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1 Obecné informace a cile predmétu

Vyuka: podzimni semestr, Pfirodovédecka fakulta, MU

Rozsah 0/0/3(5)

UkoncCeni: z, 3 kr.

Predpoklady: Znalost analytické chemie na urovni zakladni prednasky
Urceno pro studenty:

Lékarské fakulty, obor Zdravotni laborant, forma kombinovana i prezenéni
Pfirodovédeckeé fakulty, obor biologie, chemie

Cile predmétu:

Na konci tohoto kurzu bude student schopen:

. Aplikovat védomosti ziskané béhem pfednasek z Analytické chemie Zivotniho
prostredi.

. Prevést teoretické znalosti do urovné praktickych dovednosti.

. Demonstrovat hlavni techniky extrakce, frakcionace, separace a identifikace

vhodné pro stanoveni organickych latek ve vzorcich Zzivotniho prostredi
(vzduch, voda, pada).

. Prozkoumat moznosti rlizné analytické instrumentace.

. Modifikovat metody tak, aby vyhovovaly riznym environmentalnim matricim i
skupinam polutantd.

. Rozvinout laboratorni dovednosti nezbytné pro rutinni praci v analytické
laboratofi.

. Pochopit principy spravné laboratorni praxe.

. Vyhodnotit kvalitu analytické prace.

. Interpretovat ziskana experimentalni data.

Literatura:

FIFIELD, F. W. a P. J. HAINES. Environmental Analytical Chemistry. (Eds.). London:
Blackie Academic & Professional, 1995. ISBN 0-7514-0052-1

SKOOG, Douglas A. a James J. LEARY. Principles of instrumental analysis. 4th ed.
Fort Worth: Saunders College Publishing, 1992. xii, 700 s. ISBN 0-03-023343-7

Vyukové metody: Tydenni blokové laboratorni cvieni.
Metody hodnoceni: dochazka, pisemny test, prace v laboratofi, protokoly

Kontaktni osoba: RNDr. Petra RUzickova, Ph.D., ruzickova@recetox.muni.cz
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Na zacatku praktika budete podepisovat, ze jste byli pro ucely cviCeni proskoleni o
bezpeénosti prace v laboratofi a pro praci s chemickymi latkami. Pfed zahajenim
praktika si tedy dikladné prostudujte kapitolu 2. Bez tohoto podpisu nemuzete
praktikum absolvovat.

Prostudujte si, prosim, peclivé vS8echny navody k uloham. Veskery material a
pomucky budou pro vas v laboratofich nachystany.

Béhem praktika si délejte poznamky a =zapisujte zejména vSechny detaily
k provadénym postupim a vysledkim. Kdykoliv néco nevite, zeptejte se vyucujicich.
Nékteré Casti se provadi spolecné, ale vétSinu jednotlivych metod budete provadét
samostatné nebo ve dvojicich.

Na konci cviCeni odevzdate protokoly z celého cviCeni, na zakladé nichz a na
zakladé vasi dochazky do praktik a uspésnosti ve vstupnim testu dostanete zapocet.
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2 Bezpeénost prace v laboratori

e Provoz na vSech pracovistich, kde se pracuje s latkami nebo pfipravky Skodlivymi
zdravi, musi byt upraven tak, aby tyto latky nemohly ohrozit pracovniky na téchto
pracovistich, ani v okoli pracovisté, aby neohrozovaly podzemni a povrchove
vody a aby neunikaly do ovzduSi v koncentraci Skodici zdravi, tj. nesmi byt
prekroCeny nejvySSi pripustné koncentrace pro pracovni prostfedi. Musi byt
rovnéz zajistény asanacni prostfedky pro pfipad havarie.

e Hlavni zasadou pfi praci se Skodlivymi latkami a pfipravky je preventivhé se
vyvarovat vSech moznosti vzniku otrav (vyloudit pfimy kontakt pracovniki s
témito latkami), pouzit vSech nezbytnych ochrannych prostfedkd (ochrannych
bryli, rukavic, obliejovych §titl, masek, atd.) a dodrZovat vSechny bezpecnostni
predpisy.

e P¥i praci s latkami Skodlivymi zdravi neni dovoleno jist ani pit nebo koufit. Pfed
jidlem, pitim a koufenim v pracovnich prestavkach a po skonceni prace si musi
pracovnici dukladné umyt ruce a obliCej, podle povahy prace musi po jejim
skon&eni provést dikladnou ocistu celého téla. Pokud pracovnik pracuje v
ochranném odévu, nesmi jist ani pit po celou dobu, po kterou je v tomto obleku.

e P¥ipraci je nutno se fidit zasadami spravné laboratorni praxe.

e PFi rozsypani nebo rozliti Skodlive latky je nutno okamzité zajistit jeji
znesSkodnéni.

e Ziraviny nesméji byt pfechovavany ve vétsi vysce, nez je vy$e ramen pracovnika,
ktery s nimi manipuluje (max. ve vySce 165 cm).

e P¥i zfedovani se vzdy lije kyselina do vody a nikdy naopak. Kyselina se naléva
pomalu a opatrné, zvlasté kyselina sirova.

e P¥i rozpousténi tuhého hydroxidu se musi sypat hydroxid po malych ¢astech do
vody za stalého michani. Nikdy se nenaléva voda na hydroxid.

e Rozlita kyselina dusicna se nesmi odstrafiovat pilinami, hadry a jinymi
organickymi latkami. Pfed odstranénim musi byt zneutralizovana a neni-li to
mozné, tedy alespon maximalné zfedéna. Nadobi znecisténé organickymi latkami
se nesmi Cistit kyselinou dusiCnou (nebezpeci bouflivych reakci, vyvin oxidu
dusiku a samovzniceni).

e Rozlité kyseliny, zejména koncentrované, je tfeba nejprve opatrné zfedit vodou,
mirné zneutralizovat posypanim uhliitanem (napf. soda, kfida apod.) nebo
politim zfedénymi roztoky alkalii, nasleduje opatrné splachnuti vodou nebo
tekutinu nechame vsaknout do pilin, hadrt, apod. Pfi asanaci je nutno dbat na to,
aby se nezamofila pfilis velka plocha.

e Jakékoliv manipulace s latkami dymavymi, drazdivymi, zapachajicimi a toxickymi
plyny se sméji provadét jediné v digestofi.

e Tuhé chemikalie se nesmi nikdy brat nechranénou rukou.

e Ziravé, toxické a infekéni kapaliny se sméji pipetovat jeding& za pouziti
bezpecnostnich pipet, popf. saciho zafizeni, které nedovoli vniknout kapaliné do
ust.

e Pfi v8ech manipulacich s latkami ve zkumavkach a otevienych nadobach musi
byt Usti nadob odvracené od pracovnikl do volného prostoru.

e Zatky lahvi se nesméji pokladat potfisnénou plochou na desku stolu (snizeni
moznosti poleptani, otravy a kontaminace).

5 |
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e Kyselinu chloristou je nutno uchovavat v lahvich se zabrouSenym hrdlem a
oddélené od ostatnich chemikalii, zejména organickych. Lahve s Kkyselinou
chloristou se nesméji pokladat na drevéné regaly, nybrz na sklenéné,
porcelanove, keramické nebo jiné ohnivzdorné a jiné neabsorbuijici podlozky, aby
se stopy po rozliti mohly snadno odstranit.

e Chemické nadobi, které bylo pouzito pro praci s toxickymi latkami nebo
Ziravinami, je nutné pfed dalSim pouzitim dokonale vyplachnout. Obdobné musi
byt vSechny lahve od toxickych latek pred jejich likvidaci zbaveny zbytku obsahu.

® | aboratorni ulohy se vykonavaji podle pfipraveného navodu pod dohledem
ur€eného vedouciho. Manipulace s tlakovymi lahvemi a redukcnimi ventily je
povolena jen v pfitomnosti a pod dozorem vedouciho praktika.

e Kazdy uraz, nehoda a zplsobena Skoda musi byt neprodlené oznameny
vedoucimu laboratorniho cviceni.

Potvrzuji svym podpisem, Ze jsem porozumél(a) Skolené tématice a je mi znama
odpovédnost za pfipadné nedodrzeni €i védomé porusovani uvedenych pravidel.

Pot. | UCO Pfijmeni a jméno | Studijni obor ro¢nik Podpis

(tiskacim pismem)
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3 Organizace cviéeni

Filosofii praktika je samostatna prace studentu. Pro cviCeni je vytvofen Casovy
harmonogram, ktery je pfedan studentim na zacatku praktika. Harmonogram se
muze liSit podle poctu dnl praktika a po€tu skupin studentu.

Kazda skupina vypracuje protokoly pro vSechny ulohy obsahujici struény popis cile
ulohy, popis pfipadnych odchylek postupu od navodu, prehledné vysledky véetné
grafické podoby, komentar vysledkl a odpovédi na stanovené otazky.
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4 Stanoveni polycyklickych aromatickych uhlovodiku
(PAHSs) ve vzorku ovzdusi metodou GC-MS

4.A Odbér vzorku ovzdus$i na polyurethanovy filtr (PUF) pasivniho vzorkovace

4.B Extrakce exponovaného filtru na automatickém extraktoru Buchi

4.C Cisténi a frakcionace extraktu kolonovou chromatografii pro stanoveni
PAHs pomoci plynové chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci (GC-MS)

4.A:

Demonstrace odbéru vzorku ovzduSi na polyurethanovy filtr

pasivniho vzorkovace

Pomucky:

Pasivni vzorkovac

Predcistény polyuretanovy filtr (8h aceton, 8h dichlormethan), zabaleny
ve dvou vrstvach alobalu

Laboratorni rukavice

Alobal, PE sacek (zip lock)

Odbérovy protokol

Postup prace:

Uchopte stfedovou ty€ pasivniho vzorkovacCe za zavéSovaci hak

Navlecte dvé bezpeénostni matky, které zakotvuji horni ¢ast vzorkovace
NavleCte podloZku a svrchni &ast vzorkovaCe (nerezova polokoule
o priméru 30 cm)

Nasleduje podlozka matiCka a delSi nerezova trubicka

Nyni je mozné umistit na stfedovou ty¢ predcistény polyuretanovy filtr
s vloZzenym nerezovym stfedem

PokraCujte s navlékanim v pofadi podlozka, kratSi nerezova trubicka,
maticka, podlozka, mensi nerezova polokoule, podlozka a dvé
bezpecnostni maticky

Jako posledni zahaknéte do otvoru na stfedové tyCi bezpecnostni hacek
Standardni doba expozice takio sestaveného pasivniho vzorkovace
je 28 dni
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4.B Extrakce exponovaného filtru na automatickém extraktoru Biichi

Pomuicky:

Automaticky extraktor Blchi, extrakéni barika s varnymi kaminky,
extrakeni patrona

Vialka na vzorek o objemu 22 ml, vicka

Automaticka pipeta a Pasteurova pipeta

Sklenéna trubicka

Chemikalie:

Extrakéni rozpoustédlo — dichlormethan (DCM)
Recovery standard D-PAHs (4,0 g/ml)

Postup prace:

do tfi Ctvrtin varné bariky nalijte extrakéni rozpoustédlo (DCM) a pfidejte
3-4 varné kaminky

vyjméte exponovany polyurethanovy filtr (PUF) z alobalu a vlozZte jej
spolu se sklenénou trubiCkou do extrakéni patrony

pridejte k PUF 50 ul recovery standardu a umistéte patronu do téla
automatického extraktoru

ujistéte se, zda jsou vSechny casti dobfe utésnéné, oteviete proud
chladici vody a =zapnéte extraktor programem pro extrakci
dichlormethanem (horka extrakce 40 minut, vyplachovani 20 minut)

po skonCeni programu vyjméte patronu s filtrem a extrakt odparte
na objem asi 5 ml pfislusnym programem

pomoci Pasteurovy pipety pfevedte zahustény extrakt do pfedem
oznaCené vialky a extrakéni bariku nékolikrat vyplachnéte malymi
davkami dichlormethanu pro kvantitativni pfevod vzorku
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4.C Cisténi a frakcionace extraktu kolonovou chromatografii

Pomuicky:

Sklenéna kolona

Vialka na jimani eluatu o objemu 20 ml
Vialka na vzorek pro analyzu o objemu 2 mi
Pasteurova pipeta, pfedCisténa vata

Chemikalie:

e Aktivovany silikagel (12h pfi 150°C)
e Dichlormethan, hexan
e Vnitfni standard terfenyl (4,0 pg/ml)

Postup prace:

e prfipravte kolonu k separaci:
o nhadno kolony vlozte smotek predcisténé vaty
o nad néj nasypte 5 g aktivovaného silikagelu a tyCinkou mirné
sklepejte
e naneste vzorek, provedte eluci 10 ml hexanu a 20 ml dichlormethanu
e eluat odpaite pod mirnym proudem dusiku na 1 ml
e roztok prevedte do pfedem oznacCené vialky pro automaticky davkovac
GC-MS
e pridejte vnitfni standard terfenyl
e vialku peclivé uzavfete a uschovejte v lednici az do provedeni analyzy

10
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5 Stanoveni polychlorovanych bifenyld (PCBs) metodou
GC

5.A Odbér vzorku pldy a suseni (domaci pfiprava)

5.B Extrakce vzorku pUdy ultrazvukem

5.C Citéni extraktu kolonovou chromatografii

5.D Stanoveni PCB plynovou chromatografii a vyhodnoceni chromatogramu

5.A Odbér vzorku ptiidy pro stanoveni PCBs

Pomucky:

Odbérové zafizeni: ry¢

PE sacek na uchovani vzorku
Stitek na popis

Filtracni papir

Laboratorni rukavice
Odbérovy protokol

Postup prace

e na zvoleném misté se urci vzorkovaci sit (4 body ve vrcholech &tverce o
strané 5 krok, paty v jeho stfedu)
e Vv kazdém z péti bodu se ry¢em vyryje krychle zeminy o hrané rovné Sifce
ryCe, ze které odstranime svrchni vrstvu vegetace
e ze stfedu krychle vybereme hranolek o hrané asi 5 cm, ktery se pfenese na
filtracni papir
e po odebrani vSdech 5 bodu se na filtracnim papife odstrani zbytky travin a
kofinku, brouci, zizaly a jina biota a vzorek se promicha
e zhruba 500 g zeminy se presype do PE sacku
¢ na sacek umistime Stitek se strucnym popisem a Cislem vzorku a sacek se
pevné uzavie
e zahladi se stopy po odbéru
¢ vyplni se odbérovy protokol, kde se uvede:
o lokalita
o typ vzorku
o pozadovana analyza
o popis odbéru
e vzorek se transportuje na misto, kde se vysusi pfi laboratorni (pokojové)
teploté na zastinéném misté

11
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5.B Extrakce vzorku pudy ultrazvukem

Pomucky:
e sito (velikost ok 2 mm)
e ultrazvukova lazen
e analytické vahy
e automaticky extraktor Buchi
e kadinky
Chemikalie:

hexan, dichlormethan
vytéZnosti standard PCBs (30, 185) o koncentraci 0,2 pg/mi

Postup prace:

vysuSenou pudu presejte

pfipravte ultrazvukovou lazen

navazte 20 g pUdy a nasypte do kadinky

pomoci automatické pipety nadavkuijte do pady 50 ul standardu PCB
ke vzorku pudy nalijte 50 ml smési 20 % dichlormethanu v hexanu
extrahujte 3 x 15 minut

vzdy po kazdém 15-minutovém cyklu extrakce odeberte Pasteurovou
pipetou rozpoustédlo do bariky

extrakt zahustéte na extraktoru asi na 5 ml

pomoci Pasteurovy pipety pfevedte zahustény extrakt do predem
oznacené vialky a bariku 3x vyplachnéte malymi davkami dichlormethanu
objem roztoku ve vialce odpafte pod mirnym proudem dusiku na objem
1ml

vialku dobfe uzavrete a ulozte v ledni¢ce do dalSiho zpracovani

5.C Cisténi extraktu kolonovou chromatografii

Pomuiicky:

sklenéna kolonka
vialka o objemu 40 ml
vialka o objemu 2 ml
Pasteurova pipeta, vata

12
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Chemikalie:

o (Cistény aktivovany silikagel (aktivace 12 hod pfi 150°C)

e CiStény neaktivovany silikagel

¢ silikagel modifikovany kyselinou sirovou (22 ml koncentr. H2SO4 + 50 g
aktivovaneho silikagelu)

e hexan, dichlormethan

¢ vnitini standard PCB (121) o koncentraci 0,2 ug/ml

Postup prace:

e k zahusténému vzorku pfidejte Cistény neaktivovany silikagel
e pfipravte kolonku k separaci:
o na dno kolonky vloZte smotek vaty
o nad néj nasypte asi 1 cm vysoky sloupec CiSténého aktivovaného
silikagelu a nad tuto vrstvu 5 g Cisténého aktivovaného silikagelu
modifikovaného kyselinou sirovou, ty€inkou mirné sklepejte a
nasypte asi 1 cm vysoky sloupec Cisténého aktivovaného
silikagelu
o na vrchol sloupce naneste vzorek nabaleny na silikagel a opét
sklepejte
e provedte eluci 30 ml 50% dichlormethanu v hexanu do 40 ml vialky
e vzorek zahustéte pod mirnym proudem dusiku na cca 1 ml
e roztok prevedte do pfedem oznacené vialky o objemu 2 ml a dopliite na
1 ml hexanem
e prfidejte 50 yl vnitfniho standardu PCB 121
¢ vialku peclivé uzavrete a uschovejte v ledni¢ce az do provedeni analyzy

5.D Stanoveni PCB plynovou chromatografii a vyvhodnoceni chromatogramu

Pomiicky:

¢ Plynovy chromatograf s hmotnostni detekci
o PrecCiStény extrakt vzorku v minivialce

Postup pii vvhodnocovani — provede vedouci cviéeni

13
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6 Stanoveni bromovanych zpomalovacél horeni (BFR) ve
vzorku domaciho prachu

Pomuicky:

e vzorek domaciho prachu z vysavace
e jednorazové extrakeni patrony
e predcCiSténa vata

6.A Extrakce vzorku prachu automatizovanou Soxhletovou extrakci,

zkoncetrovani extraktu

Pomuiicky:

automaticky extraktor Buchi B-811

extrakéni nadobka

teflonové varné ustipky

vialky EPA 20 ml, EPA 40 ml,

jednorazové sklenéné Pasteurovy pipety

predvazky

ochranné pracovni prostfedky — rukavice, bryle, plast

Chemikalie:

e dichlormethan

Postup prace:

e vzorek domaciho prachu (cca 1 g) navazte do jednorazové extrakeni
patrony

e v patroné vzorek pfikryjte kouskem pfedextrahované vaty a zatiZzte malou
sklenénou zatkou

e do extrakcni nadobky nalijte rozpoustédlo (dichlormethan), cca 150 ml,
pridejte teflonovy varny ustipek

e extrahujte programem €. 1 (40 minut horky Soxhlet, 20 minut
prokapavani rozpoustédlem)

e po ukoncCeni extrakce zkoncentrujte vzorek programem €. 2 na objem
mensi nez 10 ml

e prevedte vzorek do vialky 20 ml, puvodni extrakéni nadobku promyjte
alespon 2x 1-2 ml dichlormethanem a pfidejte k extraktu ve vialce

e odpafrte extrakt pod proudem dusiku na objem cca 1-2 ml

14
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6.B Cisténi extraktu kolonovou chromatografii

Pomuicky:

sklenéna kolona, vnitini primér 1 cm
vialka o objemu 40 ml

Pasteurova pipeta, vata

minivialka o objemu 1 ml

Chemikalie:

Cistény aktivovany silikagel (aktivace 12 hod pfi 150°C)

cistény neaktivovany silikagel

silikagel modifikovany kyselinou sirovou (22 ml koncentrované H2SO4 +
50 g aktivovaného silikagelu)

hexan, dichlormethan, nonan

Postup prace:

pripravte kolonu k separaci:
o na dno kolony vlozte smotek vaty
o na néj nasypte asi 1 cm vysoky sloupec Cisténeého aktivovaného
silikagelu, nad tuto vrstvu 5 g Cisténého aktivovaného silikagelu
modifikovaného kyselinou sirovou
o ty€inkou mirné sklepejte
o navrchol sloupce nasypte 1-2 cm vrstvu neaktivovaného silikagelu
a opét sklepejte
aplikujte vzorek mokrou cestou na kolonu, promyjte puvodni vialku
alespon 2x 1 ml dichlormethanem, pfidejte ke vzorku v koloné
provedte eluci 30 ml 50% dichlormethanu v hexanu do 40 ml vialky
vzorek zkoncentrujte pod mirnym proudem dusiku na cca 100 pl
vzorek pfevedte do pfedem oznacené minivialky, pfidejte 40 pl nonanu
a odpatte na finalni objem 40 pl
pridejte 10 pl vnitfniho standardu 13C BDE
minivialku peclivé uzaviete a uschovejte v ledni¢ce az do provedeni
analyzy

Stanoveni BFR plynovou chromatografii a vyhodnoceni GC chromatogramu

Pomuicky:

¢ Plynovy chromatograf s vysokorozliSovaci hmotnostni detekci
o PreCiStény extrakt vzorku v minivialce
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7 Extrakce microcystint ze vzorka vody metodou SPE

Urcéeni a cil

Zakoncentrovani microcystin ve vzorcich s nizkou koncentraci pro jejich nasledné
analytické stanoveni pomoci HPLC-MS (kapalinova chromatografie s hmotnostni
detekci)

Princip

Microcystiny ze vzorku se zachytavaji na povrchu pevného sorbentu. Nasledné jsou
pfevedeny do malého mnozstvi organického rozpoustédla a tento roztok je pfipraven
pro analyzu microcystind na systému HPLC-MS.

Bezpecnost pri praci a toxikologické udaje

Vzorky vod, extrakty biomasy sinic - rizikovy material potencialné obsahuijici
cyanotoxiny

Methanol — jedovaty

Kyselina chlorovodikova — silna Ziravina

PFi praci s evakuovanou aparaturou pouzivat ochranné pomucky (bryle) a dodrzovat
veskeré zasady bezpecnosti.

Chemikalie a spotrebni material
e 100% methanol — potfebné roztoky o koncentraci 20% a 50% (v/v) pfipravit
smichanim Cistého methanolu a destilované vody
e 1% kyselina chlorovodikova
e roztok thiosiranu sodného (c=10g/I)
o GF (glass fiber) filtry (0,45um)
e SPE kolonky se sorbentem C18
o (Cisté 1,5 ml sklenéné vialky, vicka, septa
o stfiCka s destilovanou vodou

Pristroje
o filtraéni aparatura Nalgene DS0320
e aparatura pro SPE
o elektricka membranova vyvéva
e rotaCni vakuova odparka
e pH metr
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7. A Postup prace

Priprava vzorku
e vzorky prefiltrovat pfes GF filtr (0,45um)
e pfidat methanol v mnozstvi do 10% celkového objemu (v/v) vzorku. V pfipadé
vySSiho obsahu organického rozpoustédla zfedit vzorek destilovanou vodou
tak, aby koncentrace organického rozpoustédla nepfesahovala 10% (v/v)
o filtrat okyselit pfidanim HCI na pH~6, pH zkontrolovat pomoci pH metru
e pfidat 1ml roztoku thiosiranu sodného (c = 10 g/l)

Aktivace a ekvilibrace SPE kolony
e pokyny ke konkrétnim typum kolon jsou uvedeny na pfibalovych letacich

od vyrobce
e v pfipadé pouziti kolon Supelclean LC-18 3ml Tubes postupovat takto:
o aktivace 5 ml 100% methanolu (bez pouziti podtlaku)
o ekvilibrace 5 ml vody (mozno pouzit podtlak)
e vprabéhu aktivace, ekvilibrace a pretahovani vzorku kolona nesmi
vyschnout! (nad horni fritou musi byt stale alespori 5mm kapaliny)

PretaZeni vzorku
e vzorek pretahnout pres kolonku za pouziti podtlaku, pratok 5 ml/min

e po pretazeni vzorku susit kolonu proudem vzduchu (10 min)
e vysusenou kolonu promyt 5 ml 20% methanolu

Eluce analytu
e eluci provést 5 ml 100% methanolu za pouziti podtlaku

e eluat v pfipadé potfeby skladovat v mrazaku (pfi teploté -18°C)

Zakoncentrovani eluatu
¢ eluat odpaifit do sucha pod proudem dusiku

e odparek rozpustit v 500 pl 50% methanolu a pfevést do vialky
e vzorky ve vialkach pfed analyzou skladovat v mrazaku (t = -18°C)
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7. B Stanoveni microcystinu v lyofilizované biomase sinic

Princip

Navazka lyofilizované biomasy sinic je extrahovana solventem za puUsobeni
ultrazvuku. Bunécny debris je oddélen centrifugaci, supernatant je Zfiltrovan
a pfipraven pro analyzu microcystinu.

Bezpecnost pfi praci a toxikologické udaje

Vzorky vod, extrakty biomasy sinic - rizikovy material potencialné obsahuijici
cyanotoxiny

Methanol — jedovaty

Pfi praci s ultrazvukovym homogenizatorem pouzivat tlumitka zvuku a dodrzovat
vesSkeré zasady bezpecnosti.

Chemikalie a spotfebni material
e 50% methanol

e 1,5 ml Eppendorfovy mikrozkumavky

e plastova stfikacka 1 ml + jehla

o stfikackové nylonové filtry (0,45 um)

o (Cisté 1,5 ml sklenéné vialky, vicka, septa

e denaturovany ethanol, stfiCka s destilovanou vodou

Pristroje
e analytické vahy
e pipeta 100-1000 pl
e vortex
e ultrazvukovy homogenizator nebo lazen
e centrifuga

Postup prace

Priprava vzorku

e do Eppendorfovy zkumavky navazit cca 5 mg lyofilizované biomasy
(zaznamenat pfesnou navazku)

e pridat pipetou 1 ml 50% methanolu a dukladné vortexovat

e extrahovat pomoci ultrazvukového homogenizatoru (2 x 20 s, cycle 0,8 x 10%,
power 90%), mezi obéma extrakcemi nechat vzorek vychladnout

o centrifugaci oddélit bunécny debris (maximalni otacky, 10 min)

e supernatant prefiltrovat pomoci stfikacky a filtru do sklenéné vialky

e vzorky pfed analyzou skladovat pfi teploté -18°C
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8 Stanoveni obsahu Zn, Cd, Pb, Cr a Cu ve vlasech
metodou ICP-MS

Priprava vzorklu a stanoveni metodou ICP-MS

Pomucky:

Mikrovinné rozkladné zafizeni Berghoff MWS3+

Hmotnostni spektrometr s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS) Agilent
7500ce

Automatické vahy Mettler

Odmérné banky, teflonové mineralizaéni nadobky, automaticka pipeta

Chemikalie:

Koncentrovana kyselina dusi¢na (precisténa podvarovou destilaci)
30% roztok peroxidu vodiku
Deionizovana voda

Postup prace:

Odstfihneme pramen vlasl ze zadni ¢asti hlavy

Vlasy promyjeme nejprve v acetonu, nasledné v deionizované vodé a na zavér
opét v acetonu

Umyté vlasy nechame vysusit na filtracnim papife v susarné

Vzorek vlasu zvazime a vlozime do teflonové patrony.

Pridame 4 ml kyseliny dusicné a 2 ml peroxidu vodiku.

Nadobu uzavieme teflonovym vickem, hlinikovou pojistkou a vlozime
do teflonového obalu. SeSroubovanou nadobu umistime do mineralizacniho
zafizeni a spustime mineralizani program.

Po skonCeni programu nadobu vyjmeme, roz8roubujeme a mineralizat
kvantitativné prevedeme do 50 ml odmeérné banky.

Koncentrace kovu v roztoku stanovime metodou ICP-MS
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9 Perfluorované slouceniny (PFCs) ve spotrebnich
materialech

Uvod:

Perfluorované latky (PFCs) patii z environmentalniho hlediska mezi persistentni organické
polutanty (POPs) a jako takové jsou monitorovany svétovymi organizacemi (UNECE; OECD;
UNEP). Jejich vyroba a pouziti jsou limitovany nckolika mezinarodnimi umluvami
(Stockholm Convention on persistent organic pollutant; CLRTAP). Pro Evropskou unii a tim
i Ceskou Republiku je zavazujici smérnice Evropského parlamentu a rady 2006/122/ES
ze dne 12. prosince 2006.

PFCs jsou pomérné¢ nové slouceniny. Ackoliv jsou primyslové vyrabény teprve od 50. let
20. stoleti, diky jejich hojnému pouzivéani dochéazi k vyrazné kontaminaci Zivotniho prostredi.
Diky atomim fluoru v molekule se jedna o latky velmi stabilni. Jsou odolné vici
chemickému, fotochemickému, termickému a biochemickému rozkladu. Maji potencial
k dalkovému transportu, jsou proto pfitomny i v oblastech, kde nebyly nikdy vyrabény ani
pouzivany. Tento aspekt umociiuje i schopnost bioakumulace v Zivo¢iSnych tkéanich.

Polyfluorované latky jsou slouceniny obsahujici hydrofobni alkylovy fetézec s proménlivym
poctem uhliku (obvykle C4 az C16) a hydrofilni ¢ast, kterd miize byt zcela nebo Castecné
fluorovand. Je-li hydrofilni ¢ast zcela fluorovéna, jsou pak molekuly nazyvany jako
perfluorované (PFCs). U latek, které maji jen ¢astecné fluorovanou hydrofilni ¢ast molekuly,
urcuje jeji vlastnosti pozice a pocet fluord.

FFEFF F O FFFFFFFF

s SO4H
OH - <

FFF FF FF F F FF FF FF F
PFCs zahrnuji nékolik zékladnich skupin slou€enin, z nichz nejvyznamnéjsi jsou z pohledu
spotfebnich materidlti perfluoroalkylkarboxylové kyseliny (PFCAs), perfluoroalkylsulfonaty
(PFASs). Jedné se latky oleofobni i hydrofobni povahy. Tato vlastnost se hojné vyuziva
u ochrannych natérii, povrchové uprave tkanin, koberct ¢1 obalovych materidlti na potraviny.
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Princip:

PFCs jsou casto aplikovany na textilni materidly za ucel jejich ochrany pted vodou
a neCistotami. V této Uloze budou PFCs aplikovany na spotfebni material extrahovany
do organického rozpoustédla v ultrazvukové lazni. Extrakt bude dale piecistén aktivnim
uhlim, aby se snizil vliv matrice. Kone¢nou analytickou metodou je pak vysoceucinna
kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci (HPLC-MS/MS).

Pomiicky:

laboratorni vahy

polypropylenové centrifugacni zkumavky (50 ml)
ultrazvukova lazen

pasteurove pipety

pinzeta

stiikackovy nylonovy filtr (0,45 um)

injek¢ni stiikacka (3 mL)

LabEva

Chemikalie:

methanol

smésny standard na vytéZznost metody (MS8PFOA, M8PFOS)

0,1 M kyselina chlorovodikova

5 mM octan amonny

smésny vnitini standardy (MPFBA, MPFHxA, MPFOA, MPFNA, MPFDA,
MPFDoDA, MPFHxS, MPFOS)

Upozornéni:

vSechny nadoby a pomticky je potfeba pied pouzitim omyt metanolem (plati pro PP
zkumavky, pasteurovy pipety, ntizky, pinzety)

Postup prace:

1.

SN

Do polypropylenové centrifuga¢ni zkumavky o objemu 50 ml vloZte cca 2 g vzorku,
jehoz zname plochu, ktery je nastiihan na malé kousky piiblizné 1 x 1 cm. Zaroven si
ptipravte druhou zkumavku na slepé stanoveni tzv. blank.

Pridejte 50 pl smésného standardu M8PFOA/MS8PFOS o koncentraci 40 ng/mL.

Dale ptidejte extrakéni rozpoustédlo — 20 ml metanolu s ptfidavkem octanu amonného
(1g octanu amonného na 2,5 L metanolu) a 5 ml 0,1 M HCI.

Centrifugacni zkumavky vlozte do ultrazvukové 14zn€ a nechte extrahovat po dobu 15
minut.

Po 15 minutach provedte centrifugaci pii 4000 rpm po dobu 10 minut.

Do disté a oznacené zkumavky pieved’te pomoci pasteurovy pipety €isty supernatant.
Extrak¢ni krok opakujte jesté dvakrat vzdy s novym rozpoustédlem 10 mL. VSechny
tf1 extrakty spojte v jeden.

Extrakty zkoncentrujte pod proudem dusiku do posledni kapky.
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9. Zustatek pak nafed’te na 1 mL mobilni fazi, ktera je slozena z metanolu a 5 mM octanu
amonného v poméru 1:1. Vzorek promichejte na vertexu.

10. Piipadné necistoty odstranite filtraci extraktu pfes nylonovy sttikackovy filtr.

11. Smésny vnitini standard je do vzorkd pfiddvan pomoci automatického autosampleru.
Cilové analyty pak budou separovany pomoci HPLC a detekovany tandemovou MS.

Ukoly a Otazky:

—_—

Vypogitejte koncentraci jednotlivych PFCs na gram a m” materialu.

2. Napiste ptiklad materidld ¢i spotfebnich produktd, kde byste ocekavali vyssi
koncentrace PFCs.

3. Jakym zplsobem se mohou PFCs dostavat do Zivotniho prostfedi. Nacrtnéte mozny
zivotni cyklus PFCs v prostiedi a urcete, ve kterych matricich zivotniho prostiedi 1ze
predpokladat nejvyssi koncentrace.

4. Existuji néjaké legislativni limity pro pouzivani PFCs?
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10 Navod na praci s MassLynx, TargetLynx,
vyhodnoceni vzorku

Autor: Petr Kukucka
Pristroj: MicroMass AutoSpec Premier, Quattro Micro GC

popis hlavniho okna:

Vlevo na zéloZce Shortcut parametry pfistroje (chromatograf-inlet method,
spektrometr-MS method, MS Tune) nebo programd (TargetLynx, QuanLynx,
ChromaLynx a dalsi)

seznam vzork(: nazev souboru, popis, metoda MS (MS file), metoda GC (inlet file),
pozice vialky (Bottle), nastfikovany objem (Inject Volume), typ vzorku (standard,
blank, analyt, rozpoustédlo...), koncentraéni urovné (ConcA, ConcB... definované
pro jednotlivé latky v dané vyhodnocovaci metodé).

Cely seznam vzorku funguje jako databaze, a nemusi byt zobrazeny vzdy vSechny
sloupce. Pro zobrazeni prefazeni sloupcu kliknout pravym tladitkem na zahlavi
sloupce a vybrat ,Customize display...".

Pro pfidani fradku vybrat ,Samples“-Add.

V jednotlivych sloupcich |ze automaticky doplhovat (oznacit oblast pro dopinéni,
kliknout pravym tlacitkem a bud ,Fill down“ nebo ,Fill series®, prvni volba doplni vSe
stejné, druha volba doda, tj. vytvofi Ciselnou fadu, uZiteCné pro doplhovani pozic
vialek nebo nazvu soubor().

V zahlavi okna je nazev projektu a seznamu vzorku. Projekt je adresaF na disku, kde
jsou dalSi podadresare, které obsahuji: Data (Data), Strojové metody a parametry
(ACQUDB), vyhodnocovaci metody (MethDB), kalibra&ni kfivky (CurveDB) a seznam
vzorkl (SampleDB).

Sz

Shadown bastisd
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Spusténi analyzy: vyplnit poZzadované informace do seznamu vzorku (nazev souboru,
popisek, ID, metodu MS, metodu GC, pozici vialky a nastfikovany objem). Zadat také
typ vzorku pro pozdéjsi vyhodnoceni (analyt, standard, blank, solvent atd),
koncentracni urovné pro kalibraci a vzorky (koncentrace vnitfnich standardu). Mozno
zadat do sloupce User Divisor navazku/objem a User factor fedici faktor. Témito
hodnotami je potom vysledek délen/nasoben a Ize ziskat pfimo koncentraci na gram
(litr, m3...) vzorku.

Spusténi analyzy:

Oznacit fadky, které je potfeba zméfit a kliknout na modré tlacCitko M, zobrazi se
okno

Start Sample List Run x|

Iﬁl E:h_AutoSpec_datahPetr-20091027. pro

CEreBun — Samples

[W]Acquire Sample Data © | Erom E Io M

[JAuta Process Samples

[(J&wuto Quantify Samples — QCk onitor
[1Post-Fun [~ Enabled
— Scheduling

[ Pricrity

[ Might Time Process

Ilzer Processes. . k. I Cancel

kde vybereme, co vSe provést, chceme zméfit, takze ,Acquire Sample data“,
potvrdime OK, analyza se spusti.

Analyzu Ize z hlavniho okna pozastavit pauzou nebo zastavit ¢ervenym tlaCitkem
STOP A

Vyhodnoceni vzorkU:

KalibraCni standardy musi byt v seznamu oznacené ,standard®, vzorky jako ,analyte®.

Oznadit fadky, které je potfeba vyhodnotit:
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Na zaloZce TagretLynx vybrat ,Process Samples®, vysko€i okno, vybereme procesy,
které chceme provést (,Integrate Samples®, ,Quantify Samples®) pfipadné i ,Calibrate
standards®, pokud chceme vytvofit kalibraéni kfivky.

Zadame metodu pro identifikaci latek (,Method®) a kalibraéni soubor (,Curve®), pokud
uz byl dfive vytvoren.

Data jsou zpracovana a otevie se okno TagetLynx Browseru.
=l0lx
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0 e oa| oo oo
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(2o g t X0 04| o0z a0z,
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04 0 001 "
) 04t o 000 o
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) 0% oa | om oo
O 0479 4| oo oo
0 0468 [ ) oot
t_ 047t o4g| o0 |
e 11
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L3
¥ L + T min
3 00} 20100420-4 S Mn,1x1 1ol
S | n21sp 2
z 1 PCOTT 239511207 61173 13808005
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750 - 2 (i, 11 1
. 7
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V horni €asti je tabulka ,summary®, kde jsou informace o vzorku a latce, jednotlivé
sloupce je mozno zobrazovat a skryvat, pfefazovat, kliknout pravym tlaCitkem na
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zahlavi sloupce a vybrat ,Change Column Order...“. Opét je zde databazovy systém,
vSechny informace jsou ulozené, ale nemusi byt zobrazené. V této tabulce nelze
rucné prepisovat, vSechna data se dostanou integraci.

Lze opétovné provést vyhodnoceni z menu ,Processing“ a vybrat ukony které chce
provést (integrovat — Integrate , kalibrovat - Calibrate, vypocist - Quantify, odecist
blanky — Blank subtract atd., vice véci najednou lze provést pomoci ,Execute“ a

zakliknout Zzadané procesy)

Lze volit zobrazeni podle vzorku nebo podle latky, kliknout pravym tlaCitkem v tmavé
modrém zahlavi popisu (zde PCB77), ,Display options*:

EA TargetLynx - di-PCBs-WP-f2_kalib_exp_strecha_20100420.qld =10l
y Pr w_Help
%y oA
|BEEGE - |[$d [ ) -
E D | #[Name Sample Text Type Std. Cone RT[ PredRT Areal IS Area|  Response|[Prima...|  Conc.| %Dev S| 15 Retio (Actual) | 15 Ratio (Pred) | TEQ 2| Lowerbound 2| Upperbound =
a7 |20100420-1 nonene blank___|Blank | 2385 | 0491] 000 0.0 0.0 0
2 2[20100420-2 12 blarkc Anaiyte 2394 2395 14697218] 6627938| 110873 b | 5204 234,987 0458 0431 055 055 055
3 | [ 3[201004203 2 tsp-puft Analyte 2395| 2395 62672.449] 5284822000 bb 295 696697 0456 0491 0.00 0.00 0.00
4 4201004204 f21sp-puf2 [Analyie 2395| 2395| 23791711| 4379742000 0272 o 135 52025 047t 04| oo 000 |
5 5[20100420-5 f2tsp-puf3 1 x|[ 418 812635 0481 0431|000 0.00 0.00
6 | | 62010042086 f2tsp-putd 18 15477 0456 0431|001 001 [
7 7[20100420.7 f2tsp-puts, Suntay | Cvematogram| Spectum| Caltratin | Dvervien | Colors and Foris | 862 15081 0.468] 04| oot ] ]
8 8[20100420-8 12tsp-puts Lity 718 14881 0477 0431 oot 001 001
s | | s|201004208 12 tsp-put? 521 11379 0477 0431|001 [ [
10 10[20100420-10___|f2tsp-putd & Compound 508 14384 0471 04| oot ] 001
11 11[20100420-11 | r2tsp-pur9 ool 2254 36762 0478 szt ooz 002 002
12 | [12[2010042042 |r2tsp-putio 3123 3641 3. 0482 0431|003 003 003
13 13]20100420-13___|f2tsp-putt 1 1T 1836 3 0474 0491 uuﬂ [ [
I 14]20100420-14 |12 tsppuit2 Slideshow 579 0492 0472 04st] _oo1] [ [
45 | 152010042045 |12 pnt0-purt Interval (seconds): 15 325 662721 0486 0431|000 0.00 000
16 | [16[20100420-16 |12 pt0-pur2 189 456,343 0473 0431|000 0.00 0.00
17 17[20100420-17___ |12 pmi0-puta e EEX] 761986 0461 0431|000 0.00 0.00
18 18[20100420-18 |12 prm1O-putd. 75| 11403 0461 0431 o001 001 001
19| 1920100420419 |2 ptO-puts " Cakeulate using Tosic Linit of Detection 799 12080, 0479 0431 001 [ 001
20 20[20100420-20 |12 pmi0-pute & Calouiat Tosic Limit of 597 516688 0459 04| oo ] ]
21 [ [21[2010002021 |2 pmitpu 501 02| et 041 oot o1 001 =
= o Ty e — TS e rer» — s r——r v v
libration: di-pchs_WP_calibration_201004] =101 x|
[Compound narme: PCB77 - mooth(Mn, 1x1) F1:Voltage SIREl+ &
Fecpanss Facor. 1 0422 S [T ]
IRRF SD: 0.0407118, % Relative SD: 4.05408 3.0048+005
PCB77,23.95,23791.7,320.3
IResponse type: Internal Std (Ref 15 ), Area * (1S Conc. /15 Area) 98 iy '
[Curve type: RF
%]
x ” x L 4
T T T min
R 20100420-4 Smooth(Mn,1x1) F1:Voltage SIR,El+
2 x 12 tsp-puf2 293 9165
< 984 PCB77,23.95,11207.6,117.3 1.380e+005
5.0
u T T e 4 m Cone || %
\
Rass T T min
750 20100420-4 Smooth(Mn, 1x1) F1Voltage SIR,El+
o 121sp-puf2 303 9597
2 500 o 13C-PCB77,23.93;4379742.0,12560.3 5.336e+007
& 250 %
,
0 T L LA A Al Y AR L U A A R AR LA L g rrrrerm Cone T T T T T min
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 2340 2360 2380 24.00 24.20 24.40 2460 |
Ready | lpce77 NUM 4‘

Lze zobrazit i pfehled nesplnénych kvalitativnich parametrd, hlavni menu

,Overview bar”.

L, View-
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Cervené jsou oznadeny vzorky a latky, kde nebyly spinény kvalitativni parametry, po
najeti mysi nad danou buriku se zobrazi divody (nejCastéji pomér izotopd mimo
povoleny rozsah), dvojklikem na tuto bufku se zobrazi dany pik.

Ve spodni ¢asti okna je zobrazena kalibracni kfivka a chromatogram. Integrovany pik
Ize editovat kliknutim levym tladitkem na dany pik a poté tazenim pocCatecniho a
koncového bodu. Pokud nebyl pik automaticky integrovan, tak na né&j kliknout pravym
tlaCitkem a vybrat ,Add peak“. ZvétSit chromatogram Ize tazenim levym tlaCitkem
pfes oblast piku nebo vybranim zvétS8ované oblasti, zmensit potom pomoci tlacitka

Vymazat dany pik Ize klinutim pravym tlacitkem a vybrat ,Delete peak®.

MassLynx integruje automaticky velmi dobfe, pfes 95% pikd byva spravné

integrovano, proto staCi prochazet mezi vzorky (ikona vialky oo ) a mezi
latkami 5° ¢ 7 a provést kontrolu.

Cely datovy soubor je dobré ulozit: ,File“-,Save as...”

Na konci lze data exportovat do textového souboru: ,File“ - ,Export‘-,Complete

summary® (bude exportovano ,summary” tak jak jsou momentalné zobrazené, tj. bud
podle vzorku, kde na jednotlivych fadcich jsou jednotlivé latky nebo naopak podle
latky, kde na jednotlivych Fadcich jsou vzorky). Tento soubor potom uloZit, a Ize jej
importovat do tabulkového procesoru (Starcalc, Excel atd...), je nutné mit nastaveno
ve Windows anglické prostfedi, jinak budou Cisla s desetinnymi teCkami importovana
a pfevedena na data.

Exportovat Ize i kalibraéni data: ,File“ — ,Export* — ,Calibration...“ pro pozdé&jsi
pouziti.
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