovovanych
analytt pro CRM pouzivané k ovéfeni pravdivosti metody.
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