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1 Obecné informace a cile predmétu

Laboratorni cviceni Zaklady studia environmentalnich procest (E1230) je predmét urceny studentlim
prvniho semestru navazujictho magisterského studijniho programu Zivotni prostfedi a zdravi na
Prirodovédecké fakulté, Masarykovy univerzity, vyu€ovany v podzimnim semestru.

Pfredmét volné navazuje na predndasky a vypoctovy seminar pfedmétli E6050 a E6051 Osud toxickych
latek v Zivotnim prostfedi. Napini téchto kurzd je sezndmeni studentl s chemickymi a fyzikalnimi
zakonitostmi, které umoznuji kvalitativni a kvantitativni popis osudu chemickych latek v Zivotnim
prosttedi, zahrnujici transport a rovnovahy latek mezi kompartmenty a jejich chemii v matricich a
biomu. Cilem predmétu Zaklady studia environmentalnich procest je poté prenést teoretické poznatky
o chovani chemickych latek v prostfedi a procesech na fazovych rozhranich do Urovné praktickych
dovednosti. V ramci cviceni jsou zafazeny laboratorni Ulohy zaméfené na environmentalni procesy,
transport a rovnovahu latek mezi kompartmenty, a latky z hlediska lidského zdravi, v souladu s naplini

nového studijniho oboru Zivotni prostiedi a zdravi.
Na konci kurzu bude student schopen:

) rozumét a orientovat se v transportu, distribuci a chemii latek na zakladé vlastnosti

jednotlivych latek a matric

° interpretovat laboratorni vysledky z pohledu jejich osudu v prostredi

° predpovidat environmentdlni chovani chemickych latek na zédkladé simulace v laboratornich
podminkach

. rozvinout laboratorni dovednosti a principy spravné laboratorni praxe

Studenti v pribéhu cviceni ziskaji cenné praktické dovednosti s aktudlné pouzZivanymi trendy,
technikami a instrumentaci moderni environmentdlni chemie. Studenti navic budou postupovat
maximalné samostatné tak, aby ziskali co nejvice vlastnich praktickych laboratornich zkusenosti a
mohli samostatné realizovat vSechny etapy laboratornich postup(, a to véetné vlastniho vnimani
souvislosti. Navic si upevni znalost anglické terminologie, kterd je pro mezinarodni charakter

environmentalni chemie stéZejni.

Doporucena literatura:

SCHWARZENBACH, René P., P. M. GSCHWEND a Dieter M. IMBODEN. Environmental organic
chemistry. Third edition. Hoboken, New Jersey: Wiley, 2016. xvii, 1005. ISBN 9781118767238. info
SCHWARZENBACH, René P., P. M. GSCHWEND a Dieter M. IMBODEN. Environmental organic
chemistry. 2nd ed. Hoboken, N.J.: Wiley-Interscience, 2003. xiii, 1313. ISBN 0471357502. info



1.1 Organizace cviceni

Filosofii praktika je samostatna prace student(. Pro cviceni je vytvofen ¢asovy harmonogram, ktery je
predan studentlim na zadatku praktika. Harmonogram se muze lisit podle poétu dni praktika a poctu
skupin studentd.

Vyuka cvieni probiha blokové, v pripadé vétsiho poctu studentl pravidelné na tydenni bazi dle
rozvrhu, v dobfe vybavenych studentskych laboratotich, umoziujici praktické provedeni i slozitéjSich

laboratornich uloh.

Pozadavky pred zapocetim praktika a jeho pribéh:

Na zacatku praktika budete proskoleni o bezpecnosti prace v laboratofi a pro praci s chemickymi
latkami. Pro pripravu na praci v laboratofi a vstupni test z bezpecnosti si pfed zahajenim praktika
dikladné prostudujte kapitolu 2. Bez Uspésného sloZeni testu nemUzZete praktikum absolvovat.
Prostudujte si, prosim, peclivé vsechny navody k Ulohdam a odpovézte si na pfipravné otazky. Na
zacatku dané ulohy budete psat vstupni test, ze kterého je pro absolvovani Ulohy nutno ziskat 80 %.
Veskery material a pomucky budou pro vas v laboratofich nachystany.

Béhem praktika si délejte poznamky a zapisujte zejména vsechny detaily k provadénym postupim a
vysledkiim. Kdykoliv néco nevite, zeptejte se vyucujicich. Nékteré ¢asti se provadi spolecné, ale vétsinu
jednotlivych metod budete provadét samostatné nebo ve dvojicich.

Kazdy student vypracuje protokoly pro vsSechny ulohy samostatné. Protokoly obsahuji strucny
teoreticky Uvod vcetné citaci, popis cile ulohy, popis pripadnych odchylek postupu od navodd,
prehledné vysledky véetné grafické podoby, komentar vysledk(l a odpovédi na stanovené otazky.
Pozornost vénujte hlavné vysledklim a nasledné diskusi.

Pfredmét je zakoncen ziskem zapoctu a 4 ECTS kreditd.

Podminky k ziskani zdapoctu:

1. dochdazka —100% ucast na vSech laboratornich cvi¢enich

2. vstupni test bezpecnost — ziskani minima 9 bodt (max. 15 bodu)

3. prace vlaboratofi — kazdd z uloh se hodnoti jednotlivé — hodnoti se zdjem o danou
problematiku, pfiprava (vstupni test ke kazdé uUloze), spravna laboratorni praxe, peclivost
(max. 4 body za kazdou ulohu)

4. protokoly — kazdy protokol se hodnoti jednotlivé — za kazdy protokol minimum 3 body (max.

5 bodt). Kazdy student vypracuje samostatné protokol ke kazdé uloze ze cviceni.



Podminkou pro udéleni zapoctu je ziskdni minima 36 bodUi* za Uspésné fesena laboratorni cvi¢eni
(max 60 bodul). Body bude pfidélovat cvicici jednotlivych cviceni na zakladé Uspésného dokonceni

pfislusné ulohy.

*u kazdé jednotlivé polozky hodnoceni je nutné ziskat alespori minimalni pocet uvedenych bodd.

Nesplnéni jakékoliv jedné z poloZzek hodnoceni vede k neudéleni zapoctu.

1.2 Vzorovy protokol

Jméno a pfijmeni:

Studijni program, semestr:

Nazev pfedmétu:

Datum zadani ulohy:

Datum odevzdani protokolu:

Nazev ulohy:

Uvod: V Gvodu uvedte co je predmétem (cilem) experimentalni préace. . Stru¢né a jasné shriite zdroje
konkrétnich latek a pro¢ nas zajima dana matrice. Uvedte mozné zplsoby vzorkovani a nasledné
zpracovani vzorku. K faktim uvedte citace.

Postup prace: Postup prace je uveden ve studijnich materidlech, a proto neni nutné jej do protokolu
kopirovat. Zdliraznéte princip daného zpracovani vzorku a uvedte pripadné odchylky od postupu.
Vysledky a vyhodnoceni: V této sekci uvedte vypocty, tabulky, grafy, pfipadné jiné grafické zndzornéni
vysledka. Pfi zpracovani dat nezapomerite na zaokrouhlovani.

Diskuse a zavér: Konkrétni poZadavky k této stézejni sekci jsou uvedeny u jednotlivych uloh ¢i se
dozvite od vyucujiciho v konkrétnim cviceni. Obecné uvedte slovni hodnoceni a shrnuti dané ulohy.
Diskutujte, o ¢em zjisténé vysledky vypovidaji, napfiklad ve srovnani s namérenymi hodnotami z jinych
studii. Odpovézte na otdzky na konci ulohy.

Reference: Vlozte pouZité zdroje citacnim programem.



2 Bezpecnost prace v laboratori

Provoz na vSech pracovistich, kde se pracuje s latkami nebo pripravky skodlivymi zdravi, musi byt
upraven tak, aby tyto latky nemohly ohrozit pracovniky na téchto pracovistich, ani v okoli
pracovisté, aby neohroZovaly podzemni a povrchové vody a aby neunikaly do ovzdusi v
koncentraci Skodici zdravi, tj. nesmi byt pfekroceny nejvyssi pfipustné koncentrace pro pracovni
prostredi.

Musi byt rovnéz zajiStény asanacni prostiedky pro pfipad havarie. Pfi rozsypani nebo rozliti
Skodlivé latky je nutno okamzité zajistit jeji zneSkodnéni.

Hlavni zasadou pfi praci se Skodlivymi latkami a pfipravky je preventivné se vyvarovat vSech
moznosti vzniku intoxikace (vyloudit pfimy kontakt pracovnikl s témito latkami), pouzit viech
nezbytnych ochrannych prostfedkd (pracovniho odévu ochrannych bryli, vhodného typu rukavic,
obli¢ejovych stitl, masek atd.) a dodrZovat vSechny bezpeénostni predpisy.

Pti praci s chemikaliemi neni dovoleno jist ani pit nebo koufit. Pfed jidlem, pitim a kourenim v
pracovnich prestavkach a po skonéeni prace si musi pracovnici dikladné umyt ruce a oblicej, podle
povahy prace musi po jejim skoncéeni provést dikladnou ocistu celého téla. Pokud pracovnik
pracuje v ochranném odévu, nesmi jist ani pit po celou dobu, po kterou je v tomto obleku.
Ziraviny nesméji byt prechovavany ve vétsi vyice, nei je vy$e ramen pracovnika, ktery s nimi
manipuluje (a zaroven max. ve vysce 165 cm).

Pfi zfedovani se vidy lije kyselina do vody a nikdy naopak. Kyselina se nalévd pomalu a opatrné,
zvlasté kyselina sirova.

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

Rozlita kyselina dusi¢na se nesmi odstranovat pilinami, hadry a jinymi organickymi [atkami. Pred
odstranénim musi byt zneutralizovana a neni-li to mozné, musi byt alespori maximalné zredéna.
Nadobi znecisténé organickymi latkami se nesmi Cistit kyselinou dusi¢nou (nebezpeci bouflivych
reakci, vyvin oxidd dusiku a samovzniceni).

Rozlité kyseliny, zejména koncentrované, je treba nejprve opatrné zredit vodou, mirné
zneutralizovat posypanim uhli¢itanem (napf. soda, kfida apod.) nebo politim zfedénymi roztoky
alkalii, nasleduje opatrné splachnuti vodou nebo tekutinu nechame vsaknout do pilin, hader apod.
Pti asanaci je nutno dbat na to, aby se nezamofila pfilis velka plocha.

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

Tuhé chemikalie se nesmi nikdy brat nechranénou rukou.



Ziravé, toxické a infekéni kapaliny se sméji pipetovat jediné za poufziti bezpeénostnich pipet nebo
balonku.

Pti vSech manipulacich s latkami ve zkumavkach a otevienych nddobach musi byt Usti nadob
odvracené od pracovnikd do volného prostoru.

Zatky lahvi se nesméji pokladat potfisnénou plochou na desku stolu (sniZzeni moZnosti intoxikace
a kontaminace).

Kyselinu chloristou je nutno uchovavat v lahvich se zabrousenym hrdlem a oddélené od ostatnich
chemikalii, zejména organickych. Lahve s kyselinou chloristou se nesméji pokladat na dfevéné
regaly, nybrz na sklenéné, porcelanové, keramické nebo jiné ohnivzdorné a jiné neabsorbujici
podlozky, aby se stopy po rozliti mohly snadno odstranit.

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

Laboratorni ulohy se vykonavaji podle pfipraveného navodu pod dohledem urceného vedouciho.
Manipulace s tlakovymi lahvemi a redukénimi ventily je povolena jen v pfitomnosti a pod dozorem
vedouciho praktika.

Kazdy uraz, nehoda a zplUsobenad skoda nebo jind zavada musi byt neprodlené oznameny
vedoucimu laboratorniho cviceni.

Pfi prdci s chemikdliemi a biologickymi materidly je tfeba se fidit souvisejicimi statémi Provozniho

fadu RECETOX, vCetné pfiloh 1 a 2.

Potvrzuji svym podpisem, Ze jsem porozumél(a) Skolené tématice a je mi zndma odpovédnost za

pfipadné nedodrzeni ¢i védomé porusovani uvedenych pravidel.

Datum a délka skoleni

30 min

ZpUsob ovéreni znalosti Ustni

Skolici material:

Tento dokument; Souvisejici staté platné verze Provozniho tadu

RECETOXu vcetné priloh €. 1 a 2; Provoznich fadu laboratofi

Jméno a podpis skolitele

C. | uco Pfijmeni a jméno

Studijni obor

sem/roénik Podpis




3 Uvod

Zivotni prostfedi je kontaminovano mnoha chemickymi latkami, a to predevsim diky lidské &innosti.
Problematika vstupu latek do prostfedi, jejich transportu a premén je komplikovana a porozuméni
témto jednotlivym fyzikalné-chemickym procesiim muzZe pomoci pochopit toxické plsobeni na
organismy vcéetné clovéka.

Organické chemické polutanty dnes miZeme najit rozsifené prakticky po celé planeté, a to i na mistech
tisice kilometr( vzdalenych od mista ptvodniho pouZiti. Dostavaji se do jednotlivych sloZek prostiedi z
raznych zdrojd, a to jak pfirodnich, tak i antropogennich. Ve vétsiné pfipadl dnes dominuji vstupy z
raznych antropogennich technologii. Latky mohou byt transportovany ve slozkach, kam byly primarné
emitovany, mohou prechazet pres mezifazové rozhrani do dalSich sloZek prostfedi, béhem tohoto
svého transportu mohou byt chemicky transformovany a vytvaret sekunddarni znecisténi. Mohou se
také diky svym vlastnostem kumulovat jak v abiotickych slozkach prostredi, tak v Zivych organismech,
véetné clovéka. Po vstupu do Zivych organisml mohou negativné ovlivnit zdravi, a proto je nezbytné
porozumét vnéjsim a vnitfnim koncentracim téchto latek s cilem hodnoceni expozi¢nich cest.
Laboratorni studie environmentdlnich procesu, které ovliviiuji chovani organickych latek v prostredi,
jsou nezbytné pro snazsi pochopeni téchto déji a k ziskani dat slouZicich jako podklad pro
environmentdlni modelovani. Specializované laboratorni kurzy, pro studenty magisterskych programa

vysokych skol, zamérené na tuto problematiku, jsou presto velmi ojedinélé.

Kurz zahrnuje experimenty stanoveni fazovych rovnovah, rozdélovacich a distribuénich koeficientd,
transportu latek mezi kompartmenty, bioakumulace a degradace. Uvodni dlohy jsou zaméfené na
pochopeni zakladnich principl, které jsou pak aplikovany ve stanovovani organickych polutantl v

bézné vzorkovanych matricich.

Stanoveni rozdélovaciho koeficient n-oktanol/voda Kow

Stanoveni Henryho konstanty

Adsorpce a vytékavani chemickych latek z pady

Fotochemicka degradace

Stanoveni lipid{, polychlorovanych bifenyl( a organochlorovych pesticidli v masle
Stanoveni persistentnich organickych polutant(i ve vodé pomoci pasivniho vzorkovani
Extrakce mikrocystinG ze vzork( vody metodou SPE

Extrakce pesticid(i v pidé metodou QUEChERS

L ® N o v kA W N

Stanoveni polycyklickych aromatickych uhlovodik(i (PAHs) ve vzorku ovzdusi metodou GC-

MS/MS



10. Jehlici jako pasivni vzorkovac ovzdusi
11. Stanoveni zpomalovacud hofeni ve vzorku prachu

12. Stanoveni metabolitd endokrinnich disruptord ve vzorcich moci



4 Rozdélovaci koeficient n-oktanol/voda

Teoreticky tvod:

V praxi (napfiklad pfi posuzovani nebezpecnosti vybrané latky a povoleni jejiho uzivani v priimyslu) se
je nezbytné kvantifikovat vlastnosti latky. Dlraz je kladen pfedevsim na vlastnosti, které jsou
potencialné rizikové pro &lovéka & pro Zivotni prostfedi. Ziravost latky mGzeme napfiklad odhadovat
podle pH, tékavost podle teploty varu, radioaktivitu podle poloc¢asu rozpadu a tak déle.

Z hlediska enviromentalni chemie je jednou z nejduleZitéjsich charakteristik latky jeji chovani
v redlnych ekosystémech. Bylo by jisté z uréitého pohledu idealni, pokud by nase predpovédi (modely)
a méreni byly natolik presné, ze bychom s absolutni jistotou mohli fict, Ze pokud umistime jeden gram
této latky do prostredi, tak takové procento najdeme v pldé, jiné ve vodé a zase jiné mnozstvi ve flére
¢i fauné. Takto presné Udaje vSak nemame. Navic by se snadno mohlo stat, Ze tato pfehnana presnost
by byla vice ku skodé nez k uzitku. Pfedstavme si modelovou situaci, Ze cisterna vezouci urcitou latku
spadne do feky a potfebujeme rychle védét, jak nebezpecna je situace pro ryby. Pfi tak detailnim
popisu se musime rozhodovat podle stovek Cisel pro kazdy druh ryb.

Odhad toho, jak se latka bude chovat v systému ryba (Zivocich) - voda, tkvi ve vytvoreni modelového
prostiedi, které bude podobné rozhrani ryba-voda, se kterym se zaroven bude dobfe pracovat
v laboratofi. Z historickych, praktickych a ekonomickych dlivod( se role ryby ujal oktanol [1]. Ten dobfe
modeluje bunéénou membranu a diky tomu v ném namérené koncentrace odpovidaji koncentracim,
které by pro danou latku byly naméreny v bioté. Pfi experimentu priddme sledovanou latku do
nemisitelné soustavy voda/oktanol a po protfepani a ustanoveni rovnovahy zjistime koncentraci
v oktanolu a ve vodé. Tim vlastné mérime lipofilitu (hydrofilitu) dané latky. Z téchto koncentraci
mulzZeme dosazenim do nasledujiciho vzorce vypocitat rozdélovaci koeficient oktanol voda [2].
Coktanol

Kow =

Cvoda

Vsimnéte si, Ze jednotky koncentrace latky v oktanolu a ve vodé se pokrati a koeficient je tak
bezrozmérnd veli¢ina. Dale si povSimnéte, Ze ¢im vétsi je hodnota Koy, tim musi byt vétsi hodnota coktanol
(pfipadné mensi hodnota cyoda). TudiZ plati, Ze ¢im ma latka vétsi hodnotu K., tim je lipofilnéjsi
(hydrofobnéjsi). Pro usnadnéni se v praxi asto pracuje s hodnotou log(Kow), jelikoZ Kew rtiznych latek

se mUze lisit pfes mnoho rada.
Princip:
Pfi stanoveni rozdélovacich koeficientd mame dvé nemisitelné faze a priddme k nim malé mnoZstvi

chemické latky, kterd se rozpousti v obou. Smés protfepeme a po ustanoveni rovnovahy zméfime
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koncentrace latky v obou fazich. Vyneseme-li do grafu zavislost koncentrace v jedné fazi na koncentraci
ve fazi druhé, budeme v oblasti nizkych koncentraci pozorovat linearni zavislost, jejiz smérnice je
totozna s rozdélovacim koeficientem. Linearni zdvislost pokracuje az do okamziku, kdy je dosazeno

stavu nasyceni, resp. rozpustnosti.

Ukol:

Stanovte rozdélovaci koeficient n-oktanol/voda (K,») naftalenu metodou tfepaci lahve

1.A Ptiprava a extrakce vzorku pomoci metody tfepaci ldhve
1.B Instrumentalni analyza (provede pracovnik stopové laboratofre)

1.C Zpracovani vysledkl

1.A - Priprava a extrakce vzorku pomoci metody tiepaci lahve

Pomticky:
e 1 xstojan
e 1 x délici ndlevka s teflonovym kohoutem (500 ml)
e ultrazvukova lazen
e 2 xodmérny valec (50 ml, 500 ml)
e 1xnalevka
e 2 x kadinka (500 ml, 100 ml)
e Pasteurovy pipety
e 5xvialka (22 ml)
o 2 xvialka (2 ml)
e automatické pipety, Spicky

e odparovaci systém s dusikem LabEva

Chemikalie:

destilovana voda

dichlormethan (DCM)

bezvody siran sodny

roztok naftalenu v oktanolu (0,011 g naftalenu v 5 ml oktanolu)

0 jedulezité, aby byl naftalen dobfe rozpustén, je proto vhodné pouzit ultrazvuk

Postup prace:

e do délici ndlevky nalijte 5 ml roztoku naftalenu v n-oktanolu a 500 ml destilované vody
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e smés trepejte priblizné 10 minut (béhem tfepani je nezbytné postupné upoustét

nahromadéné plyny v délici nalevce)

e po ustaveni rovnovahy oddélte vrstvy (vodna faze x oktanolova faze)

vodna faze:

vodnou fazi prelijte zpét do délici ndlevky
promyté destilovanou vodou

pridejte 20 ml DCM a trepejte priblizné
10 min

po ustaveni rovnovahy oddélte vrstvy

organickou fazi vysuste siranem sodnym
a prefiltrujte pfes Pasteurovu pipetu

pod proudem dusiku vzorek zahustéte na 1
ml

h_.h

Obrdzek 1 Sprdvné drZeni lahve pri trepdani

oktanolova faze:

s mi

oktanolovou fazi
pfipravené vialky

odpustte do predem

presuste siranem sodnym a
pres vaticku v Pasteuroveé pipeté

zfiltrujte

odeberte 100 pl vzorku, 10x jej naredte C
prevedte do mini-vialky
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1.B — Analyza

e bude provedena pomoci plynového chromatografu s hmotnostni detekci

1.C — Zpracovani vysledku

e z experimentdlné stanovenych koncentraci naftalenu ve vodé a n-oktanolu vypoctéte hodnotu
log Kow

e sestavte strukturovany protokol (Uvod, princip, pracovni postup, vypocet a zaveér), pfipojte
odpovédi na nasledujici dotazy

Doplriujici dotazy

Porovnejte vypoctenou hodnotu s tabulkovou hodnotou, pokud se nerovnaji, vysvétlete, kde mohl

vzniknout rozdil?

Vyjmenujte divody, pro¢ se misto oktanolu nemuzZe pouZit ethanol?

Lze podle vds urcit K,w vSech ldatek?

Proc je lepsi urcovat Koy, ze smérnice neZ z bodu?

Pri jaké hodnoté rozdélovaciho koeficientu je Idtka povaZovdna za silné lipofilni?

Zdroje

[1] D. Mackay, A. K. D. Celsie, and J. M. Parnis, “The evolution and future of environmental partition
coefficients,” Environ. Rev., vol. 24, no. 1, pp. 101-113, 2016.

[2] S. Amézqueta, X. Subirats, E. Fuguet, M. Rosés, and C. Rafols, “Octanol-Water Partition

Constant,” in Handbooks in Separation Science, C. F. B. T.-L.-P. E. Poole, Ed. Elsevier, 2020, pp.
183-208.
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5 Stanoveni Henryho konstanty

Teoreticky uvod

Rozdélovaci koeficient

Pro popis distribuce latek mezi vodou a vzduchem se pouZiva rozdélovaci koeficient vzduch/voda Kaw,
ktery je definovan jako pomér rovnovainé koncentrace dané latky ve vzduchu k rovnovainé
koncentraci ve vodé. Casto byva vyjadfen jako Henryho konstanta - H. Vztah mezi Kaw a Henryho

konstantou mUze byt vyjadien pomoci zakona idealniho plynu touto rovnici:

Ky =4=2
AW = o, T RT’

kde ca je koncentrace analytu ve vzduchu, cw je koncentrace ve vodé, H je Henryho konstanta, R je
molarni plynova konstanta a T je teplota. Pokud vyjadiime mnoZstvi slouceniny ve vzduchu a ve vodé
jako ca a cw, mUzZeme ziskat tzv. bezrozmérnou Henryho konstantu, kterd odpovida Kaw. Rozdélovaci

koeficient vzduch/voda se hojné pouziva v modelech osudu polutantd v Zivotnim prostredi.
Jaké zndte jiné rozdélovaci koeficienty?

Vyjmenujte priklady redlnych situaci v prostfedi, pro jejichz modelovdni byste pouZili Henryho

konstantu.

Pti stanoveni Henryho konstanty pomoci headspace analyzy predpokladame, Ze plati rovnice:
CO - CAVA + CWVW

kde co je koncentrace zkoumané latky na pocatku experimentu v mg/ml, cw je koncentrace ve vodné
fazi po ustaveni rovnovahy, ca koncentrace v plynné fazi po ustaveni rovnovahy, Vw je objem kapalné

faze a Va objem plynné faze.
Otdzky po absolvovaném praktiku:
Porovnejte Vami zmérenou Henryho konstantu s literaturou.

Ukol:

Stanoveni Henryho konstanty pro benzen metodou head-space
l. Head-space

Pomiicky:

e 100 ml odmeérna banka
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e kadinka
e 6x nadobka na head-space (25 ml)

e Plynotésna strikacka

Chemikalie:
e Mili-Qvoda
e Benzen

e Dichloromethan (DCM)
Postup prace:

e pfipravte 100 ml roztoku 10 ul benzenu ve vodé

e pfipraveny roztok napipetujte do nadobek na head-space analyzu o objemech 1,5 ml, 2,5 ml,

3ml,5ml,7mla1l0ml

e nadobky peclivé uzavrete a nechte ustanovit rovnovahu po dobu 24 hodin

Il. Analyza plynné faze pomoci plynové chromatografie

Stanoveni mnozstvi benzenu v plynné fazi bude provedeno pomoci plynového chromatografu.
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6 Adsorpce a vytékavani analytl z pady

Teoreticky uvod

Adsorpce na puadu

Znalost chovani latek v padé, sedimentu ¢i kalu je z environmentdlniho hlediska velmi dulezita.
Distribuce latky mezi plidu a vodni fazi je komplexni proces, ktery je zavisly na fadé faktort: chemické
vlastnosti latky, charakteru pady, klimatickych faktorech (napf. teplota, dést, slunecni zareni, proudéni
vzduchu). Proto nemuzZe byt proces jako takovy simulovan v laboratofi v jeho redlné sifi. Presto muze

nasledujici metodika poskytnout alespon predstavu o adsorpéni charakteristice latky.

StéZejnim parametrem osudu latek v téchto matricich je adsorpcni koeficient Kq, ktery je definovan

jako pomér mezi koncentraci latky v plidé a koncentraci latky ve vodné fazi pti adsorpéni rovnovaze:

Cpiida
Kd :—p

Cvoda

Jaké znate jiné rozdélovaci koeficienty?

Vyjmenujte pfiklady redinych situaci v prostiedi pro které byste tento model pouZili?

Znamé objemy roztoku testované latky o zndmé koncentraci v 0,01 M roztoku CaCl, jsou pfidany
k pddnimu vzorku o zndmé hmotnosti. Smés se tfepe stanoveny cas. Plidni suspenze je poté oddélena

centrifugaci. PUdni i vodné vzorky jsou extrahovany a analyzovany.
Vytékavani z pady

Tékani z pldy je velmi sloZity proces, ktery zdvisi na fyzikadlné-chemickych vlastnostech latky
(rozpustnost ve vodé, tenze par, Henryho konstanta, rozdélovaci koeficient n-oktanol-voda K, nebo
sorpcni koeficient pro organickou slozku pldy Ko, fotolyticka stabilita), environmentalnich
podminkach (velikost povrchu pady, hola plida vs. plda kryta vegetaci, padni struktura a pdrovitost,
teplota vzduchu a pady, vihkost pldy, vihkost vzduchu, proudéni vzduchu, obsah pldni organické
hmoty, mnoZstvi srazek apod.), skupenstvi aplikované latky (s, |, g) a typu aplikace (aplikace na povrch
pudy vs. vpraveni do pldy, aplikované mnozZstvi). Nékteré latky se mohou vyskytovat jak v neutralni,
tak v iontové formé v pladnim roztoku. V zavislosti na pKa pesticidu mlze byt tékani ovlivnéno

hodnotou pH pudy.
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Smér a velikost gradientu difuze jsou fizeny koncentraci (fugacitou) latky ve vzduchu a v pldé
a rovnovaznym rozdélovacim koeficientem puda/vzduch Ks.. Aby doslo k tékani latky z pddy, musi
nejprve koncentrace (fugacita) latky v plidé prekrocit hodnotu koncentrace (fugacity) latky v okolnim

vzduchu. Koeficient K, je kritickym parametrem tohoto procesu.

Teékdni muze byt ovlivnéno pH pldy. Jaké mdme typy pld v CR a jaké maji pH? Co z toho miZeme

vyvodit?

Provedeni experimentu s odparovaci komorou spociva v presavani vzduchu ,,zbaveného” sledovanych
latek pomoci dvou predcisténych polyuretanovych filtrd prfes povrch pldy, kterd je kontaminovana
znamou koncentraci latky, a nasledném zachyceni latky odparené z pady na polyuretanovém filtru

umisténém na vystupu komory.
Otdzky po absolvovaném praktiku:

Diskutujte hlavni rozdily mezi drive pouzivanymi pesticidy (napr. DDT nebo lindan) a nové pouzivanymi

pesticidy (CUPs).

6.1Stanoveni adsorpce fenolu na pldu

I Adsorpce na pudu

Pomticky:
e 4 centrifugaéni zkumavky
e Tiepacka
e Centrifuga
e Odmérny valec
e 4 minivialky (2 ml)
e Filtracni papir
Chemikalie:
e Puda (jil do 5,5 %)
e Roztok fenolu v methanolu (100 mg/l)
e 0,01 M roztok CaCl,
Postup prace:
e do 4 centrifugac¢nich zkumavek (V = 50 ml) navazte pfiblizné 5 g presaté pldy
e ke vzorklim pld pridejte 36 ml 0,01M roztoku CaCl; a 4 ml roztoku fenolu v methanolu
e vSe umistéte na tfepacku a v ¢asovych intervalech 0, 3, 6 a 24 hodin odeberte vzdy jednu

zkumavku
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e centrifugaci oddélte pidni a vodnou suspenzi (4000 rpm, 10 min)

e ve vSech Casech odeberte 1 ml vodné faze do pfedem ptipravené minivialky a uloZzte do
lednice do provedeni analyzy

e v casech 0, 6 a 24 hodin oddélte pldni suspenzi a nechte ji do druhého dne vysusit na

filtraénim papire

. Extrakce vzorku pudy
Pomticky:

e Ultrazvukova lazen

e 2 kadinky

e Odmérny valec

e Vialky (2x 40 mla 1x 2 ml)

o Nylonovy filtr
Chemikalie:

e Methanol
Postup prace:

e vysuSenou pldu zvaZte a nasypte do kadinky

e ke vzorku pudy nalijte 15 ml methanolu

extrahujte 3x 15 minut v ultrazvukové lazni

vidy po kazdém 15ti minutovém cyklu extrakce odeberte extrakt do predem pfipravené

kadinky

extrakt prefiltrujte do vialky
e objem roztoku ve vialce odparte pod proudem dusiku na objem 1 ml

e kvantitativné prevedte zahustény extrakt do predem pripravené minivialky

je-li nutné, prefiltrujte vzorek pres nylonovy filtr

vialku dobfe uzavrete a uloZte v ledni¢ce do dalsiho zpracovani

1. Stanoveni fenolu pomoci HPLC

Koncentrace fenolu ve vzorkach z plidy a z vody budou stanoveny pomoci HPLC.
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6.2Stanoveni rovnovaziného koeficientu Ks, pro fenol

Vzorkovani vzduchu

Pomticky:

Odparovaci komora
Nizkoobjemové cerpadlo
Polyuretanové filtry (PUF) - Cistény a necistény

Hlinikova fdlie

Chemikalie:

Pada (jil do 5,5 %)

Roztok fenolu v methanolu (100 mg/l)

Postup prace:

Do odparovaci komory umistéte 5 g presaté pudy

na pudu pomoci Pasteurovy pipety aplikujte ve formé kapek 1 ml roztoku fenolu v methanolu

nechejte ustavit rovnovahu po dobu 24 hodin

na vstupu odpafovaci komory umistéte necistény PUF

na vystupu odparovaci komory umistéte nizkoobjemové cerpadlo spolu s ¢isténym PUF

spustte 24-hodinovy odbér
zapiste stav timeru pred odbérem do protokolu

po 24 hodinach vypnéte Cerpadlo a zapisSte stav timeru

vyjméte exponovany filtr a zabalte ho do dvou vrstev alobalu a uskladnéte v mrazicim boxu

Extrakce vzorku pudy

Pomticky:

Ultrazvukova lazen

2 kadinky

Odmeérny valec

Vialky (2x 40 ml a 1x 2 ml)

Nylonovy filtr

Chemikalie:

Methanol

Postup prace:

vysusenou pldu zvaZte a nasypte do kadinky
ke vzorku pady nalijte 15 ml methanolu

extrahujte 3x 15 minut v ultrazvukové lazni
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vzdy po kazdém 15ti minutovém cyklu extrakce odeberte extrakt do predem pripravené
kadinky

extrakt prefiltrujte do vialky

objem roztoku ve vialce odparte pod proudem dusiku na objem 1 ml

kvantitativné pfevedte zahustény extrakt do pfedem pfipravené minivialky

je-li nutné, prefiltrujte vzorek pres nylonovy filtr

vialku dobfe uzaviete a ulozte v ledniéce do dalSiho zpracovani

Extrakce exponovaného filtru

Pomticky:

Ultrazvukova lazen

2 kadinky

Odmeérny valec

Vialky (2x 40 ml a 1x 2 ml)

Hlinikova folie

Chemikalie:

Methanol

Postup prace:

V.

Exponovany PUF vlozZte do kadinky

Ptilijte 100 ml methanolu a pfikryjte hlinikovou félii

extrahujte 45 minut v ultrazvukové lazni

odeberte extrakt do vialky

objem roztoku ve vialce odparte pod proudem dusiku na objem 1 ml
kvantitativné pfevedte zahustény extrakt do pfedem pfipravené minivialky

vialku dobfe uzaviete a ulozte v ledniéce do dalSiho zpracovani

Stanoveni fenolu pomoci HPLC

Koncentrace fenolu ve vzorkach z pldy a z PUF budou stanoveny pomoci HPLC.
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7 Fotochemicka degradace

Teoreticky uvod

Fotochemické reakce hrély rozhodujici Glohu v evoluci atmosféry i Zivota na Zemi. Zivot na Zemi je zcela
zavisly na slunecnim zareni, a to nejen diky fotosyntéze rostlin. Na jedné strané fotochemické reakce
mohou znamenat vznik novych a ¢asto nezadoucich sloucenin z pfirozeného ¢i atropogenniho plvodu,
na druhé naopak likvidaci latek Zivotni prostfedi znecistujicich diky foto degradaci - fotolyze. Fotolyza
patfi k nejdalezitéjsim prirodnim degradacnim procesiim. Napfiklad v atmosfére je pfima fotolyza
dlleZitou reakci, nejefektivnéjsim elimina¢nim procesem v atmosfére pro vétsinu latek je reakce s

fotochemicky generovanymi reagenty jako jsou OH radikaly, 0zén nebo dusi¢nanové radikaly.
Jmenujte situace z bézného Zivota, kdy se s fotochemii setkdvdte.
Proc pri uZiti nékterych lékt nesmi pacient na slunecni zareni?

UvazZujte, jak by se fotochemie dala vyuZit v Iékarstvi.
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8 Stanoveni lipiddi, polychlorovanych bifenylt

a organochlorovanych pesticidi v masle

Teoreticky tvod:

Polychlorované bifenyly (PCBs) a organochlorované pesticidy (OCPs) jsou perzistentni, toxické,
bioakumulativni a lipofilni latky, které mohou podléhat dalkovému transportu (“The Stockholm
Convention” 2019). | presto, ze jsou tyto latky Stockholmskou Umluvou jiz zakazané, stile je

v prosttedi nachazime.
Zamyslete se, jak je mozné, Ze i pres zdkaz jsou tyto ldtky stdle v prostredi.

V minulém stoleti se OCPs zacaly aplikovat na pole proti pisobeni Skadcu. Rostliny vypéstované na
téchto polich se bud vyuZivaly jako krmivo pro dobytek anebo byly dale zpracovany na potraviny.
Mohlo se stat, Ze nedoslo k okamzitému zpracovani a bylo nutné uskladnéni v silech. V 70. letech
minulého stoleti se PCBs pouZivaly jako pfimési do barev, které se aplikovaly v silech anebo na
krmné Zlaby pro dobytek. Timto zplsobem se PCBs a OCPs dostavaly potravnim retézcem skrze

dobytek aZ do ¢lovéka (Langenbach 2013).

Zamyslete se nad mozZnymi divody vyuZivdni téchto ldtek i pres jejich zndmou toxicitu, kterd byla

potvrzena uz v 70. letech minulého stoleti. Myslite si, Ze se néco podobného déje i ted?

Co byste zvolili jako vhodnou matrici pro vzorkovdni PCBs a OCPs s ohledem na expozici ¢lovéka?

Pro monitoring je tedy vhodné vyuZivat naptiklad Zivocisné produkty, které mohou obsahovat
vysoké mnozstvi tuku. Po konzumaci takového vyrobku, napf. mdsla, dojde k pfesunu latek do
lidského téla, kde dojde k opétovné akumulaci v tukové tkani. Pokud by PCBs nebo OCPs byly
obsaZeny ve vétsim neZ povoleném mnoiZstvi, mlzZe se stat, Ze pfi kazdodennim pfisunu dojde

k negativnim zdravotnim projevim (Santillo et al. 2003).

Jaké jsou vase stravovaci ndvyky? Kolik snite mdsla tydné? A kolik jinych Zivocisnych vyrobki?

Vidite vyhodu bioprodukti nebo Zivocisnych produkti z malych farem?
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Obrdzek 1: Transport POPs biomagnifikaci skrz dobytek aZ do Zivocisnych produkti (Langenbach 2013)

Princip:

Principem této metody je prevést maslo do organické faze, pficemz organickou fazi rozdélime na
dvé casti. Jedna Cast je vyuZita na zjisténi obsahu tukl, druhd ¢ast na samotnou analyzu

polychlorovanych bifenyl(i a organochlorovanych pesticidd.

Pomticky:
e laboratorni sklo
® nerezova Spachtle
e |aboratorni/analytické vahy
e hlinikové kalisky
e horizontdlni tfepacka
e centrifuga
e Pasteurovy pipety
e automatické pipety
e rotacni vakuova odparka
e zahfivany odparovaci systém s dusikem

® pec

Chemikalie:

e dichlormethan (DCM)
e bezvody siran sodny

e standardy na vyt&Znost (smés 3C-znagenych PCBs)
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e vnitfni standard (**C-PCB 95)

e (istény silikagel (DCM, 8 hodin)

e aktivovany silikagel (muflovd pec)

e silikagel modifikovany kyselinou sirovou (44% hm.)
e kyselina sirova, 98%

e hexan

e cyklohexan

e isopropanol

e mili-Q voda

® nonan

Postup prace:

1. navaite ~2 g pfipraveného masla (m;) do sklenéné nadoby
2. pridejte 50 pl standardu na vytéZnost pfimo na vzorek mésla, pfidejte stejné mnozstvi do

mini-vialky jako referenci

3. pfidejte 32 mlisopropanolu a 40 ml cyklohexanu ke vzorku (poloviéni objem rozpoustédel

pouZzijte jako blank), tfepejte v ruce 1-2 minuty, dokud se maslo nerozpusti

4, ptidejte 44 ml mili-Q vody (22 ml k blanku), pfipravené vzorky tfepejte 10 minut
na horizontalni tfepacce, mezitim si pfipravte smés cyklohexan:isopopanol (87:13, v:v)

5. abyste dosadhli dobrého rozdéleni obou vrstev, centrifugujte vzorky a poté prevedte
organickou ¢ast do 250ml bariky s kulatym dnem

6. pridejte 40 ml smési cyklohexan/isopropanol (20 ml k blanku) k vodné fazi a 10 minut
tfepejte na tfepacce - pokud je to nutné, pouZzijte centrifugu, poté odeberte organickou
Cast, pridejte ji k jiZ odebranému extraktu a tento krok zopakujte jesté jednou

7. zvaite si hlinikové misky na organickou fézi (¢ast vzorku obsahujici maslo - m;), 22ml vialky
na vsechny vzorky a blanky (ms) na analytickych vahach

8. odpafte extrakty na rotaéni vakuové odparce na objem ~10 ml, pfidejte ~50 ml hexanu
a tuto smés dale odparte na rotacni vakuové odparce na objem ~10 ml

9. kvantitativné pfevedte vzorek do zvaZené 22ml vialky
Stanoveni obsahu tukti v masle

10. ¢&ast vzorku obsahujici maslo rozdélte na poloviny podle hmotnosti, jednu éast prevedte
do zvazené hlinikové misky, druha ¢ast z(stava ve vialce

11. odpatte rozpoustédlo v hlinikové misce pod proudem dusiku pfi teploté 80 °C do sucha a
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12.

13.

14.
15.
16.

17.

poté zvazte (my)

vloZte hlinikovou misku do pece (105 °C/12 h), aby se vzorek Uplné vysusil a opét zvazte
(ms)

Cisténi a analyza PCBs a OCPs

pfiprava kolony: predcisténd vata, 1 g aktivovaného silikagelu, 8 g silikagelu
modifikovaného kyselinou sirovou, 1 g aktivovaného silikagelu and 2 g bezvodého siranu
sodného

odparte alikvoty ve 22ml vialkach na ~2 ml a kvantitativné prevedte na pfipravené kolony
vzorky eluujte 40 ml smési hexan:DCM (1:1)

odparte vzorky pod proudem dusiku pfi teploté 35 °C na méné nez 1 ml a prevedte
do kdénickych mini-vialek

ptidejte 50 ul vnitfniho standardu *C-PCB 95 a 50 ul nonanu, takto pfipravené vzorky

odparte na konecny objem 100 pl

Vyhodnoceni:

1. Wy
ud

poctéte procentualni mnoZstvi tuku v mdsle a porovnejte s deklarovanym mnoZstvim tuku

avanym na obalu.

2. Prepoctéte vysledky z ng/vzorek na ng/g tuku.

3. Vytvorte prehledové grafy pro PCBs a OCPs.

Otdzky:

Jaké jsou zdroje PCBs a OCPs v puddch a rostlindch? (uvedte reference)

Existuji néjaké limity pro obsah PCBs v mdsle? Pokud ano, porovnejte namérené

koncentrace s limity. (uvedte reference)

Existuji jiné metody pro extrakci lipid? Uvedte priklady. (uvedte reference)

Reference:

Langenbach, Tomaz. 2013. “Persistence and Bioaccumulation of Persistent Organic Pollutants (POPs).”

In

Applied Bioremediation - Active and Passive  Approaches. InTech.

https://doi.org/10.5772/56418.
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Santillo, D, A Fernandes, R Stringer, R Alcock, M Rose, S White, K Jones, and P Johnston. 2003. “Butter
as an Indicator of Regional Persistent Organic Pollutant Contamination: Further Development of
the Approach Using Polychlorinated Dioxins and Furans (PCDD/Fs), and Dioxin-like
Polychlorinated Biphenyls (PCBs).” Food Additives and Contaminants 20 (3): 281-90.
https://doi.org/10.1080/0265203021000057494.

“The Stockholm Convention.” 2019. 2019. http://chm.pops.int/Home/tabid/2121/Default.aspx.
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9 Stanoveni persistentnich organickych polutanti ve vodé

pomoci pasivniho vzorkovani

Teoreticky tvod:

Persistentni organické polutanty (POPs) jsou hydrofobni latky, ve vodé témér nerozpustné,
bioakumulativni s dlouhym poloc¢asem rozpadu (“The Stockholm Convention” 2019). | presto, Ze jsou
ve vodé velmi sloZité stanovitelné s dostatecnou presnosti, je dlleZité znat v jakych koncentracich se
ve vodé nachazi pravé diky radé problémdam, které mohou zpUsobovat, a které nemusi byt na prvni
pohled znatelné. Jednd se prevainé o biomagnifikaci skrze potravni fetézce, pres ryby az do ¢lovéka,
ktery je na vrcholu potravniho fetézce (Deribe et al. 2011). V lidském téle mohou zpUsobovat fadu

problém jako alergie, hormonalni nerovnovahu, ¢i rakovinu (El-Shahawi et al. 2010).
Popiste jak se POPs dostdvaji skrze vodni prostredi aZ do ocednd.

Otazkou je, jak se tyto latky do vodniho prostfedi dostavaji. Pokud se POPs z primdrniho zdroje
dostanou do fek, tak jsou potom tyto latky unaseny aZ do oceanl anebo muizZe dojit k odpareni do
atmosféry. Existuje nékolik proces(, které jsou spojené s transportem a distribuci POPs ve vodé. Ve
spojeni s atmosférou se POPs mohou dostavat do vody pomoci suché a mokré atmosférické depozici
a naopak muzZe dochdzet k vyparovani POPs zpét do atmosféry (Holoubek and Klanova 2007). Déle ve
spojeni se sedimenty miZe dochazet k usazovani POPs, které se navazou na pevné ¢astice, anebo jsou
na Casticich unaseny ocednskymi proudy. Pravé sedimentace v oceanech v chladnéjsich oblastech je

predpokladanou ,studni” pro POPs v globalni méfitku (Dachs et al. 2002).
Jaké jsou rozdily a principy aktivniho a pasivniho vzorkovdni?
Jaké jsou hlavni vyhody a nevyhody pasivniho a aktivniho vzorkovdni?

Jak tedy mGZeme tyto latky zmérit? Rutinni vzorkovani vody pomoci bodového odbéru poskytuje
informaci o kvalité vody jako celku (¢astice, volné rozpusténé latky, koloidy) a pro dany okamzik. PFi
bodovém odbéru jsou koncentrace POPs casto pod limitem kvantifikace. Oproti tomu pasivni
vzorkovdni ma vyhodu poskytnout casové integrovany vzorek diky dlouhé expozici v prostredi
(neustdla absorpce po dobu expozice). Pasivni vzorkovani mlze byt pouZito pro ovérovaci hodnoceni
(ne)pfitomnosti POPs, které jsou volné rozpusténé ve vodé v nesmirné nizkych koncentracich (fg/l)
(Greenwood, Mills, and Vrana 2007). Je také moZné pouzit pouze jeden typ pasivniho vzorkovace na
razné typy vod — mofrska voda, Cerstva voda, brakickd voda. Expozice je také moZna v oblastech se

sloZitym pristupem bez zdroje elektrické energie — Arktické oblasti, vysokohorska jezera, oceanské
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bdje. Proto je pasivni vzorkovani vhodné pro monitoring POPs ve vodnim prostfedi (Lohmann et al.

2017).

Myslite si, Ze rGizné podminky na vzorokovacich lokalitdch ovliviuji vzorkovdni? Berte v potaz salinitu a

teplotu vody s mnoZstvim slunecniho zdreni.

0

Obrdzek 1: Vlevo — standardni rozmér Stitku pasivniho vzorkovace pouZivaného pro expozici ve vodnim
prostredi. Uprostred — Vzorkovaci klec vyuZivand pro expozice pasivnich vzorkovacii v ocednech, na

monitorovacich bdjich. Vpravo — MFizka na grilovani adaptovand jako zdkladni kostra pro expozici pasivnich
vzorkovacii ve sladkovodnich télesech (feky, jezera)

Princip:
Exponované silikonové gumy jsou extrahovany organickym rozpoustédlem v Soxhletové extraktoru.
Poté jsou vzorky ptevedeny do vhodného rozpoustédla pro precisténi na koloné s modifikovanym

silikagelem (H,S0O.), kde je odstranéna vétsina matrice. Vzorky jsou déle zméfeny na GC-MS/MS.

Pomticky:
e 70ml Soxhlety
e  250ml bariky se Spickou
e chladici systém
e Kuderna-Danish destilator
e laboratorni lZicka
e laboratorni vahy
e Pasteurovy pipety
e pinzety

e predcisténd bavina/skelna vata (8h, dichlormethan)
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silikonova guma 5,5x9,5x0,05 cm (homogenné naddvkovana s performacnimi referenénimi
latkami; performance reference compounds (PRCs))
varné kaminky

vodni lazen

Chemikalie:

aceton

dichlormethan (DCM)

destilovana voda

hexan

kyselina sirova, 98%

methanol

nonan

PRCs: D1o-Biphenyl, PCB-1, PCB-2, PCB-3, PCB-10, PCB-14, PCB-21, PCB-50, PCB-55, PCB-78,
PCB-104, PCB-145, PCB-204

predcistény (aktivovany) silikagel (¢isténi: 12h, dichlormethan, Soxhlet; aktivace: 12h, 150 °C,
pec)

standardy na vyt&Znost (**C-znaceny mix PCBs a OCPs, *3C-znaené PBDEs)

vnitfni standardy (}3C-znageny PCB 95, 3C-znaceny BDE 77, 138)

PCBs = polychlorované bifenyly; OCPs = organochlorované pesticidy; PBDEs = polybromované difenyl

ethery

Postup:

1)
2)
3)

4)
5)
6)
7)

vytahnéte exponované silikonové gumy z mraznicky a nechte je zahrat na laboratorni teplotu
rozlozte silikonové gumy na pfipraveny kus hlinikové félie s papirovymi utérkami

osuste silikonové gumy od zbytkové vody, pokud jsou pokryty rzi nebo biofilmem, namokiete
papirovou utérku destilovanou vodou a otfete

pfipravte 250ml bariku se Spickou a varnymi kaminky, naplnénou ~150 ml methanolu

vlozte 6 silikonovych gum poskladanych do harmoniky do 70ml Soxhlett

na rozpoustédlovy slepy vzorek pouzijte prazdny 70mL Soxhlet

na procesni slepy vzorek pouzijte 6 neexponovanych silikonovych gum (s nadavkovanymi

PRCs)
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8) pridejte standardy pro vytéZznost na gumy v Soxhletu (pfidejte stejné mnozstvi do referencni

vialky):
Standardy pro vytéZnost Koncentrace (ng/ml) Pridavek (ul) Mnoistvi ng/vzorek
13C-znatené PBDEs 20 50 1
13C-znacené PCBs a OCPs 200 50 10

Obradzek 2: Vlevo — Sestavend aparatura pro extrakci silikonovych gum — 250mL barika se Spickou, Soxhlet se
silikonovymi gumami poskladanymi do harmoniky, chladic. Vpravo — Neocisténé silikonové gumy po expozici.

9) extrahujte vzorky po dobu 1 hodiny na vodni lazni pfi 85 °C

10) po extrakci rozloZte silikonové gumy na papirovou utérku, aby vyschly

11) pfipojte Kuderna-Danish destilator na barnku s extraktem

12) zredukujte extrakt na vodni Iazni (85 °C) na minimalni objem (1 ml)

13) pridejte 30 ml hexanu pro prevod extraktu do hexanu a zredukujte objem na ~2 ml

14) cisténi na koloné:

a. kolonka plcm naplnéna odspodu: kousek baviny/skelné vaty, 1 g aktivovaného
silikagelu, 8 g H2SO4 (44% hm.) modifikovaného silikagelu, 1 g neaktivovaného
silikagelu, 2 g Na;SO,

b. kvantitativné (3x vyplachnéte) pfeneste extrakt pomoci Pasteurovy pipety

c. provedte eluci se 40 ml roztoku DCM:hexan (1:1; V/V)

15) zredukujte objem vzorku na vodni lazni (Kuderna-Danish destilator; 55 °C, poté co se odpati
DCM zvyste teplotu na 80 °C) a preneste kvantitativné do minivialky (pokud nutné, tak vice
zredukujte pod jemnym proudem dusiku)

16) pridejte 50 ul nonanu

17) pfidejte vnitfni standardy:
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Standard Koncentrace (ng/ml) Pridavek (pul) Mnoistvi ng/vzorek
13C-znaéené BDE 77, | 100 10 1

138

13C-znaéené PCB 95 200 50 10

18) zredukujte objem vzorku na 100 ul pod jemnym proudem dusiku
19) zmérte vzorky pro obsah PCBs, OCPs, PBDEs na GC-MS/MS
20) zvazte vysusené silikonové gumy na laboratornich vahach
Ukoly do protokolu:
Vypocet PRCs
1) vypoctéte vytéZznost PRCs pro vypocet pomoci modelu a normalizujte data na PCB 104, PCB
145 a PCB 204 (vZdy pouZijte data z pfedchazejiciho kroku)

a. nejprve prepoctéte hodnoty PRC z ng/vzorek na ng/g gumy (pouZijte hmotnosti
uvedené v excelovém souboru, list info pro vSechny vzorky a slepé vzorky, pro néz je
uvedena hodnota hmotnosti)

b. vypoctéte relativni vytéZnost exponovaného vzorku na pramér vsech slepych vzorki a
procesnich slepych vzorki (bez rozpoustédlového slepého vzorku)

c. normalizujte na primér PCB 104, PCB 145 a PCB 204 vzdy pro dany vzorek

Vypocet PCBs, OCPs a PBDEs
2) provedte korekci surovych dat na slepé vzorky

a. odectéte hodnotu slepého vzorku dané lokality s korespondujicim exponovanym
vzorkem (pokud je hodnota rozpoustédlového slepého vzorku vyssi nez hodnota
slepého vzorku dané lokality, tak odectéte hodnotu rozpoustédlového slepého
vzorku), pokud jsou hodnoty pod limitem (se znakem <), nic se neodecita

3) dostanete specifické hodnoty pro vzorek (parametry FA) vypoctené pomoci modelu a latkové
specifické hodnoty rozdélovaciho koeficientu mezi polymerem a vodou; vypoctéte
koncentrace ve vodé pomaoci rovnic nize - nejprve vypoctéte vzorkovaci rychlost (Rs ; rov. 1),
poté stupen rovnovahy (DEQ; rov. 2) a nakonec koncentrace ve vodé (cy ; rov. 3)

Co musi protokol obsahovat:

1) udvod —jeden odstavec obecné o pasivnim vzorkovani (2x reference)

2) kratky popis metody — maximalné 4 radky textu

3) wvysledky:

a. QA/QC

i. Upravy dat (zda byly odecteny slepé vzorky, slouc¢eniny pod limitem)
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ii. napiste, zda byly nékteré slepé vzorky nad limitem kvantifikace, pfipadné
kolikrat vyssi hodnoty byly
b. tabulky s vypoctenymi hodnotami (vypoctené R, DEQ a cy)
c. vytvorte prehledové grafy
d. srovnejte latky s nejvyssi vypoctenou koncentraci pro kazdou skupinu latek PCBs,
OCPs a PBDEs s jinymi lokalitami (p¥. polarni oblasti)

e. srovnejte sumu koncentrace PBDEs s limity vodni rdmcové smérnice (napiste, které
kongenery jsou v sumé zastoupeny)
4) zaveér

Poslete také excelovy soubor s vypocty!

Otdzky:

Myslite, Ze je pasivni vzorkovdni vhodné pro monitorovdni POPs ve vodé? (reference)
Proc je nutné vyuZivat PRCs? Jaké typy ldtek se mohou vyuZivat jako PRCs? (reference)

Jaky typ materidlu muzZe byt pouZit jako pasivni vzorkovac (priklad)? MizZete vzorkovat také polarni
ldtky ve vodé pomoci pasivniho vzorkovdni? Pokud ano, uvedte i jaky typ vzorkovace lze poulZit.

(reference)

Najdéte a porovnejte rozdélovaci koeficienty mezi n-oktanolem a vodou (Kow) s danymi rozdélovacimi

koeficienty mezi polymerem a vodou (Kpw) pro skupinu PRCs (niZsi, vyssi, trend?) — vytvorte graf.

Rovnice 1:
R, =FAX M~047

Kde R (I/d) je vzorkovaci rychlost specifickd pro ldtku a vzorek, FA (I/d) je hodnota specifickd pro vzorek

ziskand z vypoctu z modelu, M je moldrni hmotnost Idtky.

Rovnice 2:

Rt
DEQ =1 —exp <— >

My Kpw
Kde DEQ je stuperi rovnovdhy, t je vzorkovaci ¢as (d), mp, je hmotnost vzorkovace pouZitého pfi extrakci

(kg) a Kow je specifickd hodnota rozdélovaciho koeficientu mezi polymerem a vodou pro latku (I/kg)

Rovnice 3:

“w = I K,,DEQ
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Kde cw je koncentrace ve vodé (pg/l), N: je namérené mnoZstvi ve vyextrahovaném vzorku (pg/vzorek)
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10 Extrakce mikrocystinti ze vzorkd vody metodou SPE

Teoreticky tuvod:

Sinice (cyanobakterie) jsou organismy prirozené se vyskytujici ve vodnim prostredi, které jsou soucasti
fytoplanktonu. Pokud je ve vodé dostatek Zivin (dUleZity je zejména obsah dusiku a fosforu) a pfiznivé
podminky pro rlst biomasy, dochazi k jejich pfemnoZeni a vznika tzv. vodni kvét (Babica, Marsalek,
and Bldha 2005). K rozvoji vodniho kvétu dochazi pfi teplém a slunném pocasi, tedy prevazné v lété a
zaCatkem podzimu. Pfi odumirani a rozkladu sinic pak dochazi k uvolfiovani cyanotoxinli do vodniho

prostredi.

Z jakych zdroji se do vodniho prostfedi mizZe dostdvat nadmérné mnoZstvi Zivin? Jak nazyvame jev
spojeny s nadmérnym pfisunem Zivin do vodniho prostredi? Za jakych podminek bude dochdzet

k odumirani a rozkladu sinic?

Mikrocystiny jsou Siroce rozsifenou podskupinou cyanotoxind, které jsou produkovany sinicemi rodu
Microcystis, Planktothrix, Anabaena Ci Oscillatoria (Babica, Marsalek, and Blaha 2005). Mikrocystiny
jsou cyklické heptapeptidy a obsahuji tedy 7 aminokyselin. Jsou pojmenovany podle aminokyselin,
navazanych ve své strukture. Jeden z nejcastéji se vyskytujicich a nejvice studovanych mikrocystin( je

mikrocystin-LR, ktery ve své strukture ma aminokyseliny leucin (L) a arginin (R).

COoH | O

0
CO.H

Obr. 1: Strukturni vzorec mikrocystinu-LR.

Mikrocystiny jsou netékavé a hydrofilni latky, které jsou stabilni na slunci, a také stabilni v Sirokém
rozmezi teplot a pH (USEPA, 2006a). Ve vodnim prostifedi tak mohou toxiny pretrvavat v fradech tydn
aZz mésich (USEPA, 2006b). Mikrocystiny jsou obecné hepatotoxiny. Kromé toho mohou zpUsobit

podrazdéni kize, oci a jicnu (World Health Organization, 2003). Mikrocystiny tedy mohou predstavovat
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zdravotni riziko prevaziné tehdy, kdyz vodni nadrze s nadmérnym vyskytem sinic slouZi k rekreaci a

nebo jsou vyuzivany jako zdroj pitné vody.

Jak miZeme byt nejcastéji vystaveni plisobeni sinicovych toxini? Jaké budou hlavni expozicni cesty?

Extrakce mikrocystinl ze vzorkli vody metodou SPE

Princip:

Mikrocystiny jsou ze vzorku vody zakoncentrovany pomoci extrakce na tuhou fazi (solid phase
extraction — SPE). Mikrocystiny jsou navdzany na pevny sorbent a poté jsou eluovany malym
mnozstvim rozpoustédla. Takto zpracovany extrakt je pfipraven k analyze mikrocystini pomoci HPLC-

MS (vysoko ucinna kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci).

Chemikalie a spotfebni material:

. methanol
. 1% kyselina chlorovodikova
. roztok thiosiranu sodného (c = 10 g/l)
o GF (glass fiber) filtry (0,45um)
J SPE kolonky se sorbentem C18
. Cisté 1,5ml sklenéné vialky, vicka, septa
o stfi¢ka s destilovanou vodou
PFistroje:
. filtracni aparatura Nalgene DS0320
o aparatura pro SPE
. elektricka olejovd (membranova) vyvéva
o odparovaci systém s dusikem
o pH metr
Postup:

Priprava vzorkd
o vzorek o objemu 100 ml prefiltrujte pfes GF filtr (0,45um)

Pozn. V pripadé pouziti kohoutkové vody neni potfeba vzorek filtrovat.

. pridejte methanol v mnoZstvi do 10 % celkového objemu (v/v) vzorku
o vzorek okyselte pfidanim HCl na pH~6, pH zkontrolovat pomoci pH metru
. pridejte 1 ml roztoku thiosiranu sodného
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Aktivace a ekvilibrace SPE kolony

. pokyny ke konkrétnim typtim kolon jsou uvedeny na ptibalovych letacich od vyrobce
o v pfipadé poutZiti kolon Supelclean LC-18 3ml Tubes postupujte takto:

0 aktivace 5 ml 100% methanolu (bez pouZiti podtlaku)

0 ekvilibrace 5 ml vody (mozno pouzit podtlak)

o v pribéhu aktivace, ekvilibrace a pretahovani vzorku kolona nesmi vyschnout!

Pretazeni vzorku

J vzorek pretahnéte pres kolonku za pouziti podtlaku, pratok 5 ml/min
o po pretazeni vzorku suste kolonu proudem vzduchu (1 min)
. vysusenou kolonu promyjte 5 ml 20% methanolu

Eluce analytd

. eluci provedte 5 ml 100% methanolu za pouziti podtlaku

. eludt v pfipadé potreby skladujte v mrazaku (pfti teploté -18°C)

Zakoncentrovani eluatu

. eluat odparte do sucha pod proudem dusiku

. odparek rozpustte v 500 pl 50% methanolu a pfevedte do mini-vialky

. vzorky v minivialkach pred analyzou skladujte v mrazaku (t = -18 °C)
Vyhodnoceni:

Prepocitejte namérenou koncentraci ve vzorku na plvodni objem vzorku, koncentraci uvedte v ug/I.
Zjistéte, zda existuje limit pro mikrocystiny v pitné vodé. Pokud ano, porovnejte s namérenymi

vysledky.

Otadzky:

Z jakého divodu jsou vodnim kvétem postizeny vodni nddrZe a ne tekouci reky?
Jak Ize predchdzet pfemnoZeni sinic ve vodnich ndadrZich?

Jakym zplsobem Ize odstranit cyanotoxiny z vody pfi jeji upravé na vodu pitnou?
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Stanoveni mikrocystind v lyofilizované biomase sinic

Princip:

Navazka lyofilizované biomasy sinic je extrahovdna ultrazvukem. Bunécény debris je oddélen

centrifugaci, supernatant je zfiltrovan a pfipraven pro analyzu mikrocystin(.

Chemikalie a spotfebni material:

Pfistroje:
[ )

Postup:

50% methanol

1,5ml Epperdorf zkumavky

plastové stfikacky 2ml

stfikackové nylonové filtry (0,45 um)

minivialky, vicka, septa

analytické vahy

automaticka pipeta

vortex

ultrazvukovy homogenizator nebo lazen

centrifuga

do Eppendorf zkumavky navazte cca 5 mg lyofilizované biomasy (zaznamenejte si presnou
navazku)

pridejte 1 ml 50% methanolu a dikladné vortexujte

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

centrifugaci oddéltet bunécny debris (maximalni otacky, 10 min)

supernatant prefiltrujte pomoci stfikacky a filtru do minivialky

takto ziskany vzorek 10x zfedte 50% methanolem na objem 1 ml

vzorky pred analyzou skladujte pfi teploté -18 °C

Vyhodnoceni:

Namérené hodnoty obsahu mikrocystinl ve vzorku biomasy pfepoditejte na plvodni navazku.
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Otdzky:
Proc je lepsi pouZit pro extrakci ultrazvukovy homogenizdtor nez ultrazvukovou Ildzen?

Jaké dalsi cyanotoxiny sinice produkuji?

Reference:
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11 Extrakce pesticidi v pddé metodou QUEChERS

Teoreticky tvod:

Pesticidy jsou nezbytné pro zajisténi dostatku potravy pro lidskou populaci. Jejich poutZiti Ize sledovat
uz od starovéku. Pesticidy jsou Sirokou skupinou latek, liSici se chemickou strukturou a tim i svymi
vlastnostmi. Velkd ¢ast jich byla postupné zakazana, protoze se odhalily jejich problematické vlastnosti

jako je perzistence, toxicita pro necilové organismy &i dalkovy transport.l
Které latky se pouZivaly jako pesticidy dfive?
Jsou pesticidy detekovdny i v potravindch? Pokud ano, jak je Ize z potravin prfed konzumaci eliminovat?

Pesticidy se dostavaji aplikaci ¢i Spatnym skladovanim do Zivotniho prostredi, kde mohou negativné
ovliviiovat ekosystémy i organismy. Ackoli jsou pesticidy primarné aplikovany na rostliny, dostavaji se
postupné do ovzdusi, podzemni vody i pldy. Plda pak miZe byt rezervoarem téchto latek a

sekundarné je uvolfiovat do prostfedi.?
Jak rizné aplikace pesticidt ovlivriuji jejich osud v Zivotnim prostredi?

V soucasné dobé je jednou z nejrozsifenéjsich metod pro pfipravu vzork( plidy metoda oznacovana
zkratkou QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe). Je zaloZzena na extrakci a vysoleni
pesticidl z homogenniho vzorku s dostatecnou vlhkosti do organického rozpoustédla. QUEChERS ma
vysokou propustnost vzork(, ma méné krokl ptipravy, je potfeba méné materialu, je velmi efektivni a
rychld, vhodna pro Siroké spektrum sloucenin a nevyZaduje pouZiti Zadného chlorovaného
rozpoustédla. Metoda QUEChERS ma dvé zakladni etapy, extrakcni a Cistici. V pripadé béznych vzorkd
pady bez rostlinného materidlu Ize Cistici krok eliminovat. PouZitim vhodnych sorbenti se sniZi icinek

matrice na finalni instrumentalni analyzu a zvysi se robustnost metody.3
Proc jsou chlorovand rozpoustédla povaZzovdna za problematickd?

Jak mizZe matrice ovlivnit findini instrumentdlni analyzu?
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Tabulka 1 - Typy sorbent( a jimi vazané latky

Sorbent Zachycené latky
Siran horecnaty (bezvody) Voda
PSA (smés primarnich a sekundarnich amina) Mastné kyseliny, polarni pigmenty a cukry
Oxid kremicity (Silica-C18) Hydrofobni latky
Grafitizovany neporézni uhlik (EnviCarb) Necilové slouceniny

Postup prace
Pomcky:
e  polypropylenové (PP) zkumavky
e laboratorni vdhy
e  ultrazvukova lazen
e centrifuga
e laboratorni sklo
e  automatické pipety
Chemikalie:
e  bezvody siran horecnaty
e  acetonitril
e chlorid sodny
e  smés hydratd citronanl sodnych
e  PSA (smés primarnich a sekundarnich amin()
e silica-C18 (silikagel modifikovany uhlovodikovymi retézci C18)
e  smés standard( pesticidG

e 5% roztok kyseliny mravenci v acetonitrilu

mili-Q voda

Zpracovani vzorku:
e  navazte si pfiblizné 5 g pady do 50ml PP zkumavky
e ke vzorku pridejte smés standard(l pesticid( (dle pokynt vyucujiciho)
e pldu obohacenou pesticidy dikladné promichejte na tfepacce cca 1 hodinu a uchovejte 1
tyden v chladnicce, aby doslo k ustaveni sorpéni rovnovahy. (V pripadé blokovych cviceni
pripravi predem vedouci cviceni.)

e ke vzorku pudy obohacené pesticidy pfidejte 5 ml mili-Q vody a 10 ml acetonitrilu
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e  smés tfepejte jednu minutu a poté 15 minut extrahujte pomoci ultrazvuku (viz. Obr. 1 a 2)

Obrdzek 1 a 2 — Extrakce vzorki pidy v ultrazvukové ldzni '

e kvytvorené suspenzi postupné pridavejte 4 g MgSO, + 1 g NaCl + smés citronanll (1 g
Na,Citr.2H,0 + 0.5 g Na,HCitr.1.5H,0), po kazdém pfidavku cca 1 minutu tfepejte
Pozndamka: Po priddni siranu horecnatého dikladné protrepejte, aby se netvorily hrudky. Po
priddni citronant dochdzi k uvolnéni tepla, proto je vhodné vzorky béhem trepdni chladit, aby
nedoslo k rozkladu méné stabilnich pesticidd.

e zkumavku centrifugujte po dobu 5 minut pfi 3000 rpm (viz. Obr. 3)

Obrdzek 3 — Centrifugace vzorkii
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e zhornivrstvy odeberte 5 x 1 ml do Cistych PP zkumavek
e k1 mlalikvotniho podilu extraktu ptidejte:

1. -

2. 150 mg MgSO0.

3. 50 mgPSA + 150 mg MgS0,

4. 50 mg Silica-C18 + 150 mg MgSO04

5. 50 mg EnviCarb + 150 mg MgS0,

Obrdzek 4 — Kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci

e zkumavky uzaviete, protrfepejte pfiblizné 1 minutu a nasledné centrifugujte po dobu 5 minut
pfi 3000 rpm
e odeberte 0,5 ml extraktu do 2ml vialky, pfidejte 0,5 ml mili-Q vody, 10 ul 5% HCOOH

v acetonitrilu a vnitfni standard dle pokyn vyucujiciho

e méfeni bude provedeno pomoci kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci

(LC-MS/MS) (viz. Obr. 4)

Otdzky

Jaké dalsi metody se daji vyuZit pro extrakci pudy?

Proc je dulezZité na zacdtku dikladné prosit vzorek pudy?

Pro ktery dalsi typ vzorkl je vhodné pouZit metodu QUEChERS?

Uvedte 3 priklady pesticidd, jejich zarazeni do skupiny a jejich pouZivani.
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12 Stanoveni polycyklickych aromatickych uhlovodikd
(PAHSs) ve vzorku ovzdusi metodou GC-MS/MS

Teoreticky tvod:

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAHSs) jsou lipofilni, vSudypfitomné, organické slouceniny, které
se skladaji alespori ze dvou kondenzovanych aromatickych jader'* 2. Maji nespoget zastupcd, a tak se
v drtivé v&tsiné pfipadi méfijen 16 EPA PAHSs, které se oznaduji jako prioritni®. Mezi téchto vybranych
16 zastupcl patfi i benzo(a)pyren, ktery je pro lidi prokazatelné karcinogenni®. Toxicita PAHs je riizna
pro kazdého zastupce, ale obecné to jsou drazdivé latky, mohou poskozovat ledvinovou a jaterni tkan,

jsou karcinogenni, mutagenni a teratogenni'®.

Je vybranych 16 zdstupct opravdu reprezentativnich? Co jejich derivaty nebo PAHs s vice jadry, které

mohou byt vice toxické?

PAHs nejsou perzistentni, v atmosféfe degraduiji, a presto podléhaji dalkovému pFenosu®. Jsou semi-
volatilni, coz znamen3, Ze se v atmosfére vyskytuji v plynné i ¢asticové fazi a déli se mezi né na zakladé
svych vlastnosti a meteorologickych podminek (napf. teplota)®. PAHs jsou produktem nedokonalého
spalovani jakékoli organické hmoty®. Zamérné se vyrabéji jen vyjimeéné, vétsinou pro védecké
pouZiti®). Do prostfedi se dostdvaji lidskou ¢innosti (doprava, domdci topenists, ...), ale i z pfirodnich
zdrojl (sopky, pfirodni pozary, ...). Primarné jsou emitovany do ovzdusi, a proto byvaji v ovzdusi i
nejcastéji méreny ¢i monitorovany. Mezi jednotlivymi ¢astmi Zivotniho prostredi vSsak mlzZou volné

prechazet®),
Jaké zdroje PAHs budou dominovat na riznych lokalitdch? Jaké jsou zdroje PAHSs ve vnitinim prostredi?

Vzorkovat ovzdusi Ize dvéma zakladnimi pFistupy — aktivné a pasivné®. Aktivni vzorkovace maji v sobé
pumpu a vyZzaduji staly pFivod elekt¥iny. Jsou také drahé a naro¢né®. Z téchto diivodd se zacalo
pouZzivat pasivni vzorkovani®. Pasivni vzorkovani vyuZivad principu difuze, béhem kterého se latky
sorbuji na vzorkovaci médium®. Jako vzorkovaci médium muze byt pouZit vale¢ek z polyuretanové

pény nebo XAD pryskyfice”.
Myslite si, Ze se vzorkovaci média lisi ve svych vlastnostech? Pokud ano, ovlivni to vzorkovdni?
U pasivniho vzorkovace se nedd urcit prfesna koncentrace latek v ovzdusi, pro tyto Ucely se pouzivaji

rlizné modely a extrapolace'®. V této Uloze bude pouZit vzorkovaé z obrazku 1. Neni tolik efektivni pfi
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vzorkovani castic, ale pouziva se napfiklad pro srovnani jednotlivych lokalit mezi sebou nebo jako

prvotni screening znecisténi vzorkovaci lokality®.

Proc je dileZité vzorkovat i Cdstice? Kterd informace se zanedbd, kdyZ vzorkujeme jen cdstice nebo jen

volné ovzdusi?

Postup prace
Demonstrace odbéru vzorku ovzdusi na polyuretanovy filtr (PUF) pasivniho vzorkovace:
Pomdcky:
e pasivni vzorkovac (Obrazek 1)
e predcistény polyuretanovy filtr (8h aceton, 8h dichlormethan), zabaleny ve dvou vrstvach
alobalu
e laboratorni rukavice
e alobal, PE sacek (zip lock)

e odbérovy protokol

Upevnéni Nerezova komora
_—

-

C

Cirkulace vzduchu Polyuretanovy filtr

b)

Obrazek 1 Pasivni vzorkovac ovzdusi na a) fotografii a b) schématu (www.monairnet.eu)

Vzorkovani:

e uchopte stfedovou ty¢ pasivniho vzorkovace za zavésSovaci hak

e navlecte dvé bezpecnostni matky, které zakotvuji horni ¢ast vzorkovace

e navlecte podloZku a svrchni ¢ast vzorkovace (nerezova polokoule o priiméru 30 cm)
e nasleduje podlozka, maticka a delSi nerezova trubicka

e umistéte na stfedovou ty¢ predcistény polyuretanovy filtr s viozenym nerezovym stfedem
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pokracujte s navlékanim v poradi podlozka, krats$i nerezova trubicka, maticka, podlozka, spodni

¢ast vzorkovace, podloZka a dvé bezpecnostni maticky
jako posledni zahdknéte do otvoru na stfedové tyci bezpecnostni hacek

obvykla doba expozice takto sestaveného pasivniho vzorkovace je 28 dni

Prace v laboratofi:

Pomucky:

automaticky extraktor Blichi, extrakéni barika s varnymi kaminky, extrakéni patrona

vialky

automaticka pipeta a Pasteurova pipeta
sklenéna trubicka

sklenéna kolona

mini-vialka

predcisténa vata

laboratorni sklo

Chemikalie:

dichlormethan, n-hexan, nonan

recovery standard (izotopicky znacené slouceniny PAHs)

aktivovany silikagel (12 h pfi 150 °C)

vnitfni standard

Zpracovani vzork:

do ti ¢tvrtin varné banky nalijte extrakéni rozpoustédlo

(DCM) a pridejte 3-4 varné kaminky

vyjméte exponovany polyurethanovy filtr (PUF)
z alobalu a vloZte jej spolu se sklenénou trubi¢kou
do extrakéni patrony

pridejte k PUF recovery standard podle pokynu
vyuCujictho a umistéte patronu do téla
automatického extraktoru

ujistéte se, zda jsou vSechny ¢asti dobfe utésnéné,
oteviete proud chladici vody a zapnéte extraktor,
zvolte program pro extrakci dichlormethanem

(horka extrakce 40 minut, proplachovani 20 minut)

Obrazek 2 Fotka automatického extraktoru Biichi
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e po skonceni programu vyjméte patronu s filtrem a extrakt odparte na objem asi 5 ml pfislusSnym
programem
e pomoci Pasteurovy pipety kvantitativné prevedte zahustény extrakt do vialky
e vzorky zkoncentrujte pod proudem dusiku na objem 1 ml
e pfipravte kolonu k ¢isténi:
O na dno sklenéné kolony vloite smotek
predcisténé vaty
0 nad néj nasypte 5 g aktivovaného silikagelu a

tyCinkou mirné sklepejte

e naneste vzorek, provedte eluci 10 ml hexanu a 20 ml
Obrazek 3 Fotka sklenénych kolon
dichlormethanu
e eluaty jimejte do vialek
e eluat odparte pod mirnym proudem dusiku na 1 ml
e vzorek prevedte do mini-vialky, pfidejte 50 ul nonanu

e pridejte vnitfni standard podle pokynt vyucujiciho

e mini-vialku peclivé uzavrete a predejte vyucujicimu

ssssssse
sesssns

e méreni bude provedeno pomoci plynové chromatografie ve

spojeni s hmotnostni detekci (GC-MS/MS)

Otdzky

Jak se meéni koncentrace PAHs v ovzdusi v pribéhu roku?

Jaké jsou rozdily v koncentracich PAHs mezi méstem a vesnici?
Obrdzek 4 Fotka dusikového koncentrdtoru

Jaka dalsi vzorkovaci média se daji pouZit pro PAHs v ovzdusi?

V jakych jednotkdch budou Vase vysledky? Daji se pfevést na ng m>?
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13 Jehlici jako pasivni vzorkovac ovzdusi

Teoreticky tvod:

Termin perzistentni organické polutanty (POPs) byl zaveden vramci Stockholmské umluvy o
persistentnich organickych polutantech, ktera byla podepsana v roce 2001 ve Stockholmu pod
patronatem Programu OSN pro Zivotni prostfedi (UNEP)™. POPs jsou jednou z nejproblemati¢téjich
skupin organickych sloucenin v Zivotnim prostfedi. Tyto latky jsou lipofilni, toxické, bioakumulativni,
semi-volatilni a odolné vici degradaci. Podléhaji dalkovému transportu a dostavaji se tak i do oblasti,

ve kterych nebyly nikdy vyrabény ani pouzivany®?.
Dokdzete vysvétlit princip atmosférického ddlkového transportu?

Mezi POPs patii fada organickych latek, jako jsou organochlorované pesticidy (OCPs, napt. DDT),
polychlorované bifenyly (PCBs) nebo polychlorované dibenzo-dioxiny a dibenzo-furany (PCDDs,
PCDFs). Casto se kPOPs pfifazuji i polycyklické aromatické uhlovodiky (PAHs), ackoli nejsou

perzistentni. Sdileji vSak ostatni problematické vlastnosti, a tak se ¢asto monitoruji spolecné.
Jaké jsou rozdily ve struktufe POPs a PAHs? Které vlastnosti spolu tyto dvé skupiny sdileji?

Vzorkuji se ve vSech slozkach Zivotniho prostfedi a jsou zahrnuty v mnoha monitorovacich
projektech®. POPs a PAHs Ize také méfFit v biologickych matricich. Na RECETOXu se tyto latky mé&fi
napfiklad v krevnim séru nebo v jehlic¢i. V této Uloze budete zpracovavat jehlic¢i, které predstavuje
uZite¢ny nastroj k hodnoceni kontaminace volného ovzdudi®. Vyhodou jehliénatych stromd je jejich
dlouha Zivotnost. Dokazou efektivné sorbovat POPs a PAHs béhem dlouhych ¢asovych obdobi, protoze
jehlice obsahuji na svém povrchu voskovou vrstvu, ktera je lipofilni®). SlouZi tak jako pfirodni pasivni

vzorkovaé ovzdusi®,

Jakou vyhodu mda jehlici oproti klasickému vzorkovaci ovzdusi? Kterymi rtiznymi procesy se polutanty

do jehli¢i mohou dostat? Na ¢em jsou tyto procesy zdvislé?
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Postup prace
Pomuicky:
e alobal, PE sacek (zip lock)
e mlynek
e laboratorni vahy
e automaticky extraktor Blichi
e extrakcni patrony
e precisténa vata
e Pasteurova pipeta, automaticka pipeta
e sklenéné kolony (velké, malé)
e laboratorni sklo
e Turbovap nadobka
e Turbovap
e dichlormethan, n-hexan, nonan
e recovery standardy (Izotopové znacené slouceniny PAHs, odpovidajici slouceniny pro PCBs a
OCPs — upfresni vyucujici)
e precistény silikagel
e aktivovany silikagel (12 h pfi 150 °C)
e aktivovany silikagel (12 h pfi 150 °C) modifikovany kyselinou sirovou (22 ml kyseliny sirové na
50 g aktivovaného silikagelu)
o kyselina sirova

e vnitfni standard
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Zpracovani vzorku:

e zvysusenych jehlic si navaZte priblizné 10 gram( a v laboratornich rukavicich oddélte jehlice

od brachyblast

Obrdzek 5 Fotka oddélenych jehlic a brachyblasti

e jehlice rozemelte pouZitim mlynku a zjistéte pfesnou navazku u jehlic i brachyblast(

Obradzek 6 Fotka mlynku na jehlice

e jehlice a brachyblasty vloZte do papirovych extrakénich patron.
Nahoru polozte kousek precisténé vaty

e pridejte recovery standard podle pokynu vyucujiciho a patrony
vlozte do automatického extraktoru

e do tfi Ctvrtin varné bariky nalijte extrakcni rozpoustédlo (DCM)
a pridejte 3-4 varné kaminky

e ujistéte se, zda jsou vSechny ¢dsti dobfe utésnéné, oteviete
proud chladici vody a zapnéte extraktor, zvolte program pro

extrakci dichlormethanem (horkd extrakce 40 minut,

proplachovani 20 minut)
e po skoné&eni programu vyjméte patronu a extrakt odpafte = Obrdzek 7 Fotka automatického extraktoru

na objem asi 5 ml pfisluSnym programem
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e pomoci Pasteurovy pipety kvantitativné prevedte zahustény extrakt do vialky
e vzorky zakoncentrujte pod proudem dusiku, nebo ptidejte rozpoustédlo (DCM) tak, aby
zavérecny objem byl 10 ml a rozdélte na dva podle pokyn( vyucujiciho (analyza PAHs a analyza
PCBs + OCPs)
e odparte obé frakce pod jemnym proudem dusiku na objem 1 ml
e vzorky zasypte malym mnoZstvim precisténého silikagelu tak, aby vznikla homogenni sypka
smés
e pripravte kolonu k Cisténi pro vzorky uréené na analyzu PAHs:
0 nadno sklenéné kolony dejte na spodek kousek precisténé vaty
0 nasypte 5 g aktivovaného silikagelu
e naneste vzorek, provedte eluci 10 ml n-hexanu a 20 ml dichlormethanu
e eluaty jimejte do vialek
e pripravte kolonu k isténi pro vzorky uréené na analyzu PCBs + OCPs:
0 do velké kolony dejte na spodek kousek precisténé vaty
O nasypte 5 g aktivovaného silikagelu a 25 g aktivovaného silikagelu
modifikovaného kyselinou sirovou
e naneste vzorek
e provedte eluci 100 ml smési n-hexan:dichlormethan (1:1)
e eluaty jimejte do turbovapovych nddobek
e pouzijte k precisténi vzorkl PAHs gelovou permeacni
chromatografii
e vzorky PAHs zkoncentrujte pod proudem dusiku a vzorky
PCBs + OCPs v odparovacim systému Turbovap
e vzorek prevedte do mini-vialky, pfidejte 50 pl nonanu
e pridejte vnitfni standard podle pokynt vyucujiciho
e mini-vialku peclivé uzaviete a predejte vyucujicimu

e meéreni bude provedeno pomoci plynové chromatografie

ve spojeni s tandemovou hmotnostni detekci (GC-MS/MS)

Obrdzek 8 Fotka odparovaciho systému

Otdzky

Porovnejte vysledné koncentrace latek PAHs, PCBs, OCPs jehlic a brachyblastt v prepoctu na navazku.

Co mohlo zpisobit jejich rozdily?

Porovnejte koncentrace jednotlivych skupin mezi sebou. Jaké jsou zdroje téchto ldtek v ovzdusi?
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Proc¢ neni vhodné pouZivat listy z listnatych stroma?

Zamyslete se, jestli se lisi koncentrace celych jehlic, nastfihanych a namletych. Jestli ano, jakym

zplsobem?
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14 Stanoveni zpomalovaci hoteni ve vzorku prachu

Teoreticky tuvod:
Vnitini prostiedi
Vnitfnim prostfedim nazyvdme mista v uzavienych prostorach jako jsou naptiklad nase domy,
kancelare, Skoly, vefejné prostory nebo dopravni prostiedky. Vzhledem k faktu, Ze v nasi moderni

spole&nosti travime nad 90 % ¢asu v téchto prostorach?, je vnitini prostfedi stéZejni pro lidské zdravi.

Kolik ¢asu trdvite ve vnitinim prostredi? Pozorujete rozdily mezi pracovnim a vikendovym dnem nebo

létem a zimou?

Prach

Ve vnitfnim prostfedi mizZeme vzorkovat vzduch, samotné materialy, anebo usazeny prach. Prach je
vSudypfitomna matrice, kterd obsahuje heterogenni smés ¢astic slozenych napfiklad z vldken,
usazenych &stic z ovzdusi, vlasl, popela, hliny, drobkd nebo bakterii, pylu ¢&i plisné2. Zaroveri obsahuje
smés chemikalii (semivolatilni a netékavé) reflektujicich sloZzeni okolniho prostredi. Kvili tomu ma
prach vyznamny podil na expozici. Tato expozice je ovlivnéna jak lidskym chovanim ve
vnitfnim prostredi, tak obsahem chemikalii v prachu. Pro nékteré latky (napf. zpomalovace horeni) je
prach hlavni matrici pro lidskou expozici®. Velkd vyhoda prachu je, Ze je snadno ziskatelny. Diky vy3e
zminénym vlastnostem je prach duleZity pro posuzovani expozice a je hodnotnou matrici pro

zkoumadni vniténiho prostiedi®.

Kolik jste za svdj Zivot snédli prachu? Primérné dité do jednoho roku sni 30 mg/den, dité ve véku

jednoho az Sesti let 60 mg/den a od Sesti let je pak priimérné mnoZstvi snédeného prachu 30 mg/den.

Moznosti vzorkovani

Prach je moZné vzorkovat dvéma réiznymi metodami: (1) stéry — Obr. 1a; a (2) vysavani — Obr. 1b.?
Stéry mohou byt jak suché, tak mokré, napriklad pouzitim isopropylalkoholu. K samotnému stéru
byvaji pouzivany jak predcisténé ubrousky, tak specidlni zafizeni, kterd mohou regulovat tlak na povrch
stiraného materidlu.?2 Metody stéru se pouZivaji pfedevsim pro hladké povrchy nébytku,
elektrospotrebic nebo oken.

V zavislosti na druhu informace, kterou chceme ziskat, Ize zvolit rGzné pristupy vzorkovani vysavanim.
MuzZeme analyzovat prach z celého sacku vysavace, nebo vysat vysavacem samostatné do sacku plochu
celého bytu, pfipadné se mlZeme zaméfit na vysavani jednotlivych c¢asti prostoru. Ktomu se pak

pouZivaji napf. nylonové ponozky, které se vlozi do hlavice vysavace a prach se v nich zachyti. Dalsi
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moznosti je pouZiti specialni hlavice s mfizkou pro filtr, na kterém se zachyti vzorkovany prach. Tato

metoda se pouziva predevsim pro podlahy, koberce a calounény nabytek.

Jaké vidite limity dvou uvedenych vzorkovacich metod? V jakych jednotkdch byste prezentovali ziskané

vysledky?

Stéry mohou byt jak suché, tak mokré. Pfedpokldaddte néjaky rozdil ve vysledcich v zavislosti na pouZiti

metody? Pokud ano, jaky?

Obr..l: a- vlhky stér hladkého povrchu TV, b — ndstavec na domdci vysavac pro vzorkovdni prachu, ktery je
zadrZen na kifemenném filtru.

Homogenizace prachu

Jak jiz bylo zminéno, prach je tvoren z usazenych heterogennich castic. Pro lepsi reprodukovatelnost a
spojitost s expozici se prach prosiva a rozdéluje do frakci podle velikosti Castic., Zatim vsak neni
definovana doporucenad velikost Castic pro jednotné vzorkovani. Na Obr. 2 miZete vidét frakce od

velikosti ¢astic >2 mm po <0,25 mm.
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Obr. 2: Prach ze sacku z vysavace a) pred prosivanim, podle velikosti édstic b) >2 mm, ¢) 2 mm >x >1 mm, d)

1mm>x>0,5mm,e)0,5mm>x>0,25mmaf)0,25 mm > x.”

Kterd frakce je podle vds nejvice relevantni, co se tyce expozice?

Myslite si, Ze je problém, Ze neni ustanovena jednotnd velikost pro analyzu prachu? Proc? Jakou velikost

byste zvolili vy?

Zpomalovace hofeni

Jednou z mnoha skupin chemikdlii, které detekujeme v prachu, jsou zpomalovale hoteni.*
Zpomalovace horeni jsou pouzivany v mnoha hotlavych materidlech (napf. elektronika, plasty nebo
textil) k omezeni jejich hoflavosti a k prodlouZeni ¢asu na Gték.® Zpomalovace hofeni jsou nesourodou
skupinou latek a mohou byt jak anorganické, tak organické. Organické zpomalovace horeni délime do
dvou skupin, které se lisi jak fyzikdlné-chemickymi vlastnostmi, tak pouzitim v jednotlivych
materidlech. Prvni skupinou jsou halogenované zpomalovaée hofeni’” (napf. polybromované
difenylethery (PBDE) nebo hexabromobenzen) a druhou skupinou jsou polarnéjsi organofosfatové
estery,® které jsou pouZivany i jako zmékéovadla (pf. zastupct na Obr. 3). Kvili vSudypFitomnosti
zpomalovaci hoteni v rliznorodych prostiedich a evidencim o jejich mozné toxicité je sledovani téchto

latek daleZité.
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Obr. 3: Vybrani zdstupci zpomalovaéii hofeni: obecny vzorec polybromovanych difenyetheri (PBDEs), dva
zdstupci novych zpomalovaci hofeni (DBDPE a HBB) a dva zdstupci organofosfdatovych estrii s chlorem

(TDCIPP) a bez chloru (TNBP).

Jakym zptsobem mohou byt zpomalovace horeni toxické?

Otdzky po absolvovaném praktiku:

Popiste mechanismus, jakym PBDE zpomaluji horeni.

Které organické zpomalovace horeni jsou poldrnéjsi? Bude to mit vliv na volbu pfipravy vzorku

k analyze?

Béhem cviceni byla nékolikrat zminéna rovnovdha. Pri kterych ¢dstech pripravy vzorku jsme vyuZivali

ustanovovdni rovnovdhy?
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14.1 Stanoveni halogenovanych zpomalovacl horeni ve

vzorku prachu

. Soxhletova extrakce

Pomucky:

J vzorek domaciho prachu z vysavace
J jednorazové extrakcni patrony

o predcisténa vata

J automaticky extraktor Bichi

. extrakéni barka

o teflonové varné kaminky

. vialky EPA 20 ml, EPA 40 ml

. jednordzové sklenéné Pasteurovy pipety
o predvazky

Chemikalie:
o extrakéni standardy
o dichlormethan (DCM)

Postup prace:

o vzorek domaciho prachu (cca 0,1 g) navazte do jednorazové extrakéni patrony

. pfidejte ke vzorku extrakéni standardy

. v patroné vzorek pfikryjte kouskem predcisténé vaty a zatéZzte malou sklenénou zatkou

. do extrakéni nddobky nalijte rozpoustédlo (DCM), cca 150 ml, pridejte teflonovy varny kaminek
. extrahujte programem pro extrakci DCM (40 minut horky Soxhlet, 20 minut prokapdavani

rozpoustédlem)
o po ukonceni extrakce zkoncentrujte vzorek pfislusShym programem na objem mensi nez 10 ml
evzorek kvantitativné prevedte do 20ml vialky (pGvodni extrakéni nddobku promyijte alespori 2x 1-2

ml DCM a pridejte k extraktu ve vialce)

. odparte extrakt pod proudem dusiku na objem cca 1-2 ml
I. Cisténi

Pomticky:

o sklenéna kolona, vniténi primeér 1 cm

. vialka o objemu 40 ml

. Pasteurova pipeta, vata

. mini-vialka o objemu 1 ml
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Obr. 4: Automaticky extraktor Biichi

Chemikalie:

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

o ¢istény neaktivovany silikagel

o silikagel modifikovany kyselinou sirovou (22 ml koncentrované H,SO, + 50 g aktivovaného
silikagelu)

. hexan, DCM, nonan

Postup prace:
o pfipravte kolonu k separaci:

0 nadno kolony vloZte smotek vaty
0 na néj nasypte asi 1 cm vysoky sloupec ¢isténého aktivovaného silikagelu, nad tuto vrstvu
5 g CiSténého aktivovaného silikagelu modifikovaného kyselinou sirovou

0 tycinkou mirné sklepejte

0 navrchol sloupce nasypte 1-2 cm vrstvu neaktivovaného silikagelu a opét sklepejte

o vzorek kvantitativné naneste na kolonu

o provedte eluci 30 ml 50% DCM v hexanu do 40ml vialky

. vzorek zakoncentrujte pod mirnym proudem dusiku na cca 100 pl

o vzorek prevedte do pfedem oznacené mini-vialky, pfidejte 40 pl nonanu

a odparte na findlni objem 40 pl
o pridejte vnitini standardy

o mini-vialku peclivé uzavrete a uschovejte v lednic¢ce az do provedeni analyzy
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Obr. 5: Eluce vzorku z kolony se silikagelem modifikovanym kyselinou sirovou

1. Stanoveni analytd pomoci GC-MS

Stanoveni BFR bude provedeno pomoci GC-MS.

14.2 Stanoveni organofosfatovych ester(i ve vzorku prachu

l. Extrakce v methanolu

Pomticky:

. vzorek prachu

. extrakéni nddobka (vialka nebo kadinka)

o vialky EPA 20 ml

o jednorazové sklenéné Pasteurovy pipety

o predvazky

Chemikalie:

o izotopicky znacené extrakéni standardy OPEs
o methanol

Postup prace:

o navazte pfiblizné 100 mg prachu do vialky
o ke vzorku ve vialce pfidejte izotopicky znacené extrakcni standardy OPEs
o extrakci provedte tfikrat:

o do vialky pridejte 3 ml methanolu
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Obr. 6: Extrakce v ultrazukové lazni

o extrahujte v ultrazvukové lazni 20 min
o 10 minut nechte usadit
o prevedte extrakt do nové vialky

vysledek: 9 ml extraktu ve vialce

Cisténi

Pomiicky:

injekéni stfikacky 2ml

stfikackové nylonové filtry (0,45 um)
mini-vialky (2 ml)

jednorazové sklenéné Pasteurovy pipety

predvazky

Chemikalie:

methanol

Mili-Q voda

Postup prace:

extrakt zakoncentrujte pod proudem dusiku a pti ohfevu na teplotu 35 °C na pfiblizné 1 ml
extrakt prefiltrujte pres stfikackovy nylonovy filtr

filtrat zakoncentrujte pod proudem dusiku na méné nez0,5 ml

pfidejte methanol tak, abyste méli pfesné 0,5 ml vzorku

pridejte 0,5 ml Mili-Q vody
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Obr. 7: Filtrace extraktu pres stfikackovy nylonovy filtr

. Stanoveni analytd pomoci LC-MS

Stanoveni OPEs bude provedeno pomoci LC-MS.
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15 Stanoveni metaboliti endokrinnich disruptorii ve

vzorcich moci

Teoreticky tvod:

Lidé jsou vystaveni plsobeni mnoizstvi latek, u kterych jsou zndmé nebo predpokladané negativni
ucinky na zdravi. Latky zndmé jako endokrinni disruptory (ED) narusuji hormonalni rovnovahu a tim
zpUsobuji dalsi nezadouci zdravotni efekty (WHO, 2013). Tyto latky jsou hojné primyslové vyuZivany a
nachdazeji se v mnoistvi vyrobkd kolem nds. Proto je duleZité znat jejich mnoiZstvi v lidskych
organismech (Esteban and Castafio, 2009). ED jsou lidskym télem pomérné snadno odbourévény,
tudiz je mozné sledovat jejich koncentrace ve formé metabolit(i napfiklad v moci (Barr et al., 2002).
Avsak i presto, Ze jsou snadno odbouratelné, jejich koncentrace v lidskych organismech neklesaji.
Naopak kvali vysoké expozici hladiny ED v lidskych tkanich stale vzrlstaji. Proto jsou tyto latky casto

oznacované za pseudopersistentni.
Jaké mohou byt expozicni cesty ED do lidského organismu?

Ftalaty

Ftaldty jsou pramyslové pouZivany jako zmékcéovace plastll, rozpoustédla nebo stabilizaéni ¢inidla.
Existuje mnoho vyrobkl s obsahem ftalatl, napriklad plastové soucdstky automobilli, Iékarské
vybaveni apod. (Kolarik et al., 2008). Ftalaty jsou Casto obsaZzeny i v kosmetickych produktech, jako
jsou parfémy, laky na vlasy nebo nehty, apod. (Bernard et al., 2014). Jsou rovnéz pouZzivany pfi vyrobé
PVC (polyvinylchloridu) nebo vyrobkd obsahujicich PVC, jako jsou napfiklad plastové tasky, obaly na
skladovani kosmetiky apod. V kosmetickych prostfedcich se tedy ftaldty mohou objevovat jak cilené
(napf. jako rozpoustédla), tak neumysiné, kdy se do vyrobku dostanou z plastového obalu. Ftalaty
jakoZzto pridavky totiz nejsou pevné chemicky vazany na plast, proto se z néj mohou ¢asem uvolfiovat,
dostdavat se do prostredi a rizné v ném migrovat (Gimeno et al., 2014).

Alternativni nahrady

Vzhledem k tomu, Ze nékteré ftalaty jsou kvlli svému negativnimu plsobeni legislativné omezeny,
pouZivaji se v pramyslu tzv. alternativni nahrady. To jsou latky, které maji velmi podobné vlastnosti
jako ftalaty, ale v soucasné dobé jsou povaZovany za bezpecné. Bohuzel, pravé diky jejich podobnym
vlastnostem v produktech se da predpokladat podobné plsobeni taktéZz v organismech, proto je
vhodné monitorovat i tyto latky (Schitze et al., 2012). V nasem pfipadé se jedna o latku s ndzvem
DINCH (Diisononyl ester 1,2-cyclohexan dikarboxylové kyseliny). Ta je v soucasné dobé hojné

pouzivana, a to i v takovych produktech, jako jsou vyrobky pro déti nebo Iékarské vybaveni.
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Bisfenoly

Bisfenoly jsou syntetické slouceniny hojné pouzivané v mnoiZstvi vyrobk(. Jsou definovany jako
nepersistentni latky s kratkym polocasem Zivota (okolo 6 hodin) v lidském organismu (Sakhi et al.,
2018). Dekonjugované bisfenoly v moci jsou ¢asto pouZzivany jako biomarkery k uréeni celkové expozice
bisfenolim (Moos et al., 2014). Nejbéinéjsim zastupcem je bisfenol A (BPA), ktery je pouZivan v
raznych produktech, jako jsou dentdlni tmely, konzervy, termopapiry, produkty osobni péce nebo
potravinové obaly (Geens et al., 2014). Vliv BPA na estrogenni aktivitu a reprodukéni toxicitu je dobre
znam, kvali svym endokrinné disruptivnim tcéink(im a toxicité oSetren legislativou REACH (ECHA, 2013).
Proto bylo jeho pouZiti v kojeneckych lahvich v Evropé od roku 2011 legislativné omezeno (EU, 2011)
a pozdéji dokonce zakazano Evropskou komisi (ECHA, 2016). Vhodné latky k nahrazeni BPA v nékterych
produktech jsou bisfenol S a bisfenol F.

Pesticidy

Pesticidy jsou Siroce pouzivané latky, které jsou casto aplikovany a nadvyuzivany v zemédélstvi, ale i
na residencnich plochach, coz vede k jejich rozsifeni do vSech slozek prostfedi. Je tedy nemozné se
expozici pesticidim zcela vyhnout. Vétsina akutnich efektl expozice je dobfe zndma, ale chronicka
expozice nizkym davkam muze zplsobit zavazné problémy, navic je to téma, o kterém neni dostatek
informaci (Baker et al., 2000). Existuje mnoho skupin pesticidl, jako jsou karbamatové insekticidy,
organofosfatové insekticidy, organochlorované pesticidy nebo pyrethroidy. V tomto ptipadé bude
kladen dlraz na metabolity organofosfatovych insekticidd a pyrethroid(, jelikoZ maji vyssi polaritu, a

proto bude vyskyt jejich metabolitd v modi vice oéekavany/pravdépodobny.

Zamyslete se nad priibéhem svého normdlniho dne. Kolikrdt a kde prijdete do kontaktu s témito

latkami?

Napadaji vds néjaké kroky, jak zmensit potencidlni expozici vyse zminénym Idtkdm?

Ndasledujici postup pripravy vzorku je vhodny pro vSsechny zminéné skupiny latek, limitujici je pouze
pritomnost konkrétnich isotopicky znacenych standardd.
Postup prace
Pomticky
e 2,5ml Epperdorf zkumavky
e sklenéné Pasteurovy pipety
e manifold na SPE
e kolonky Oasis HLB (60 mg, 3cc)

e mini-vialky
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Chemikalie
e octan amonny
o B-glukuroniddza
e kyselina octova
e acetonitril
e methanol
e mili-Qvoda

e smésny standard pfislusnych izotopicky znacenych metabolitl

Zpracovani vzorka
e do Cisté 2,5ml Eppendorf zkumavky napipetujte 0,5 ml moci (do slepého vzorku 0,5 ml Mili-Q
vody), znaceny standard (10 ng/ml; 5 ng/vzorek) a 127,5 pl roztoku B-glukuronidazy v octanu
amonném (6,25 ml 1mM octanu amonného a 125 pl B-glukuronidazy)
e zkumavku zavrete, vortexujte po dobu 10 sekund a nechejte inkubovat pfi 37 °C po dobu 90

minut

Obrdzek 1 Aparatura pro inkubacni enzymatickou reakci (37 °C, 90 minut)

Proc¢ nechdvdame reagovat nase cilové analyty s enzymem (8-glukuroniddzou) pri teploté 37 °C?

Precisténi vzorku
Pro precisténi vzorku a zaroven extrakci cilovych analytl poufZijte extrakci na tuhé fazi, neboli solid-
phase extraction (SPE):

e do manifoldu umistéte kolonky s C18 sorbentem (Oasis HLB, 60 mg, 3 cc)

e kolonky nejprve aktivujte 1 ml methanolu, poté ekvilibrujte 1 ml 0,1% kyseliny octové
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e poté pres kolonku ptrevedte vzorek
o kolonku promyjte 1 ml 0,1% kyseliny octové a 1 ml vody
e nakonec vzorek eluujte 1 ml methanolu, z tohoto eluatu odeberte 500 pl do mini-vialek

e vzorky budou poté analyzovany za pouziti HPLC-MS/MS systému

Obrdzek 2 Manifold a kolonky pro SPE

Otdzky

Vysvétlete princip SPE.

Jaké dalsi latky byste ocekdvali, Ze naleznete v moci a proc¢?

Jaké dalsi metody zpracovdni vzorki moci se pouZivaji?

Které dalsi neZddouci latky se mohou ve vzorcich moci vyskytovat, a od ceho je tedy pomoci SPE

precistujeme?
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