Laboratorni cviceni 13. A 17.10. — Moderni metody v ekotoxikologii (€¢ast Hodnoceni expozice)

1) Stanoveni biodostupné frakce pomoci XAD metody

2) Stanoveni biodostupné frakce (volné rozpusténé koncentrace — C 4..) pomoci SPME metody
3) Stanoveni celkové koncentrace v pudé (pouze demonstracné)

4) Stanoveni bioakumulacniho koeficientu v Zizalach (pouze demonstracné)

1) Stanoveni biodostupné frakce p,p-DDE pomoci XAD metody

Princip:

V systému pada-voda-XAD sorbent dochazi k cilenému prenosu polutantl z pady pres vodni fazi do XAD
sorbentu. Polutant navdzany na XAD tedy predtim musel byt rozpustén v pérové vodé, kterd je povazovana za
nejdllezitéjsi expozicni cestu pro biotu (tedy cesty plida-voda-biota). XAD ve vzorku postupné vychytava volné
rozpusténé analyty z pérové vody (podobné jako by je postupné degradoval pfitomny mikroorganismus), a tim
stimuluje desorpci dalSich analytd z ptidy do vody. Desorpcni proces vsak neni nekonceny, postupné pfijdou na
radu analytu, které jsou natolik pevné asociovany s pldou, Ze jejich desorpce nebude za danych podminek
mozna. Tak dojde k zakladnimu rozdéleni mezi dostupnou (pomoci XAD desorbovatelnou) a nedostupnou (v
pldé zGstavajici) frakci. Zjisténi velikosti dostupna frakce maze slouZit napf. k odhadu mnoZstvi polutantu, jez
je zdané kontaminované lokality odstranitelné bioremedic¢nimi technikami nebo k odhadu mobility polutantt
v prostfedi (napf. splachu z kontaminovanych poli). V laboratofi se navic daji simulovat riizné podminky (napf.
zvyseni kyselosti pd v disledku kyselych destli nebo zvyseni teploty v disledku klimatickych zmén) a jejich vliv
na zmény v dostupnosti polutantl pro prechod z plidy do jiné slozky Zivotného prostfedi (napf. bioty nebo
povrchovych vod).

Postup:

a) Do teflonové zkumavky (50 mL) navazime 3g suché pady a 3g pFetiéténého’ XAD sorbentu. Pfidame
25 mL roztoku NaN; (10 mM, M(NaN;) = 65 g/mol) — roztok si sami pfipravte do 100 ml odmérné
baiky, na rozpousténi pouzijte destilovanou vodu. Smés tiepeme po dobu 15 dnd’ pfi 110 rpm.

Po stanovené dobé smés zcentrifugujeme (1 000 rpm, 1 min) — k tomuto Ucelu si pfipravte vyvazovaci
vialku do centrifugy, ktera bude obsahovat pouze vodu, ale jeji celkovd hmotnost bude stejnd jako
testovaci vialky se vzorkem.

b) Po centrifugaci odsajeme XAD pomoci pumpy (nezapomente mezi pumpu a vzorek umistit
promyvacku na zachyt roztoku ze vzorku, aby se nedostal do pumpy) do 5 ml Spicky opatfené na dné
vatou (XAD se zachyti ve $picce, roztok protece do promyvacky). Neni tfeba odsat veskeré XAD.

c) Odebrané XAD ve ¥pi¢ce vysuiime lyofylizaci’. XAD zvazime, pitesypeme do extrakéni patrony,
napipetujte k XAD 50 pL z nachystaného recovery standardu (“PCB 155, 50ug/mL“) a poté
extrahujeme na Soxhletové extraktoru pomoci smési hexan:aceton (1:1) v programu 1 (1 hod
ponofeni, 1 hodina proplach, 30 min odparovani). Vice o Sohletové extrakci najdete v Uloze 3.

d) Po extrakci prevedeme zahustény extrakt do 22 mL vialky pomoci Pasteurovy pipety a objem
upravime na 10 mL (pouZijte nachystanou rysku). Nachystame si kolonu na precisténi vzorku metodou
kolonové chromatografie: 1) konec kolony opatfime vatou a dosypeme cca 1-cm sloupec
nemodifikovaného silikagelu z nddoby oznacené “nemodif. silikagel”, 2) z nadoby (“Silikagel + H,S0,“)



do sklen&né kolony pfisypeme 5g pretisténého silikagelu modifikovaného kys. sirovou®. Na vrchol
silikagelu nepipetujeme 1 mL vzorku. Vzorek eluujeme 30 mL DCM do 40 mL vialky a zkoncentrujeme
pod proudem dusiku na 1 mL>.

e) Zakoncentrovany vzorek prevedeme Pasteurovou pipetou do 2mL GC vialky a priddme 50 pL
vnitiniho standardu (PCB 121, 50 pg/mL). Vzorek zanalyzujeme metodou plynové chromatografie
s hmotnostni detekci (GC-MS).

2) Stanoveni biodostupné frakce (volné rozpusténé koncentrace — ¢ fee) POMoci
SPME metody

Princip:

SPME (z ang. Solid phase microextraction) je zaloZena na poutziti sklenéného vlakna pokrytého tenkou vrstvou
hydrofobniho polymeru (¢asto polydimethylsiloxanu-PDMS), které ma podobné vlastnosti jako tuky v
organismech. V systému plda-voda-SPME vldkno dochazi k cilenému prenosu polutantll z pddy pres vodni fazi
do SPME vldkna. Polutant navdzany na SPME vlakno tedy predtim musel byt rozpustén v pérové vodeg, ktera je
povaZzovdana za nejdlleZitéjsi expozi¢ni cestu pro biotu (tedy cesty plida-voda-biota). Na rozdil od XAD extrakce
je sorpcni kapacita vldakna mala (extrahované mnozstvi tak tvofi jen maly zlomek z celkového mnoZzstvi
polutantu pfitomného ve vzorku) a desorpce z pidy neni podnécovdna soustavnym odstrafiovanim polutant(
zvodné faze. Timto tedy dojde jen k nevyznamnému prerozdéleni polutantu z pddy a vody do vldkna a po
ur¢ité dobé k ustanoveni rovnovaznych koncentraci polutantd ve vSech tfech fazich. Pro zjisténi volné
rozpousténé koncentrace by tedy stacilo zméfit pfimo koncentraci polutantt ve vodé, co? je ale u hydrofobnich
kontaminantd prakticky nemozné z dlivodu jejich velmi nizké rozpustnosti. Lepsi je zméfit koncentraci ve
vldkné (hydrofobni latky maji tendenci se ve vlakné akumulovat, tedy i maly objem vldakna dostacuje na
prekonani detekcnich limitl). Zmérena koncentrace ve vlakné je pak pfimo Umérna koncentraci v porové vodé.
Koeficientu imérnosti se Fika rozdélovaci koeficient (K vlakno-voda = Cvlakno/Cvoda) a da se laboratorné
stanovit pro kazdou latku. Pak plati, Ze pokud K vldkno-voda je rovno napf. 10 a namérena koncentrace
polutantl v 1 uL PDMS polymeru je 20 ng, pak v 1 ul porové vody budou 2ng latky. Pomoci K vlakno-voda lze
tedy pfi zndmé koncentraci ve vldkné dopoditat C latky v porové vodé. Koncentrace zméfena ve vldkné (ng/uL
sedimentech, protoze proces rozdélovani mezi vodu a vldkno mimikuje proces rozdélovani mezi vodu a lipidy.
Koncentrace v pérové vodé tak pfimo souvisi i s toxicitou kontaminovanych pld a sediment(. Pomoci SPME
tedy miGZzeme odhadnout nejen koncentrace polutantd v lipidech, ale i toxicitu vzork( bez nutnosti analyzovat

Postup:

a) Do 22 mL vialky navaZime 5g suché pldy a pfiddme 3x 2.5 cm dlouhé SPME vlakno (vlakno si
narezte fezackou ze zasobniho vldkna — pouzivejte ochranné bryle, kousky vidkna mohou zaletét do
oka) a 5 mL roztoku NaN; (10 mM, M(NaN3) = 65 g/mol) — roztok si sami pFipravte do 100 ml odmérné
banky, na rozpousténi pouzijte destilovanou vodu. Smés tfepeme po dobu 40 dnd’ na tfepacce pfi 110
rom.

b) Po stanovené dobé odebereme vldkna pinzetou (pokud na ném ulpély zbytky pldy, ocistime je
pomoci navlhéeného ubrousku) a dame je do 22ml vialky obsahujici 10 mL smési DCM:hexan (1:1). Ke
vzorku pfidame 50 pl recovery standardu (“PCB 155, 50ug/mL*).

c) Vzorek umistime do ultrazvukové lazné na 1 minutu (cilovy analyt se desorbuje zvldkna do
rozpoustédla). Poté vlakna vyjmeme pinzetou a zbyly extrakt zakoncentrujeme na 1 mL.



d) Zakoncentrovany vzorek prevedeme Pasteurovou pipetou do 2mL GC vialky a pfiddme 50 pL
vnitiniho standardu (PCB 121, 50 pg/mL). Vzorek zanalyzujeme metodou plynové chromatografie
s hmotnostni detekci (GC-MS).

c) Dalsi postup — vypocet c free se provede pomoci vzorce:

C water=free = C (ng/ul PDMS) / K spme-water , kde

C water = free (Ng/Ul) je volné rozpusténd koncentrace analytu v pérové vodé,

C (ng/ul poms) j€ Vami zméfend koncentrace analytu na vlakné, resp. v 1 L jeho objemu (poufZité vldkno je
sklenéné a pokryté 30 um vrstvou polymeru polydimethylsiloxanu, tzn. 3x2.5 cm vldkna obsahuje
pravé 1 uL PDMS),

K spme-water j€ FOvnovazny rozdélovaci koeficient dané latky mezi vlakno (SPME) a pdrovou vodu v pladeé.
Pro DDE je log Kspmg-water rOvNo 5.88 (tzn. Kppe = 758588). Vezmeme-li v Gvahu, Ze Kppe = C ng/pl ppms /
Cwater-free = 758588, tak DDE se v systému vlakno — porova voda rozdéluje: 758588 ng do 1 pl vldkna
a 1ng do 1L vody.

3) Stanoveni celkové koncentrace v ptdé

Princip: Soxhletova extrakce vyuZiva vysoké rozpustnosti analytli ve zvoleném rozpoustédle a zvySené teploty

pro urychleni procesu dosorpce analytu z pidy/sedimentu ¢i jiné matrice do extrakéniho média. Vlivem vaficiho

se rozpoustédla, ve kterém je vzorek vprvni faze extrakce ponoren, dochazi prakticky k desintegraci

extrahovaného vzorku a G¢innému prechodu analytd do rozpoustédla. V druhé fazi se vzorek vytdhne vys, aby

nebyl ponofen do rozpoustédla v zasobni nddobce, a je promyvan Cistym rozpoustédlem (rozpoustédlo se pfri

varu odparuje ze zdsobni nadoby, kondenzuje na chladici a skapava pres vzorek zpét do zasobni nadobky).

Soustavny prechod cistého rozpoustédla umoznuje Gcinnou extrakci vlivem vysokého koncentracniho spadu

(vysoka C latky ve vzorku - nulova C v prokapujicim rozpoustédle) i pfi relativné malé spotfebé rozpoustédia.

Postup:

a)

b)

c)

Na papirovou extrakéni patronu navleCceme kovovy krouzek a navazime 5g suché pady. Pfiddme 50 pL
z nachystaného recovery standardu (50 pg/mL PCB155). Patronu se vzorkem umistime do extraktoru
(nasadime na magnet v horni ¢asti). Do zasobni nadobky nalijeme dichlormethan tak, aby hladina
dosahovala cca 2 cm pod okraj. Pfiddme 2-3 ks varnych kaminkl. Nadobku umistime na plotynku
extraktoru a pomoci ¢erné paky zaklapneme horni dil s patronou na zdsobni nadobku. Pustime vodu
do chladi¢d. Zapneme extraktor a zvolime progrem 1 — enter (130°C, 1 hodina ponor, 1 hodina
promyvani, max 30 minut zahustovani). Po zahusténi na cca 3 mL, extrakt kvantitativné prevedeme do
22 ml vialky a objem upravime na 10 mL (poutZijte nachystanou rysku).

Nachystame si kolonu na precisténi vzorku metodou kolonové chromatografie: 1) konec kolony
opatfime vatou a dosypeme cca 1-cm sloupec nemodifikovaného silikagelu z nddoby oznacené
“nemaodif. silikagel”, 2) z nadoby (“Silikagel + H,S0,“) do sklenéné kolony prisyme 5g precisténého
silikagelu modifikovaného kys. sirovou’. Na vrchol silikagelu nepipetujeme 1 mL vzorku. Vzorek
eluujeme 30 mL DCM do 40 mL vialky a zkoncentrujeme pod proudem dusiku na 1 mL>.

Zakoncentrovany vzorek prevedeme Pasteurovou pipetou do 2mL GC vialky a pfidame 50 pL vnitfniho
standardu (PCB 121, 50 pug/mL). Vzorek zanalyzujeme metodou plynové chromatografie s hmotnostni
detekci (GC-MS).



4) Stanoveni bioakumulacniho koeficientu v Zizalach (pouze demonstracné)

Princip: Zizaly obsahuji cca 1-2% tuku, ve kterém se mohou z kontaminované pldy akumulovat polutanty.
Akumulace je proces postupny, po dostatecné dlouhé dobé (rovnovazna doba) se vSak ustanovi rovnovaha
mezi pfijmem polutantl a jeho eliminaci z téla Zizaly — po této dobé bychom tedy v Zizale naméfili konstantni

vy

koncentraci cilového polutantu. Ta se prepodita na celkovou koncentraci polutantu v ptdé, tedy CZiZala (ng/g
Zizaly)/Cplda (ng/g pldy) a nazyva se biokamula¢nim faktorem (BAF). Charakterizuje tendenci latky pfechazet

vrv

do Zizaly (zejména vyznamné pro latky slog K., > 5) a miZe se lisit mezi pldami v zavislosti na obsahu
organické hmoty a dalsich pldnich vlastnostech. DlleZitou podminkou bioakumulaéniho testu je, Ze ZiZzala musi
byt exponovana dostatecné dlouho (do rovnovahy) a biodostupna koncentrace musi byt béhem expozice
konstantni (to je zajisténo vysokym pomérem puda vs ZiZala (napt. 50g na jednu ZiZalu), kdy podobné jako u

Vv vy

SPME pfitomnost Zizaly nesmi narusit rovnovahu ve vzorku — Zizala do sebe nesmi akumulovat signifikantni
mnoZstvi v pidé prfitomného polutantu).

Postup:

1y

a) 500 g pudy ovihcené na 50% jeji maximalni vodni kapacity navazime do sklenice a pfidame 10 Zizal

svs

(pfedem zvazenych) s vyvinutym opaskem. Naplnénou sklenici zavickujeme, zvazime a umistime do
mistnosti se stabilni teplotou po dobu 21 dni. Kazdy druhy den kontrolujeme ubytek vody
(pfevazenim, pripadny ubytek doplnime destilovanou vodou) a 1x tydné pfiddme 1 malou IZi¢ku

vy vy sy

pomletého hnoje jako potravu pro Zizaly. Po 21 dnech Zizaly odebereme, umyjeme, zvazime a
umistime do Petriho misek s ovlhéenym filtracnim papirem. Nechame stat 24 hodin, aby ZiZzaly mohly
vyprazdnit sv(ij travici trakt (pfitomnost kontaminovanych pudnich castic v traktu by vadila pfi

s vy

nasledné analyze) a Zizaly znovu prevazime. Poté Zizaly zmrazime na -80°C a umistime na lyofyliza¢ni
pristroj (vysuseni provadime 24 hodin). Vysuseni ZziZaly zvdZzime a extrahujeme na Soxhletové
extraktoru (viz. Uloha 3a).

b) Po extrakci extrakt pod proudem dusiku zkoncentrujeme do posledni kapi¢cky a doplnime
chloroformem na 5 mL (jedna se o nutny prevod vzorku z jednoho rozpoustédla do druhého, zde
z DCM do chloroformu). 1 mL extraktu se dale precisti gelovou permeacni chromatografii (metoda
zalozena na separaci molekul podle velikosti, vzorek projde kolonou a odchytne se pouze urcita frakce
obsahujici cilovy analyt; zbytek obsahujici lipidy a dalsi makromolekularni latky se znici). Poté se vzorek
precisti kolonovou chromatografii (viz. 3b) a zanalyzuje (viz. 3c).

! XAD se Cisti v Soxhletové extraktoru promyvanim smési rozpoustédel (napf. hexan:aceton 1:1 a metanolem) po dobu nékolika hodin.
Proces cisténi je individudini podle toho, jestli se jednd o stopovou analyzu ¢i pracujete s vysokymi koncentracemi sledovanych latek.
Proces cisténi slouzi k odstranéni kontaminantd, intereferujicich latek a necistot, napf. mono- a polymerd, které by rusily pfi GC nebo HPLC
analyze.

? Studenti nebudou vzorek tiepat po stanovenou dobu, ale pouze umisti na tfepatku na nékolik minut a poté odeberou. Nicméné, budou
dotédzani na ¢em doba tfepani zavisi a jak ji Ize stanovit.

3 Lyofylizace (vymrazeni vody za vakua — tzn. sublimaci) trva 24 hodin. Studenti ji tedy nebudou provadét, ale vezmou si predpfipravené
vzorky.

4 Studenti z divodu bezpecénosti neprovadi, ale pro info: Modifikace se provadi smichani cca 50g silikagelu s 22 mL koncetrované kys.
sirové. Kyselina se pridava postupné (po mL) a smés se vidy promicha prudsim protfepanim v ruce. Pfi michani je citit uvolfiované teplo.
Michani je tfeba provadét, dokud se vzniklé hrudky nerozpadnou. Prace s takto modifikovanym silikagelem musi byt provadény velmi
opatrné — koncentrovana kys. sirova je silna Ziravina, zplsobuje dehydrataci (zuhelnaténi) organickych latek. H,SO, ma pfi precisténi za ukol
odstranit neperzistentni latky — nespecifikované latky, ale tfeba i PAU, které vadi p¥i stanoveni chlorovanych latek jako je DDE.
Nemodifikovany silikagel se vkladd mezi vatu a H,S0,-silikagel pouze jako ochrana; H,SO, by vatu pfi pfimém styku rozezralo a silikagel by
se z kolony vysypal.

® Studenti vzorek na odpafovaci zafizeni nachystaji, ale nebudou &ekat (asi 30 min), a? se DCM odpafi. Misto toho si vezmou
predpfipravené 22mL obsahuji 1 mL extraktu, se kterym budou déle pracovat podle navodu.

Vysvétli pojmu:


http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Zuhelnat%C4%9Bn%C3%AD&action=edit&redlink=1

Vnitini standard — pridava se ke vzorku az tésné pred finalni analyzou (GC, HPLC). Slouzi ke kontrole odezvy
stroje. Odezva stroje (plocha piku) latky klesa s kazdym dalSim mérenym vzorkem kvili zanaseni stroje
necistotami. Pfi prepocteni plochy piku na koncentraci pro sledovanou latku se tedy jeji koncentrace navysuje
umérné s klesajici odezvou vnitfniho standardu. Pokles odezvy vnitfniho standardu je strojem vyhodnocovan
automaticky v poméru ke kalibraénim vzorkim, které vedle standardd polutantl obsahuji i vnitfni standard,
jehoz odezva je v tomto pripadé brana jako 100%. Vnitfnim standardem je vZdy latka, ktera ve vzorku obsaZena
byt nemuze.

Recovery standard — slouzi ke kontrole ztrat pfi manipulaci se vzorkem (od extrakce az po finalni analyzu). Pfed
extrakci se pridava zndmé mnoizstvi recovery standardu (latka, ktera prirozené ve vzorku obsaZzena neni), jez
odpovidd 100% vytéznosti. Redlné zmérené mnoZstvi ve vzorku obvykle dosahuje >80%. 20% tedy odpovida
ztrdtdm (napf. z dlvodu neuplné eluce u kolonové chromatografie, odparu pti redukci objem( extraktd,
nekvantitavnimu prevodu Pasteurovou pipetou, vyliti vzorku apod.). ProtoZe stejné ztraty jako u recovery
standardu Ize predpokladat pro cilovy analyt (pro nas DDE), jeho zméfenou koncentraci musite dopocitat do
100%, tedy pfislusné navysit podle ztrat zjisténych u recovery standard(. Na rozdil od pfepoctu na vnitini
standard, prepocet na vytéznost recovery standardu musite udélat Vy sami, napf. prepoc¢tem v excelu.



