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4.uloha: Extrakce microcystinu ze vzorku vody metodou SPE

Urceni a cil
Zakoncentrovani microcystinii ve vzorcich snizkou koncentraci pro jejich nésledné
analytické stanoveni pomoci HPLC-DAD (kapalinova chromatografie s UV-VIS 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 microcystini na HPLC.

Bezpecnost pri praci a toxikologické udaje

Vzorky vod, extrakty biomasy sinic = rizikovy materidl potencialné obsahujici cyanotoxiny!
Methanol — jedovaty!

Kyselina trifluoroctova — silna Ziravina!

Kyselina chlorovodikova — silna ziravina!

Pti préci s evakuovanou aparaturou pouzivat ochranné¢ pomtcky (bryle) a dodrzovat veskeré
zasady bezpecnosti.

Chemikalie a spotiebni material

- 100% methanol — potfebné roztoky o koncentraci 20% a 50% (v/v) pfipravit
smichdnim ¢istého methanolu a destilované vody

- kyselina trifluoroctova (TFA) — potiebny roztok o koncentraci 0,1%TFA v methanolu
ptipravit smichanim ¢istého methanolu s TFA (v/v)

- 1% kyselina chlorovodikova

- roztok thiosiranu sodného (c=10g/L)

- GF (glass fiber) filtry (0,45um)

- SPE kolonky se sorbentem C18

- Cisté 1.5 mL sklenéné vialky, vicka, septa

- stficka s destilovanou vodou

Piistroje
- filtra¢ni aparatura Nalgene DS0320
- aparatura pro SPE
- elektricka membranova vyvéva
- rotacni vakuova odparka
- pHmetr



4. A Postup prace

pfiprava vzorku

- vzorky pftefiltrovat ptes GF filtr (0,45um)

- pfidat methanol v mnozstvi do 10% celkového objemu (v/v) vzorku. V ptipadé
vyssiho obsahu organického rozpoustédla zfedit vzorek destilovanou vodou tak, aby
koncentrace organického rozpoustédla neptesahovala 10% (v/v)

- filtrat okyselit pfiddnim HCI na pH~6, pH zkontrolovat pomoci pH metru

- pridat ImL roztoku thiosiranu sodného (c=10g/L)

aktivace a ekvilibrace SPE kolony
- pokyny ke konkrétnim typtim kolon jsou uvedeny na piibalovych letacich od vyrobce
- v ptipadé pouziti kolon Supelclean LC-18 3ml Tubes postupovat takto:
aktivace Sml 100% methanolu (bez pouziti podtlaku)
ekvilibrace Sml vody (mozno pouzit podtlak)
- v prab¢hu aktivace, ekvilibrace a pietahovani vzorku kolona nesmi vyschnout ! (nad
horni fritou musi byt stale alesponn Smm kapaliny)

pfetazeni vzorku
- vzorek pretdhnout za pouziti podtlaku (15mm Hg), pritok Sml/min
- po pretazeni vzorku susit kolonu proudem vzduchu (10min)
- vysuSenou kolonu promyt Sml 20% methanolu

eluce analytu
- eluci provést Sml roztoku 0,1%TFA v methanolu, za pouziti podtlaku (5mm Hg)

- eluat v pripadé potieby skladovat v mrazéku (-18°C)

zakoncentrovani eludtu
- eluat odpafit do sucha na rotac¢ni vakuové odparce (teplota 1azné = 45°C)
- odparek rozpustit v 500ul 50% methanolu a pievést do vialky
- vzorky ve vialkach ptred analyzou skladovat v mrazaku (-18°C)




4. B Stanoveni microcystinu v lyofilizované biomase sinic

Princip

Navazka lyofilizované biomasy sinic je extrahovéna solventem za plsobeni ultrazvuku.
Bunéény debris je oddé€len centrifugaci, supernatant je zfiltrovan a pfipraven pro analyzu
microcystind.

Bezpecnost pfi praci a toxikologické tidaje

Vzorky vod, extrakty biomasy sinic = rizikovy materidl potencialné obsahujici cyanotoxiny!
Methanol — jedovaty!

Pii praci s ultrazvukovym homogenizatorem pouzivat tlumitka zvuku a dodrzovat veskeré
zasady bezpecnosti.

chemikalie a spotfebni material
- 50% aq. methanol
- 1.5 mL Eppendorfovy mikrozkumavky
- plastova stiikacka 1 mL + jehla
- stiikackové nylonové filtry (0.45 um)
- cisté 1.5 mL sklenéné vialky, vicka, septa
- denaturovany ethanol, stiicka s destilovanou vodou

pfistroje
- analytické vahy
- pipeta 100-1000 pL
- vortex
- ultrazvukovy homogenizator nebo lazen
- centrifuga

Postup prace

pfiprava vzorku

- do Eppendorfovy zkumavky navazit cca 20 mg lyofilizované biomasy (zaznamenat
piesnou navazku)

- pfidat pipetou 1 mL 50% aq. methanolu a diikladné vortexovat

- extrahovat pomoci ultrazvukového homogenizatoru (2 x 20 s, cycle 0.8 x 10%, power
90%), mezi obéma extrakcemi nechat vzorek vychladnout

- centrifugaci odd¢lit bunécny debris (maximalni otacky, 10 min)

- supernatant ptefiltrovat pomoci stiikacky a filtru do sklenéné vialky

- vzorky pted analyzou skladovat pii -18°C
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