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Obecné informace a cile predmétu
Vyuka: jarni semestr, Ptirodovédecka fakulta, MU

Rozsah 0/0/3

Ukonceni: z, 4 kr.

Piedpoklady: Znalost analytické chemie na trovni zékladni prednaSky
Chemie zivotniho prosttedi

Urcéeno pro studenty:

Ptirodovédecké fakulty, obor biologie, chemie

Cile ptedmétu:
Na konci tohoto kurzu bude student schopen:
. pienést teoretické poznatky o chovani chemickych latek v prostiedi a procesech na

fazovych rozhranich ziskané v prednaSkach z Environmentalni chemie do urovné
praktickych dovednosti

. aplikovat analytické dovednosti ziskané v praktickém kursu Analytické chemie
zivotniho prostfedi na pokrocilé laboratorni experimenty

. interpretovat laboratorni vysledky z pohledu jejich osudu v prostiedi

J predpovidat environmentalni chovani chemickych latek na =zakladé simulace
v laboratornich podminkéach

o rozvinout laboratorni dovednosti a principy spravné laboratorni praxe

Literatura:

SCHWARZENBACH, René P., Philip M. GSCHWEND a Dieter M. IMBODEN.
Environmental organic chemistry. 2nd ed. Hoboken, N.J.: Wiley-Interscience, 2003. Xxiii,
1313. ISBN 0-471-35750-2.

Vyukové metody: Tydenni blokové laboratorni cviéeni

Metody hodnoceni: dochazka, pisemny test, prace v laboratofi, protokoly

Podminky K ziskani zdpodtu:

dochazka — 100% ucast na vSech laboratornich cvicenich
vstupni test - ziskani minima 9 bodd (max. 15 bodii)

prace v laboratoii — hodnoti se kazda z Uloh jednotlivé - hodnoti se zajem o danou
problematiku, ptiprava, spravna laboratorni praxe, pe¢livost (max. 4 body za kazdou Glohu)

protokoly — kazdy protokol se hodnoti jednotlivé - za kazdy protokol minimum 3 body (max.
5 bodiu), Kazdy z vas vypracuje samostatné protokol za kazdou Ulohu ze cviéeni.
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Podminkou pro udéleni zapoc¢tu je ziskani minima 36 boda* za Gispésné fesena laboratorni
cviceni (max 60 bodu). Body bude ptid¢lovat cvicici jednotlivych cviceni na zakladé
uspésného dokonceni piislusné tlohy.

*u kazdé jednotlivé poloZzky hodnoceni je nutné ziskat alespoi minimalni pocet uvedenych
bodi. Nesplnéni jakékoliv jedné z poloZek hodnoceni vede k neud¢€leni zapoctu.

Organizace cviceni:

Na zacatku praktika budete podepisovat, ze jste byli pro ucely cviceni proskoleni
0 bezpecnosti prace v laboratofi a pro praci s chemickymi latkami. Pted zahajenim praktika Si
tedy dukladné prostudujte kapitolu 2. Bez tohoto podpisu nemuzete praktikum absolvovat.

Prostudujte si, prosim, pec¢livé vSechny navody k dlohdm. VesSkery materil
a pomticky budou pro vés v laboratofich nachystany.

Béhem praktika si d€lejte poznamky a zapisujte zejména vSechny detaily k provadénym
postupim a vysledkim. Kdykoliv néco nevite, zeptejte se vyucujicich. Nekteré casti se
provadi spole¢né, ale vétSinu jednotlivych metod budete provadét samostatné nebo ve
dvojicich.

Kazdy z vas vypracuje samostatné protokol za kazdou tlohu ze cviceni. Pozornost vénujte
hlavn¢ vysledkam a nasledné diskuzi.

Kontaktni osoba: RNDr. Petra Ruzickova, Ph.D., ruzickova@recetox.muni.cz
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Bezpecnost prace v laboratori

Provoz na vSech pracovistich, kde se pracuje s latkami nebo ptipravky 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
ovzdu$i v koncentraci Skodici zdravi, tj. nesmi byt pfekroCeny nejvyssi piipustné
koncentrace pro pracovni prostiedi. Musi byt rovnéz zajiStény asanacni prostiedky pro
ptipad havarie.

Hlavni zasadou pfi praci se Skodlivymi latkami a ptipravky je preventivné se vyvarovat
vSech moznosti vzniku otrav (vyloucit piimy kontakt pracovniki s t€émito latkami), pouzit
vSech nezbytnych ochrannych prosttedkt (ochrannych bryli, rukavic, oblicejovych stiti,
masek, atd.) a dodrzovat vSechny bezpecnostni ptedpisy.

Pti praci s latkami Skodlivymi zdravi neni dovoleno jist ani pit nebo koufit. Pfed jidlem,
pitim a koufenim v pracovnich pfestavkadch a po skonfeni prace si musi pracovnici
dikladn¢ umyt ruce a obli¢ej, podle povahy prace musi po jejim skonceni provést
dikladnou ocistu celého téla. Pokud pracovnik pracuje v ochranném odévu, nesmi jist ani
pit po celou dobu, po kterou je v tomto obleku.

Pfi praci je nutno se fidit zdsadami spravné laboratorni praxe.

Pti rozsypani nebo rozliti skodlivé latky je nutno okamzit€ zajistit jeji zneSkodnéni.
Ziraviny nesmé&ji byt piechovavany ve vétsi vyice, neZ je vyse ramen pracovnika, ktery s
nimi manipuluje (max. ve vysce 165 cm).

Pii zted'ovani se vZdy lije kyselina do vody a nikdy naopak. Kyselina se naléva 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¢nd se nesmi odstrafiovat pilinami, hadry a jinymi organickymi
latkami. Pfed odstranénim musi byt zneutralizovana a neni-li to mozné, tedy alespon
maximaln¢ ziedéna. Nadobi znecisténé organickymi latkami se nesmi Cistit kyselinou
dusi¢nou (nebezpeci boutlivych reakci, vyvin oxidd dusiku a samovzniceni).

Rozlit¢ kyseliny, zejména koncentrované, je tteba nejprve opatrné ziedit vodou, mirné
zneutralizovat posypanim uhli¢itanem (napf. soda, kiida apod.) nebo politim zfedénymi
roztoky alklii, nasleduje opatrné splachnuti vodou nebo tekutinu nechdme vséknout do
pilin, hadrt, apod. Pfi asanaci je nutno dbat na to, aby se nezamofila ptili§ velké plocha.

Jakékoliv manipulace s latkami dymavymi, drdZdivymi, zapachajicimi a toxickymi plyny
se sm¢ji provadét jeding v digestofi.

Tuhé chemikalie se nesmi nikdy brat nechranénou rukou.

Ziravé, toxické a infekéni kapaliny se sméji pipetovat jeding za pouziti bezpe&nostnich
pipet, popf. saciho zatizeni, které nedovoli vniknout kapaliné do Ust.

Pfi vSech manipulacich s latkami ve zkumavkach a otevienych nadobach musi byt usti
nadob odvracené od pracovnikii do volného prostoru.

Zatky lahvi se nesméji pokladat potiisnénou plochou na desku stolu (sniZzeni moznosti
poleptéani, otravy a kontaminace).




Z&klady studia environmentalnich procesu

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 dievéné 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 pied dalSim pouzitim dokonale vyplachnout. Obdobné musi byt vSechny lahve od
toxickych latek pred jejich likvidaci zbaveny zbytku obsahu.

Laboratorni ulohy se vykondvaji podle pfipraveného navodu pod dohledem urceného
vedouciho. Manipulace s tlakovymi lahvemi a reduk¢énimi ventily je povolena jen
Vv pfitomnosti a pod dozorem vedouciho praktika.

Kazdy Uraz, nehoda a zpusobena $koda musi byt neprodlené oznameny vedoucimu
laboratorniho cviceni.

Potvrzuji svym podpisem, Ze jsem porozumél(a) Skolené tématice a je mi znama odpovédnost
za ptipadné nedodrZeni ¢i védomé porusovani uvedenych pravidel.

Por.

UCO Pfijmeni a jméno | Studijni obor ro¢nik Podpis

(tiskacim pismem)
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Organizace cviceni

Filosofii praktika je samostatna prace studentt. Pro cviéeni je vytvofen ¢asovy harmonogram,
ktery je pfedan studentiim na zacatku praktika. Harmonogram se muze liSit podle poctu dna
praktika a poctu skupin studentd.

Kazdy student vypracuje protokoly pro vSechny tlohy samostatné. Protokoly obsahuji stru¢ny
popis cile ulohy, popis ptipadnych odchylek postupu od navodi, ptehledné vysledky vcetné
grafické podoby, komentar vysledkii a odpovédi na stanovené otazky.

Laboratorni cviceni 2019 - Rozpis lloh

Vstupni test+bezpecnost, hodnoceni

Uloha 1 str.8 Rozdélovaci koeficient n-oktanol/voda,
Lenka Sedlackova, sedlackova@recetox.muni.cz
Uloha 2 str. 12 Jehlic¢i jako pasivni vzorkovac¢ ovzdusi,
Barbora NeZikova, nezikova@recetox.muni.cz/Jiti Palat, palat@recetox.muni.cz
Uloha 3 (6) str. 27 Stanoveni lipida, polychlorovanych bifenylt a
organochlorovych pesticidd v masle, Pavla Fialova, fialova@recetox.muni.cz
Uloha 4 (8) str.31 Stanoveni persistentnich organickych polutantti ve vodé pomoci
pasivniho vzorkovani, Jaromir Sobotka, sobotka@recetox.muni.cz
Uloha5 (9) str. 35 Stanoveni  bromovanych  zpomalova¢i  hofeni (BFR),
polyaromatickych uhlovodikli (PAH), polychlorovanych bifenyli (PCB) a
organochlorovanych pesticidii (OCP) ve filtru z klimatiza¢ni jednotky, Simona
Jilkova, simonaxjilkova@gmail.com
Rotace skupin
Sk. 1 Sk. 2 Sk. 3
atery 12.3.2019 9:00 -9:30 vstupni test, bezpe¢nost
9:30 - 12:30 loha 1 tloha 2 loha 3
atery 12.3.2019 | 13:00-16:30 Uloha 2 Gloha 3 Uloha 4
stieda 13.3.2019 9:00 -12:30 Gloha 3 Uloha 4 tloha 5
¢tvrtek | 14.3.2019 9:00 -12:30 Uloha 4 uloha 5 tloha 1
Stvrtek | 14.3.2019 | 13:00 - 16:30 Uloha 5 tloha 1 tloha 2
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roztok naftalenu v n-oktanolu: Pozn. je nutné, aby byl naftalen dobte
0,011 g naftalenu /5 ml n-oktanolu  rozpustény
CAS No. — je vhodné pouZit ultrazvuk
naftalen 91-20-3
oktanol 111-87-5

“ Chemical Abstract Service Registry Number

Uloha 1 — Rozdé&lovaci koeficient n-oktanol/voda

Uvod: Distribuce organickych nepolarnich slou¢enin mezi vodu a piirodni tuhé faze (pida,
sedimenty, aj.) nebo organismy mize byt v mnoha ptipadech vyjadiena rozdélovacim
procesem mezi vodnou fazi a organickou hmotou pfitomnou v piirodnich tuhych fazich nebo
bioté. Jako model s vodou nemisitelné organické faze kumulujici tyto latky byl vybran n-
oktanol, ktery reprezentuje lipidy v organismech nebo organicky uhlik v padach.

vvvvvv

a nejpouzivangjsich deskriptort chovani chemickych latek v zivotnim prostiedi. Rozdélovaci
koeficient n-oktanol/voda je definovan jako pomér koncentraci latky v n-oktanolu (Co) a vodé
(Cw): Kow = Co/Cyw . Casto je vyjadien také v logaritmickém tvaru log Kow.

Princip: Pti stanoveni rozdélovacich koeficienti mame dvé nemisitelné faze a pfidame k nim
malé mnozstvi chemické latky, kterd ma schopnost rozpoustét se v obou. Po protiepani, kdyz
se ustavi rovnovaha, zméfime koncentrace latky v jednotlivych fazich. Pokud vyneseme do
grafu zavislost koncentrace v jedné fazi na koncentraci ve fazi druhé a pohybujeme-li se v
oblasti nizkych koncentraci dostaneme linearni zavislost, jejiz smérnice je rozdelovaci
koeficient. Pfimkova zavislost pokracuje az do okamziku, kdy je dosazeno stavu nasyceni ¢ili
rozpustnosti.

Ukol: Stanovte rozdélovaci koeficient n-oktanol/voda (Kow) naftalenu metodou ti-epaci
lahve

1.A Ptiprava a extrakce vzorku pomoci metody tfepaci lahve
1.B Stanoveni naftalenu plynovou chromatografii

1.C Vyhodnoceni GC chromatogramu

1.D Zpracovani vysledk
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1.A — Ptiprava a extrakce vzorku pomoci metody tfepaci ldhve

Pomiicky:
v' 1 x stojan

1 x délici nalevka s teflonovym kohoutem (500 ml)
ultrazvukova lazen

2 x odmérny valec (50 ml, 500 ml)

1 x nalevka

2 x kadinka (500 ml, 100 ml)

Pasteurovy pipety

5 x vialka (22 ml)

2 x vialka (2 ml)

pipety, Spicky

laboratorni rukavice

D N N N N N N N U NN

dusik pro odpafovani

Chemikalie:
v' destilovana voda
CAS No.”
v dichlormethan (DCM) 75-09-2
v bezvody siran sodny 7757-82-6

“ Chemical Abstract Service Registry Number

Postup prace:

v' do délici nalevky nalijte 500 ml destilované vody a
roztok naftalenu v n-oktanolu

v’ smés tfepejte piiblizné 10 minut (pozn. béhem tiepani
je nezbytné postupné upoustét nahromadéné plyny
v délici nalevce)

v' po ustaveni rovnovahy oddélte vrstvy (vodna faze x
oktanolova faze)
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vodna féze: oktanolové faze:
» vodnou fazi prelijte zpét do destilovanou » oktanolovou fazi odpust'te do pfedem
vodou promyté délici nalevky pripravené vialky
» pridejte 20 ml DCM a tiepejte ptiblizné 10 » presuste siranem sodnym a zfiltrujte pres
min vati¢ku v Pasteurové pipeté
» po ustaveni rovnovahy oddélte vrstvy » vzorek 10x nated’te (900 ul DCM a 100 pl
» organickou fazi vysuste siranem sodnym vzorku) a pfeved’te do vialky o objemu 2 ml

a prefiltrujte pies Pasteurovu pipetu

» pod

proudem dusiku vzorek zahustéte na 1 ml

1.B - Stanoveni naftalenu plynovou chromatografii

Pomiicky:
v plynovy chromatograf s plamenové ioniza¢nim detektorem HP6890

v’ precistény extrakt vzorku ve vialce

Postup prace:
v’ analyzu proved’te na GC-FID

v

v

<

vialky se vzorkem postavte na zasobnik davkovace a podivejte se, jaké Cislo patii
tomuto mistu

zkontrolujte, zda je v davkovaci umisténa mikrolitrova stiikacka, nadobky
S rozpoustédlem
a nadobky na odpad

v dialogovém okné zkontrolujte jméno metody JANAGO.M
Sequence — save Sequence as — pojmenovat

v okné Sequence/Sequence Parameters zapiSte jméno operatora, ndzev souboru a popis
vzorki

Sequence/Sequence Table — vyplite sekvenéni tabulku a ulozte sekvenci Sequence/Save
Sequence

spust’te analyzu run Control — run Sequence

10
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1.C - Vyhodnoceni GC chromatogramu

Postup prace:

v’ pro vyhodnoceni vysledki pfepnéte program na analyzu dat (View/Data Analysis)

v’ oteviete si pfislusnou kalibra¢ni tabulku Calibration/Calibration Table

v’ oteviete soubor analyzy (File/Load Signal), zintegrujte chromatogramy
(Integration/Autolntegrate)

v’ vytisknéte report (Report/Print Report)

v' Vv reportu je uvedena zjisténa koncentrace naftalenu ve vodé¢ a n-oktanolu ve vialce
v ng/ml

1.D - Zpracovani vysledkt

Postup prace:

v’z experimentalné stanovenych koncentraci naftalenu ve vodé a n-oktanolu vypoctéte
hodnotu log Kow

v’ sestavte protokol, uved’te experimentalné zjisténou hodnotu log Kow naftalenu a
porovnejte ji s Gdaji v tabulkach

11
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Uloha 2 - Jehli¢i jako pasivni vzorkovaé¢ ovzdusi

Uvod:

Perzistentni organické polutanty (POPs) jsou skupinou latek, které jsou ve velké mifre
nebezpecné pro c¢lovéka zdivodu jejich toxicity, perzistence, akumulace v Zivych
organizmech a schopnosti dalkového transportu. Jednou z moznosti vzorkovani perzistentnich
organickych polutantl je také biomonitoring a konkrétné vyuzivani rostlinnych indikatort,
které piedstavuji uzite¢ny nastroj k hodnoceni kontaminace volného ovzdusi.

Jehli¢naté stromy jako matrice vyskytujici se v prostiedi disponuji dlouhou Zivotnosti a
dokazou efektivné sorbovat POPs béhem dlouhych Casovych obdobi, nakolik obsahuji na
svem povrchu voskovou vrstvu, kterd je vysoko lipofilni.

Princip:

Jehlic¢i se vysusi v lyofilizatoru a vyextrahuje v organickém rozpoustédle. Po rozdéleni vzorku
na dvé ¢asti se pfevede sloupcova kapalinova chromatografie, kdy dojde k piecisténi vzorkt
a volbou vhodného rozpoustédla k eluci analyti. Na gelové chromatografii dochazi k
rozdélovani latek mezi pohyblivou ¢ast a nepohyblivou ¢ast mobilni faze, Cisténi vzorkl
PAHSs, které komplikuje zna¢ny podil tukl. Instrumentdlnim findlnim krokem je pouziti
plynové chromatografie.

Pomiicky:
alobal, PE sacek (zip lock)

mlynek

laboratorni vahy

automaticky extraktor BUCHI
papirové patrony

precisténa vata (DCM, 8 hodin)
pasteurove pipety

sklenéné kolony (velké, malé)
laboratorni sklo

koncentracni turbovap nddobka

Turbovap

Chemikalie:

dichlormethan

chloroform

standardy na vytéznost (PAHs a PCBs + OCPs)

12




Z&klady studia environmentalnich procesu

C¢istény silikagel (DCM, 8 hodin), aktivovany silikagel (muflova pec), aktivovany silikagel
modifikovany kyselinou sirovou

kyselina sirova
n-hexan
nonan

vnitini standardy na vytéznost (terfenyl a PCB-121)

Postup prace:

Z vysusenych jehlic si navazte ptfiblizné mnozstvi 10 gramli a pomoci gumovych rukavic
oddélte jehlice od brachyblastt.

Jehlice rozemelte pouzitim mlynku a zjistéte pfesni navazku po vloZeni do papirové extrakéni
patrony. Do druhé patrony vloZte a zvazte na analytickych vahéach brachyblasty. Na vrch
polozte kousek piecisténé vaty.

Patrony vloZte do automatického extraktoru BUCHI a extrahujte pouZitim dichlormethanu
jako rozpoustédla za pouziti programu 1 a 2. Zahusténé vzorky pieved’te do vialek.

Vzorky zkoncentrujte pod proudem dusiku na objem 1 ml a pomoci laboratornich vah a
Pasteurovy pipety rozdélte na dva stejné objemy (analyza PAHSs a analyza PCBs + OCPs).

Vzorky zasypte malym mnozstvim ptecisténého silikagelu tak, aby vznikla homogenni sypka
smes.

Sloupcova kapalinova chromatografie pro vzorky uréené na analyzu PAHs:

do kolony dejte na spodek kousek piecisténé vaty, nasypte 5 g aktivovaného silikagelu +
vzorek. Na vzorky opatrné nalijte 10 ml n-hexanu a poté co hladina n-hexanu klesne na
uroven silikagelu, dolijte 20 ml dichlormethanu. Eluaty jimejte do 40 ml vialek.

Sloupcové kapalinova chromatografie pro vzorky uréené na analyzu PCBs + OCPs:

do velké kolony dejte na spodek kousek precisténé vaty, nasypte 5 g aktivovaného silikagelu
+ 25 g aktivovaného silikagelu modifikovaného kyselinou sirovou
(22 ml kyseliny sirové na 50 g aktivovaného silikagelu) + vzorek. Na vzorky opatrné nalijte

100 ml smési n-hexan: dichlormethan (1:1). Eluaty jimejte do koncentracnich turbovapovych
nadobek.

Pouzijte k ptecisténi vzorki PAHs gelovou permeacni chromatografii, analyty jsou eluovany
v dob¢ 25:00 — 41:40 (v minutach).

Vzorky PAHs zkoncentrujte pod proudem dusiku a vzorky PCBs + OCPs v odpafovacim
systému Turbovap a pieved’'te do konickych minivialek, ptidejte 50 ul nonanu.

Po odpateni vzorkl na konecny objem 50 ul pfidejte vnitini standardy na vytéznost (50 pl
terfenylu pro PAHs a 50 pl PCB-121 pro PCBs + OCPs).

Vzorky jsou méfeny na stroji metodou GC-MS.
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Otazky:

Porovnejte vysledné koncentrace latek PAHs, PCBs, OCPs jehlic a brachyblastli v ptepoctu
na navazku. S ¢im souvisi vyska téchto koncentraci?

Porovnejte vySku koncentraci PAHs, PCBs a OCPs v jehlicich. Jaké jsou zdroje téchto latek
vovzdusi a ¢im by se dali vysvétlit v pfipadé tohohle vzorku, jestli vite, ze vzorek byt
odebréan ve Vysokych Tatrach v nadmotské vysce cca 1500 m.n.m.?

Zamyslete se, jestli se liSi koncentrace celych jehlic, nastfihanych a namletych. Jestli ano,
jakym zptisobem?
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0,01 M roztok CaCl» roztok fenolu v ACN (100 mg/l):
0,5525 /500 ml destilované vody 0,002 g 2,4,6 trichlorfenol /20 ml acetonitril
CAS No.”
chlorid vapenaty 10043-52-4

Uloha 3 - Adsorpce na piidu

Uvod:

Znalost chovani latek v padé, sedimentu ¢i kalu je z environmentalniho hlediska velmi
dualezita. Distribuce latky mezi pidu a vodni fazi je komplexni proces, ktery je zavisly na fad¢
faktor: chemické vlastnosti latky, charakteru ptudy, klimatickych faktorech (teplota, dést,
slunec¢ni zareni, proudéni vzduchu ...). Proto nemiize byt proces jako takovy simulovan v
laboratofi v jeho realné §ifi. Piesto miize nasledujici metodika poskytnout alespon piedstavu o
adsorp¢ni charakteristice latky.

Stézejnim parametrem osudu latek v téchto matricich je adsorpéni koeficient Kg, ktery
je definovan jako pomér mezi koncentraci latky v ptidé a koncentraci latky ve vodné fazi pti
adsorp¢ni rovnovaze.

Kg= Csoil/caq
Princip:

Znamé objemy roztoku testované latky o znameé koncentraci v 0,01M roztoku CaCl, jsou
pfidany k pidnimu vzorku o zndmé hmotnosti. Smés se tfepe stanoveny €as. Pudni suspenze
je poté oddélena centrifugaci. Pudni i vodné vzorky jsou extrahovany a analyzovany.

Ukol:

Stanovte Kq fenolu s vyuzitim HPLC

3.A Adsorpce fenolu na ptidu

3.B Extrakce vzorki ptidy ultrazvukem
3.C Stanoveni fenolu pomoci HPLC

3.D Vyhodnoceni HPLC chromatogramu

15




Z&klady studia environmentalnich procesu

3.A — Adsorpce fenolu na pudu

Pomiicky:

v

D N NI N N N

AN

v

4 x centrifuga¢ni zkumavka (objem 50 ml)
trepacka

centrifuga

pipety, Spicky

1 x odmérny valec (50 ml)

4 x vialka (2 ml)

analytické vahy
filtracni papir

laboratorni rukavice

puda — vice uhliku (5,5%), malo jilu

Chemikalie:
v 0,01M roztoku CaCl:
v’ roztok fenolu v methanolu (100 mg/l)

Postup prace:

v

AN N N RN

<

do 4 centrifugacnich zkumavek (V = 50 ml) navazte pfiblizné 5 g presaté pidy a
zkumavky popiste

ke vzorktim pud pridejte 36 ml 0,01M roztoku CaCl, a 4 ml roztoku fenolu
v methanolu

v$e umistéte na tiepacku
v ¢asovych intervalech 0, 3, 6 a 24 hodin odeberte vzdy jednu zkumavku
centrifugaci odd¢lte padni a vodnou suspenzi (4000 rpm/10 min)

ve vsech ¢asech odeberte 1 ml vodné faze do pfedem piipravené minivialky
a uloZte do lednice do provedeni analyzy

v ¢asech 0, 6 a 24 hodin oddélte pdni suspenzi a nechte ji do druhého dne vysusit na
filtraCnim papite
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3.B — Extrakce vzorku pudy ultrazvukem

Pomiicky:
v ultrazvukova lazen

analytické vahy

vakuov¢ filtra¢ni zatizeni Baker
8 x kadinka (100 ml)

2 x odmérny valec (25 ml)
stopky

Pasteurovy pipety

4 x vialka (40 ml)

4 x vialka (2 ml)
3 x nylonovy filtr
dusik na odpafovani

ANANA NN U N U N NN

Chemikalie:

v"methanol

Postup prace:

v’ pfipravte ultrazvukovou lazefi

v vysuSenou pudu zvazte a nasypte do kadinky

v’ ke vzorku ptdy nalijte 15 ml methanolu

V' extrahujte 3x15 minut

v’ vidy po kazdém 15-minutovém cyklu extrakce odeberte Pasteurovou pipetou
rozpoustédlo do predem piipravené kadinky

v’ extrakt piefiltrujte pfes Bakera

v objem roztoku ve vialce odpafte pod proudem dusiku na objem 1 ml
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v" pomoci Pasteurovy pipety pieved’te zahustény extrakt do piedem piipravené
minivialky a vialku vyplachnéte malymi davkami methanolu
V' je-li nutné, prefiltrujte vzorek pres filtiik
v’ vialku dobfe uzavfete a ulozte v ledni¢ce do dalsiho zpracovani
CAS No.”

v" methanol 67-56-1

3.C Stanoveni fenolu pomoci HPLC

Pomiicky:

v' kapalinovy chromatograf
v chromatograficka kolona Supelcosil LC-18

Chemikalie:
v voda ¢isténa na zafizeni Milli-Q )
CAS No.
v methanol 67-56-1
v’ kyselina fosfore¢na 7664-38-2

Postup prace:

1) priprava mobilni faze
v' solvent A: 150 ml redestilované vody + 80 ul kyseliny fosfore¢né + 100 ml
methanolu

v solvent B: 100 ml methanolu
v’ pratok mobilni faze: 0,15 ml/min

v’ isokraticka eluce: 90% A+10% B
v’ nastiik 20 pl
v’ analyza 1 vzorku ~ 13 min
2) detekce
detekce — 230 nm, 280 nm

3) metoda: c/2/hpchem/methods/Petra/fenol.m

3.D - Vyhodnoceni HPLC chromatogramu

Postup prace:
Ukoly:

vz koncentraci ziskanych z HPLC stanoveni fenolu ve vodné a ptdni frakci vypocitejte
adsorpéni koeficient Kq
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roztok fenolu v methanolu (100 mg/l):
0,002 g 2,4,6 trichlorfenol /20 ml acetonitril

Uloha 4 - Vytékavani z pidy: Stanovte Ksa fenolu
s vyuzitim HPLC

Uvod:

Tékani z pady je velmi slozity proces, ktery zavisi na fyzikalné-chemickych
vlastnostech latky (rozpustnost ve vodé, tenze par, konstanta Henryho zékona, rozdélovaci
koeficient n-oktanol-voda Kow nebo sorpéni koeficient pro organickou slozku pudy Koc,
fotolyticka stabilita), environmentéalnich podminkach (velikost povrchu pudy, hold ptada vs.
puda krytd vegetaci, pidni struktura a poérovitost, teplota vzduchu a pudy, vlhkost pidy,
vlhkost vzduchu, proudéni vzduchu, obsah ptidni organické hmoty, mnozstvi srazek apod.),
skupenstvi aplikované latky (s, 1, g) a typu aplikace (aplikace na povrch ptidy vs. vpraveni do
pudy, aplikované mnozstvi). Nékteré latky se mohou vyskytovat jak v neutrélni, tak v iontove
form¢ v ptidnim roztoku. V zavislosti na pKa pesticidu, mize byt tékani ovlivnéno hodnotou
pH ptdy.

Smér a velikost gradientu diftize jsou fizeny koncentraci (fugacitou) latky ve vzduchu
a v pid¢ a rovnovaznym rozdélovacim koeficientem pida/vzduch Ks.. Aby doslo k tékani
latky z pudy, musi nejprve koncentrace (fugacita) latky v ptidé piekro¢it hodnotu koncentrace
(fugacity) latky v okolnim vzduchu. Koeficient Ksa je kritickym parametrem tohoto procesu.

Princip:

Provedeni experimentu s odpafovaci komorou spoéiva v piesavani vzduchu
»zbaveného* sledovanych latek pomoci 2 ptredcisténymi polyuretanovymi filtry ptes povrch
pudy, kterd je kontaminovand znamou koncentraci latky, a néasledném zachyceni latky
odpatené z pudy na polyuretanovém filtru umisténém na vystupu komory.

Ukol:

Stanovte Ksa fenolu s vyuzitim HPLC

4.A Ptiprava experimentu a odbér vzorku vzduchu nad kontaminovanou ptadou
4.B Extrakce vzorku pudy ultrazvukem

4.C Extrakce exponovaného filtru ultrazvukem

4.D Stanoveni fenolu pomoci HPLC

4.E Vyhodnoceni HPLC chromatogramu
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4.A — Priprava experimentu a odbér vzorku vzduchu nad kontaminovanou pudou

Pomiicky:

AN NN NN

<

1 x odparovaci komora

1 x nizkoobjemové ¢erpadlo

Pasteurovy pipety

4 x polyuretanovy filtr (2x ¢istény, 2x necistény)
analytické vahy

laboratorni rukavice

puda — vice uhliku, malo jilu (5,5%)

Chemikalie:

v

roztok fenolu v methanolu (100 mg/Il)

Postup prace:

v

do predem pfipravené odparovaci komory umistéte ~ 5g presaté ptdy

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

v
v
v

AN NN

pfes noc nechejte ustavit rovnovahu

na vstupu odpafovaci komory umistéte necistény PUF

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

rano spust’te 24-hodinovy odbér

zapiste stav timeru pfed odbérem do protokolu

po 24 hodinach vypnéte Cerpadlo a zapiste stav timeru

vyjméte exponovany filtr a zabalte ho do dvou vrstev alobalu a uskladnéte v mrazicim
boxu
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4.B — Extrakce vzorku pudy ultrazvukem

Pomiicky:

v ultrazvukova lazen
v’ analytické vahy

vakuové filtracni zafizeni Baker
2 x kadinka (100 ml)

1 x odmérny valec

2 x vialka (40 ml)

1 x vialka (2 ml)

1 x nylonovy filtr

dusik na odparovani

AN N N N NN

Chemikalie:

v" methanol

Postup prace:

pfipravte ultrazvukovou lazen

vysuSenou pudu zvazte a nasypte do kadinky

ke vzorku ptdy nalijte 15 ml methanolu

extrahujte 3x15 minut

vzdy po kazdém 15-minutovém cyklu extrakce odeberte Pasteurovou pipetou
rozpoustédlo do pfedem piipravené kadinky

extrakt prefiltrujte pres Bakera

objem roztoku ve vialce odpaite pod proudem dusiku na objem 1 ml
pomoci Pasteurovy pipety preved’te zahustény extrakt do predem piipravené
minivialky a vialku vyplachnéte malymi davkami methanolu

je-li nutné, prefiltrujte vzorek pres filtiik

vialku dobfe uzavtete a ulozte v lednicce do dalSiho zpracovani

AN NN

AN

AN

4.C Extrakce exponovaného filtru ultrazvukem

Pomiicky:

ultrazvukova lazen
Pasteurovy pipety
2 X kéadinka

1 x odmérny valec
1 x vialka (20 ml)
1 x vialka (2 ml)

ANANE N NN

Chemikalie:

v"methanol
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Postup prace:

pfipravte ultrazvukovou lazen

exponovany PUF vloZte do kadinky

pfilijte 100 ml methanolu

extrahujte 45 minut

po celém cyklu extrakce odeberte Pasteurovou pipetou rozpoustédlo do predem
piipravené kadinky

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

pomoci Pasteurovy pipety pieved’te zahustény extrakt do pfedem ptipravené
minivialky a vialku vyplachnéte malymi davkami methanolu

v’ vialku dobfe uzavfete a ulozte v ledni¢ce do dal$iho zpracovani

AN NN

AN

4.D Stanoveni fenolu pomoci HPLC

Pomiicky:

v" kapalinovy chromatograf
v chromatograficka kolona Supelcosil LC-18

Chemikalie:
v’ voda ¢isténa na zafizeni Milli-Q
v’ kyselina fosfore¢na
v" methanol

Postup prace:

priprava mobilni faze
v' solvent A: 150 ml redestilované vody + 80 pul kyseliny fosfore¢né + 100 ml
methanolu
v" solvent B: 100 ml methanolu
v’ pratok mobilni faze: 0,15 ml/min

isokraticka eluce: 90% A+10% B
nastiik 20 pl
analyza 1 vzorku ~ 13 min

AN

detekce — 230 nm, 280 nm
metoda: c/2/hpchem/methods/Petra/fenol.m

4.E - VVyhodnoceni HPLC chromatogramu

Postup prace:
Ukoly:

v" z koncentraci ziskanych z HPLC stanoveni fenolu ve vzduchu a padni frakci
vypocitejte rozdélovaci koeficient pida-vzduch Ksa
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Uloha 5 — Analytick4 extrakce pesticidii z pidy a jejich stanoveni
metodou LC-MS/MS

Uvod:

Pesticidy jsou latky ur¢ené k prevenci, niCeni, potlaceni, odpuzeni Ci eliminaci Skodlivych
Cinitelll, tedy nezddoucich mikroorganismu, rostlin a zivo¢ichi béhem vyroby, skladovani,
transportu, distribuce a zpracovani potravin, zemédélskych komodit a krmiv (definice FAO -
Food and Agricultural Organization).

Vyuzivani pesticidi umoznuje vyznamné zvySeni zemédélské produkce a omezeni ztrat
produktti béhem sklizné a skladovani. Pozitivnim aspektem eliminace $ktiidct je také zvySeni
kvality zemédé€lskych produkt. Do zZivotniho prostiedi se tak ovSem dostava nezanedbatelné
mnozstvi cizorodych latek, které mohou ptlisobit i na jiné nez cilové Cinitele a mohou plsobit
na pudni a vodni ekosystém a také ohrozit lidské zdravi. Z téchto diivodi je sledovani osudu a
transportu pesticidii v prostiedi nezbytné pro zhodnoceni obsahu rezidui pesticidi ve
slozkach zivotniho prostfedi a navrzeni vhodnych opatfeni pro jejich snizovéani. K tomuto
ucelu je nezbytné mit spolehlivou analytickou metodu zahrnujici ipravu a zpracovani vzorku
analyzované matrice, extrakci pesticidia ze vzorku a finalni analytickou instrumentalni
metodu. Stanoveni obsahu pesticidii v jednotlivych matricich se se uskutectiuje po jejich
ucinné extrakci metodou kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci. V soucasné dobé¢ je
jednou z nejrozsifenéjSich metod pro stanoveni pesticidi metoda oznaCovana zkratkou
QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective Rugged, Safe) zaloZena na extrakci a vysoleni
pesticidi  z homogenniho vzorku s dostatecnou vlhkosti do organického rozpoustédla.
K findlni instrumentalni analyze se pouziva piedev§im kapalinova chromatografie
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS).

Cilem této praktické ulohy je sezndmeni a zvladnuti metody QUEChERS pro stanoveni
vybranych pesticidi v ptidach a zhodnoceni G¢innosti extrakce analytu z environmentélni
matrice porovnanim vstupni koncentrace a koncentrace stanoveneé metodou LC/MS/MS.

Princip:

Metoda QuEChERS ma dvé zakladni etapy, extrakéni a Cistici.

Vzorek pudy se proseje, aby se dosdhlo sjednoceni povrchu pidnich castic pro dosazeni
optimalni extrak¢éni ucinnosti. Vzorek pady musi byt mit pro extrakci vlhkost minimalné
80%; proto musi byt do pidy v extrakéni zkumavce pifiddna voda. Nasleduje extrakce po
piidani acetonitrilu a ndsledné vysoleni cilovych analyti smési soli (bezvody siran hotecnaty,
chlorid sodny a smés citronanii pro nastaveni vhodného pH) do organické faze. Smés soli
vyvolad rozd€leni smési kapalin na vodnou fazi a fazi organického rozpoustédla. Extrakcni
zkumavka se uzavre, diikladné protiepe a odstiedi.

Druhou etapou metody QUEChERS (obvykle pro vzorky rostlinného materialu) je Cisténi
extraktu metodou extrakce na pevnou fazi pomoci pevnych Castic sorbentu rozptylenych
v extraktu (dispersive SPE). Cast organické acetonirilové faze se prenese do &isté zkumavky,
kter4d obsahuje bezvody siran hofeénaty a ruznou kombinaci sorbenti pro odstranéni
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nezadoucich sloZek v zavislosti na typu vzorku. Siran hofe¢naty odstraniuje zbytky vody
v organicke fazi. Sorbent PSA (silikagel s chemicky vazanou ethylenediamin-N-propyl fazi
obsahujici priméarni a sekundarni aminy) slouzi k odstranéni mastnych organickych kyselin,
polarnich pigmenti a cukri pii provadéni analyzy pesticidi v potravinach. Chemicky
modifikovany oxid kiemicity (Silica-C18) Kk odstranéni hydrofobnich latek ve vzorku.
Grafitizovany neporezni uhlik (Envi-Carb) pro odstranéni necilovych polarnich i nepolarnich
slouc¢enin. Tim se snizuje U¢inek matrice na findlni instrumentalni analyzu a zvysi se
robustnost metody. V piipadé béznych vzorku pudy bez rostlinného materialu lze ¢istici krok
eliminovat a finalni ptipravu zjednodusit

Atributy metody

Quick - méa vysokou propustnost vzorku. Typicky osm vzorkt lze ptipravit za méné nez 30
min.

Easy - vyzaduje méné manipulaci s extrakty, neZ ostatni techniky; tj., je zapotiebi méné
krokt.

Cheap - je zapotiebi méné sorbentu a méné ¢asu pro zpracovani vzorkd ve srovnani s jinymi
technikami.

Efective - jednoduchd technika poskytuje vysokou a piesnou tGroven vytézka extrakce pro
celou fadu riznych typt sloucenin.

Robust - metoda vyhovuje pro velky pocet sloucenin, véetné nepoldrnich a polarnich
sloucenin.

Safe - na rozdil od jinych metod, nevyZaduje pouZiti jakychkoli chlorovanych rozpoustédel.
Extrakce se typicky provadi za pouZiti acetonitrilu, coZ je kompatibilni s GC i LC.

Cil laboratorni ulohy:

e Seznamit se prakticky s metodou extrakce pesticidi QUEChERS vhodnou pro extrakce
pesticidli ze vzorkl Zivotniho prostiedi.

e Prakticky porovnat vybrané varianty metody QUEChERS s pouZitim SPE a bez SPE pro
vzorky piidy obohacené smési pesticidi.

e Seznamit se s instrumentaci metody LC-MS/MS pouzité pro analyzu pesticidi
v extraktech z pady

Pomiicky:

polypropylenové zkumavky
laboratorni vahy
ultrazvukova lazen
centrifuga

laboratorni sklo

pipety
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Chemikalie:

bezvody siran hote¢naty, MgSO4

acetonitril pro rezidudlni analyzu pesticidi, CHsCN

acetonitril pro LC/MS, CH3CN

chlorid sodny, NaCl

smgs citronant sodnych, 1 g NaxCitr.2H20 + 0.5 g NaHCitr.1.5H.0

PSA (silikagel s chemicky vazanou ethylenediamin-N-propyl fazi obsahujici primarni a
sekundarni aminy)

e Silica— C18 (silikagel modifikovany uhlovodikovymi fetézci C18)

e Smés standardl pesticidl: Tebuconazol, Propiconazol, Pendimetalin, Chlorpyriphos.

e 5% roztok kyseliny mravenci v acetonitrilu.

Postup prace:
A. Extrakce pesticidu ze vzorkit pudy obohacenych smési pesticidii.

1. K navazce 5 graml pidy v 50 ml PP zkumavce ptidejte 100 pl roztoku smési
standardd pesticidi ve smgési acetonitrilu a vody 20/80 v/v tak, aby vysledna
koncetrace kazdého pesticidu byla 500ng/gram pidy. Pidu obohacenou pesticidy
dikladné promychejte na tiepacce cca 1 hodinu a uchovejte 1 tyden v chladnicce k
ustaveni sorpéni rovnovahy. (Pozndmka: V pripadé blokovych cviceni pripravi
predem vedouci cviceni).

2. Kpude obohacené pesticidy a k pidé bez pridanych pesticidi (blank) ptidejte 5 ml
demineralizované vody a 10 ml acetonitrilu. Smés protiepejte ruéné jednu minutu a
poté 15 minut v ultrazvukové 1azni.

3. Kvytvofené suspenzi piidejte 4g MgSOs + 1 g NaCl + smés citronand (1 g

Na:Citr.2H.O + 0.5 g Na:HCitr.1.5H20) a protiepejte po kazdém ptidani cca 1

minutu. Pozndmka: Po pridani siranu horecnatého nutno dobrie protiepat, aby se

netvorily ze siranu hrudky. Po pridani citronanii dochadzi k uvolnéni tepla, proto je
vhodné vzorky po prvotnim protiepani ochladit kviili méné stabilnim pesticidum.

Zkumavku se smési vlozte do odstfedivky na 5 minut pii 3000 rpm.

Z horni oddélen¢ kapalné vrstvy odeberte alikvotni podil 5 x 1 ml pro dalsi zpracovani

do PP zkumavky.

ok~

B. Cisténi extraktu pesticidii ze vzorkii pidy a pFiprava vzokii k analyze.

1. K1 ml alikvotniho podilu extraktu pridejte:
a. NIC
b. 150 mg MgSO4
c. 50mg PSA + 150 mg MgSOQO4
d. 50mg Silica-C18 + 150 mg MgSOa4
e. 50mg Envi Carb + 150 mg MgSO4
2. Uzavrete zkumavku a protiepte v ruce 1 minutu.
3. Zkumavku vlozte do odstfedivky na 5 minut pti 3000 rpm
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4. Odeberte 0,5 ml extraktu do 2 ml vialky, ptidejte 0,5ml H2O a 10 pl 5% HCOOH
v acetonitrilu a 30 pl roztoku interniho standardu IS (2jug/ml Metolachloru
v acetonitrilu).

C. LC/MS/MS analyza pesticidi v extraktech z pudy

Analyzu piipravenych vzorka a jeji vyhodnoceni uskuteénéte pod vedenim analytika
vyskoleného pro praci s LC-MS/MS. Soucasti cviceni je demonstrace principi analytické
techniky LC-MS/MS a analyza realnych vzorkd.

D. Objem experimenti

Cast A-B proved'te v trojim opakovani se vzorky pudy s riznym obsahem organického
uhliku (TOC), jejichz pocet bude stejny jako je pocet pracovnich skupin ve cviceni.

Ukoly

1. Porovnejte Gi€innosti pouzitych postupil extrakce a €isténi extrakti pro jednotlivé
pesticidy.

2. Zhodnod'te rozdily v u¢innosti extrakce pro pouzité pesticidy z hlediska jejich fyzikalné
chemickych vlastnosti.

3. Na zékladé¢ vysledki vSech pracovnich skupin zhodnot'te vliv TOC na G¢innost extrakce
pesticidi metodou QuUEChERS.

4. Do zavérecné zpravy vlozte fotografie (mobilnim telefonem) zachycujici a demonstrujici
jednotlivé ¢asti tlohy.

5. Navrhnéte piipadné pravy/rozsiteni ndvodu do cviceni, umoziujici zlepsit
srozumitelnost textu a/nebo G¢innost vyuky.

6. Definujte problémy, které se vyskytli pfi v pribéhu cviceni a navrnéte feSeni.
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Uloha 6 - Stanoveni lipidi, polychlorovanych bifenvyld
a organochlorovvch pesticidu v masle

Uvod:

Polychlorované bifenyly (PCBs) a organochlorované pesticidy (OCPs) jsou perzistentni,
toxické a bioakumulativni latky, které mohou podléhat dalkovému transportu. Na zakladé
vlastnosti téchto latek a jejich Skodlivosti pro ¢lovéka a ekosystém, je nutné tyto latky
sledovat.

V této Uloze budeme analyzovat vybrané latky v masle, jakoZzto reprezentanta zivo¢i$né
produkce. Prave zvirata ptichdzi béhem pastvy do tésného kontaktu s ptidou a rostlinami, coz
vede k expozici vysokym koncentracim téchto latek.

Princip:

Principem této metody je pievést maslo do organické faze, piicemz organickou fazi rozdélime
na dvé ¢asti. Jedna cast je vyuZita na zjiSténi obsahu tukli, druha ¢ast na samotnou analyzu
polychlorovanych bifenylti a organochlorovanych pesticidu.

Pomiicky:

e Laboratorni sklo

Chemikalie:

Dichlormethan (DCM)

bezvody siran sodny

standardy na vytéznost (PCB 30 a PCB 185)

vnitini standard (PCB 121)

¢istény silikagel (DCM, 8 hodin), aktivovany silikagel (muflova pec), silikagel
modifikovany kyselinou sirovou

kyselina sirova

hexan

cyklohexan

isopropanol

Postup prace:

1. Navazte 2 g ptipraveného masla do zvazené sklenéné nadoby (zapiste si vSechny vahy,
nikoliv pouze navazku)
2. Pridejte 50 pl standardu na vytéznost pfimo na maslo.
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9.

10.

11.

12.

13.

Ptidejte 32 ml isopropanolu a 40 ml cyklohexanu ke vzorku (polovicni objem
rozpoustédel pouzijte jako blank), tfepejte v ruce 1-2 min., dokud se maslo nerozpusti.
Ptidejte 44 ml MQ vody (22 ml k blanku). Pfipravené vzorky tfepejte 10 min. na
tfepacce.

Abyste dosahli dobrého rozdéleni obou vrstev, centrifugujte vzorky. Poté preved'te
organickou ¢ast do banky s kulatym dnem.

Pfidejte 40 ml smési cyklohexan/isopropanol (20 ml k blanku) k vodné fazi a 10 min.
tiepejte na tiepacce. Odeberte organickou Cast a pridejte ji k jiZz odebranému extraktu.
Tento krok zopakujte jesté jednou.

Zvazte si hlinikové misky a 22ml vialky na analytickych vahach.

Odpaite extrakt na rotacni vakuové odparce na objem 10 ml, pfidejte 50 ml hexanu
a tuto smeés odparte na 10 ml. Kvantitativné pieved’te vzorek do zvazené 22ml vialky.
Stanoveni obsahu tuki v masle

Rozdélte ziskany extrakt na poloviny podle hmotnosti, jednu ¢ast preved’te do zvazené
hlinikové misky, druha ¢ast zlistava ve vialce.

Odpaite alikvot v hlinikové misce pod proudem dusiku pii teploté¢ 80 °C do sucha
a poté zvazte.

Vlozte hlinikovou misku do pece (105 °C/12 h), aby se vzorek Gplné vysusil.

Cisténi a analyza

Ptiprava kolony: predCisténd vata, 1 g aktivovaného silikagelu, 8 g silikagelu
modifikovaného kyselinou sirovou, 1 g aktivovaného silikagelu and 2 g bezvodého
siranu sodného.

Odpaite alikvot ve vialce na 2 ml a kvantitativné pfeved’te na ptipravenou kolonu.

14. Vzorek eluujte 40 ml smési hexan/DCM (1:1).

15.

16.

Odpaite vzorek pod proudem dusiku pfi teploté 30 °C na méné nez 1 ml, prevedte
do konické vialky, pfidejte 50 pl vnitiniho standardu PCB 121 a 50 pl nonanu. Takto
pfipraveny vzorek odpaite na kone¢ny objem 50 pl.

PCBs/OCPs analyza probihd na GC/MS-MS.

Otazky:

Jakeé jsou zdroje PCBs a OCPs v pudach a rostlinach?

Existuji né&jaké limity pro obsah OCPs v masle? Pokud ano, porovnejte Vase namétené
koncentrace s limity.

Existuji i1 jiné metody pro extrakcei lipidii? Pokud ano, uved’te do protokolu a citujte zdroj.

28




Z&klady studia environmentalnich procesu

Uloha 7 - Stanoveni pesticidii v kavé

Uvod:

Kava je jednim z nejrozSifenéjSich napoju na svété nejenom kvuli stimulaénimu ucinku
kofeinu, ktery obsahuje. Podobné jako u vétSiny uzitkovych plodin, aplikace pesticidi na
péstovani kavy je béznou praxi pro zvyseni vynost z produkce. Pesticidy se tak dostavaji i do
kavovych zrn a mohou se vyskytovat i v napojich pfipravenych z nich.

Jednim z opatieni zajiSténi bezpecnosti potravin je testovani rezidui pesticidi. Analyza
pesticidi v kaveé je vSak narocna, protoze kava obsahuje velké mnozstvi kofeinu a kyselé a
polyfenolové matricové slozky. Tyto latky jsou obvykle extrahovany spolu s cilovymi
analyty, tj. pesticidy a jejich rezidui, tézko se odstranuji a mohou zptsobit komplikace béhem
instrumentalni analyzy.

V soucasné¢ dobé je jednou znejpouzivanéjSich metod pro stanoveni pesticidi metoda
oznacovana zkratkou QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective Robust, Safe) zaloZena na
extrakci a vysoleni pesticidi z homogenniho vzorku do organického rozpoustédla. Tato
metoda se skldda z 2 kroku - extrakce a ¢iSténi. Pfidani organického rozpoustédla ke vzorku a
nasledné pouziti anorganickych soli (bezvody siran hote¢naty, chlorid sodny a smés citronanu
pro nastaveni vhodného pH) zptisobi extrakci analytii do organické faze. Smés soli vyvola
rozdeleni smési kapalin na vodni fazi a fazi organického rozpoustédla. Obvykle nasleduje
Cisténi extraktu metodou extrakce na pevnou fazi pomoci pevnych ¢astic sorbentu
rozptylenych v extraktu (dispersive SPE). Pro Cisténi vzorkd kavy ale disperzni ¢isténi SPE
neni vhodné, protoze v konecném extraktu ztistava velké mnozstvi kofeinu. Z tohoto divodu
se pouziva ¢isténi na silikagelové SPE kolon¢, které minimalizuje matricové efekty a zaroven
snizuje mnozstvi kofeinu ve findlnim extraktu. Na detekci a kvantifikaci pesticidi pouzijeme
GC-MS.

Postup:

=

Upravte pH pfipravenych vzorki piekapdvané kavy na pfiblizné 8 pomoci 1M NaOH.

2. 10 ml kavy pteneste do 50ml centrifuga¢ni zkumavky, ptidejte 10 ml acetonitrilu a 500 pl

recovery standardu.

Do zkumavky ptidejte extrakéni soli z QUEChERS kitu a prudce michejte 1 min.

4. Smés centrifugujte 5 min na 3000 g, pfeneste 5 ml supernatantu do Cisté vialky, pfidejte
1.5 ml toluenu a vzorek odfoukejte pod proudem N2 na piiblizné¢ 1 ml v termobloku
vyhiatém na 40°C.

5. Silikagelovou SPE kolonu vyplachnéte 2.5 ml dichlormethanu a 1 min ji suSte pouZzitim
vakua.

6. Na kondicionaci SPE kolony pouZijte 2x 2.5 ml n-hexanu.

7. Do manifoldu vlozte sbérné vialky a koncentrované vzorky naneste na SPE kolony.
Vialky vyplachnéte 2x 1.5 ml 15% acetonu v hexanu (v/v) a roztok naneste na kolonu.

8. Analyty eluujte 2x 2.5 ml 15% acetonem v hexanu (v/v).

9. Vzorky odfoukejte pod proudem N2 na piiblizn¢ 1 ml v termobloku vyhtatém na 40°C.

10. Pridejte 100 pl vnitiniho standardu a vzorky odfoukejte pod proudem N2 na pfiblizné 1

ml. Takto piipraveny vzorek bude analyzovany na GC-MS.

w
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Ukoly:

e namciené koncentrace pesticidii [ng/vzorek] proved’te na [g/1 kg kavy] (data prezentujte
ve vhodnych zlomcich gramu, pokud je to nutné). UvaZujte, Ze hustota vzorku kavy je
stejna jako hustota vody a pro ptipravu 50 ml vzorku se pouzilo 8 g kavy. Uved'te postup
vypoctu.

e ziskané koncentrace [g/kg kavy] porovnejte s evropskymi limity pro obsah pesticidi v
kavovych zrnech (Maximum Residue Levels) a uved’te tyto limity do protokolu.

e vysvétlete, jaké metody kontroly kvality jsme béhem prace se vzorkem pouZivali a na co
slouzi.
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Uloha 8 - Stanoveni persistentnich organickych polutanti
ve vodé pomoci pasivniho vzorkovani

Uvod:

Persistentni organické polutanty (POPs) jsou hydrofobni latky, témét nerozpustné ve vodé a
tudiz velmi slozité stanovitelné ve vod¢ s dostateCnou presnosti. Rutinni vzorkovani vody
pomoci bodového odbéru poskytuje informaci o kvalité vody jako celku a pro dany okamZzik.
Pii bodovém odbéru jsou koncentrace POPs ¢asto pod limitem kvantifikace. AvSak pasivni
vzorkovani ma vyhodu poskytnout c¢asoveé integrovany vzorek diky dlouhé expozici
v prostiedi (mésice). Pasivni vzorkovani muiZze byt pouzito pro screeningové hodnoceni
(ne)ptitomnosti POPs, které jsou volné rozpusténé ve vod€ v nesmirné nizkych koncentracich.
Proto je pasivni vzorkovani vhodné pro monitoring POPs ve vodnim prostiedi.

Princip:

Exponované silikonové gumy jsou extrahovany organickym rozpoustédlem v Soxhletové
extraktoru. Poté jsou vzorky ptevedeny do vhodného rozpoustédla pro piecisténi na
destruktivni silikagelové kolonce, kde je odstranéna vétSina matrice. Vzorky jsou dale
zméfeny na GC-MS/MS.

Pomiucky:

70mL Soxhlety

250mL banky se Spickou

Chladici systém

Kuderna-Danish destilator

Laboratorni 1zicka

Laboratorni vahy

Pasteurovy pipety

Pinzety

Ptedcisténa bavina (8h, dichlormethan)
Silikonova guma 5.5%9.5%0.05 cm (homogenné nadavkovana s performacnimi
referen¢nimi latkami)

Varné kaminky

e Vodni lazen

Chemikalie:

Aceton

Dichlormethan

Hexan

Kyselina sirova

Methanol

Nonan

Performacni referen¢ni latky (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
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Pied¢istény (aktivovany) silikagel (Cisténi: 12h, Dichlormethan, Soxhlet; Aktivace:
12h, 150 °C, Pec)

Standard s nativnimi latkami (PCBs, OCPs, PBDES)

Standardy na vytéznost (PCB-29,-185, 13C-PBDEs)

Vnitini standardy (PCB-121, 13C-BDE-77)

PCBs = Polychlorované bifenyly; OCPs = Organochlorované pesticidy; PBDEs =
Polybromované difenyl ethery

Postup:

1)

2)
3)

4)
5)
6)
7)
8)

Vytahni exponované silikonové gumy z mraznic¢ky a nech je zahfat na laboratorni
teplotu.

Rozloz silikonové gumy na piipraveny kus hlinikové folie s papirovymi utérkami.
Osus silikonové gumy od zbytkové vody. Pokud jsou gumy pokryty rzi nebo
biofilmem namokii si papirovou utérku MQ vodou.

Ptiprav 250mL banky se Spickou S varnymi kaminky, naplnénou ~150 mL methanolu.
Vloz 6 silikonovych gum do 70mL Soxhleti poskladanych do harmoniky.

Pro rozpoustédlovy slepy vzorek pouzij precistény kousek baviny.

Pro fabrikac¢ni slepy vzorek pouzij 6 neexponovanych silikonovych gum.

Pridej standardy pro vytéznost (a nativni latky kK jednomu fabrika¢nimu slepému
vzorku) na gumy v Soxhletu (pfidej aliquot do referenéni vialky):

Standardy pro vytéZnost

Koncentrace Pridavek

Mnozstvi ng/vzorek
(ng/mL) (LL) J

13C-PBDEs 20 50 1

PCB-29,-185 200 50 10

Nativni latky

Koncentrace Pridavek

MnozZstvi ng/vzorek
(ng/mL) (LL) g

PBDEs

20 50 1

PCBs, OCPs 200 50 10

9)

Extrahuj vzorky po dobu 1 hodiny na vodni lazni pii 85 °C.

10) Po extrakci rozloz silikonové gumy na papirovou utérku, aby vyschly.

11) Ptipoj Kuderna-Danish destilator na banku s extraktem.

12) Zredukuj extrakt na vodni lazni (85 °C) na minimalni objem (1 mL).

13) Ptidej 30 mL hexanu pro ptevod extraktu do hexanu a zredukuj objem na ~2 mL.
14) Destruktivni ¢isténi:

a. Kolonka glcm naplnéna odspodu: kousek baviny, 1 g aktivovaného silikagelu,
8 g H2S04 (44% hm.) modifikovaného silikagelu, 1 g neaktivovaného
silikagelu, 2 g Na;SOa.

b. Kvantitativné (3x vyplachni) pienes extrakt pomoci Pasteurovy pipety.

c. Proved eluci se 40 mL roztoku DCM:hexan (1:1; V/V).

15) Zredukuj objem vzorku na vodni 1azni (Kuderna-Danish destilator; 55 °C, poté co se

odpaii DCM zvys teplotu na 80 °C) a pienes do minivialky (pokud nutné, tak vice
zredukuj pod jemnym proudem dusiku).

16) Pridej 50 pL nonanu.
17) Ptidej vnitini standardy:

32




Z&klady studia environmentalnich procesu

Standard Koncentrace (ng/mL) | Pridavek (uL) Mnozstvi
ng/vzorek

13C-BDE-77,-138 100 10 1

PCB-121 200 50 10

18) Zredukuj objem vzorku na 100 pL pod jemnym proudem dusiku.
19) Zmét vzorky pro obsah PCBs, OCPs, PBDEs na GC-MS/MS.
20) Zvaz vysusené silikonové gumy na laboratornich vahéch.

Ukoly do protokolu:

1) Proved’ korekci surovych dat na slepé vzorky a standardy na vytéZznost.

a. Add slepé vzorky: Odecti hodnotu slepého vzorku dané lokality
s korespondujicim exponovanym vzorkem (pokud je hodnota
rozpoustédlového slepého vzorku vyssi nez hodnota slepého vzorku dané
lokality, tak odecti hodnotu rozpoustédlového vzorku)

b. Add vytéznost: Vypocti relativni vytéznost standardu PCB-29 a PCB-185 na
vypoéteny primér hodnot vzorkti 100% Recovery. Poté hodnoty korigované na
slepy vzorek normalizuj na pramér relativnich vytéznosti PCB-29 a PCB-185.

2) Vypocti relativni vytéznost nativnich latek pro ureni vytéznosti metody (data pouze
po korekci na slepé vzorky)

a. Vypocti primér hodnot ze vzorki 100% Recovery. Normalizuj hodnoty
fabrika¢niho slepeho vzorku z pfidanymi nativnimi latkami na primér hodnot
vzorkid 100% Recovery.

3) Vypocti vytéznost PRCs pro vypocet pomoci modelu a normalizuj data na PCB-104,
PCB-145 a PCB-204.

a. Vypocti relativni vytéznost exponovaného vzorku na prameér vSech slepych
vzorkl a fabrikacnich slepych vzorki (bez rozpoustédlového slepého vzorku).

b. Normalizuj na primér PCB-104, PCB-145 a PCB-204

4) Dostanes specifické hodnoty pro vzorek (parametry FA) vypoétené pomoci modelu a
latkovée specifické hodnoty rozd€lovaciho koeficientu mezi polymerem a vodou.
Vypocti koncentrace ve vodé pomoci ptilozenych rovnic. Nejprve vypocti vzorkovaci
rychlost (Rs ; rov. 1), poté stupen rovnovahy (DEQ); rov. 2) a nakonec koncentrace ve
vodé (Cw ; rov. 3).

Co musi protokol obsahovat:

1) Uvod - jeden odstavec obecné o pasivnim vzorkovani (2x reference)
2) Kratky popis metody — maximalné 4 fadky textu, musi obsahovat informace o
mnozstvi pfidanych standard
3) Vysledky:
a. QA/QC
i. Upravy dat (zda byly odeéteny slepé vzorky, byla provedena korekce na
standardy, atd. — co nejpodrobné;ji)
ii. Napi$ zda byly né&jaké slepé vzorky nad limitem kvantifikace, ptipadné
kolikrat vysSi hodnoty byly.
iii. Tabulka s vytéznosti nativnich latek = vytéznost metody.
b. Tabulky s vypoétenymi hodnotami (vypoctené Rs, DEQ a Cw; vSe zvlast)
C. Vytvor pichledové grafy
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d. Srovnej nejvyssi vypoctené koncentrace pro skupiny latek PCB, OCP a PBDE
s jinymi lokalitami (pf. polarni oblasti)
e. Srovnej sumu koncentrace PBDEs s limity vodni ramcové smérnice (napis,
které kongenery jsou v sumé zastoupeny)
4) Zavér

Posli také excelovy soubor s vypocty.

Otézky:

1) Myslis, Ze je pasivni vzorkovani vhodné pro monitorovani POPs ve vodé? (reference)

2) Pro¢ je nutné vyuzivat PRCs? A jaké typy latek se mohou vyuZivat jako PRCs?
(reference)

3) Jaky typ materialu mize byt pouzit jako pasivni vzorkovac (ptiklad)? Muzeme
vzorkovat také polarni latky ve vodé pomoci pasivniho vzorkovani? (reference)

4) Najdi a porovnej rozdélovaci koeficient mezi n-oktanolem a vodou (Kow) S danymi

v v

rozdélovacimi koeficienty mezi polymerem a vodou (Kpw) (nizsi, vyssi, trend?)

Rovnice 1:
R, =FAx M™%

Kde Rs (L/d) je vzorkovaci rychlost specifickd pro latku a vzorek, FA (L/d) je hodnota
specificka pro vzorek ziskana z vypoctu z modelu, M je molarni hmotnost latky.

Rovnice 2:

My K,

R t
DEG =1—exp|—

Kde DEQ je stupen rovnovahy, t je vzorkovaci ¢as (d), mp je hmotnost vzorkovace pouZitého
pri exktrakci (kg) a Kpw je specificka hodnota rozdelovaci koeficientu mezi polymerem a
vodou pro latku (L/kg)

Rovnice 3:
Nt‘
Cw =
m,K,, DEQ

Kde cw je koncentarce ve vodé (pg/L), Nt je namérené mnozstvi ve vyextrahovaném vzorku

(pg/sample)
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Uloha 9 - Stanoveni bromovanych zpomalovaci hoieni (BFR),
polyaromatickych uhlovodikii (PAH), polychlorovanych
bifenyli (PCB) a organochlorovanych pesticidi (OCP)
ve filtru z klimatiza¢ni jednotky

Extrakce filtru automatizovanou Soxhletovou extrakci, zakoncetrovani extraktu

Pomiicky:

vzorek filtru z klimatiza¢ni jednotky

jednorazové extrakéni patrony

predcisténa vata

automaticky extraktor Blichi B-811

extrakéni nadobka

teflonove varné Gstipky

vialky EPA 20 ml

jednorazové sklenéné Pasteurovy pipety

predvazky

ochranné pracovni prostfedky — rukavice, bryle, plast

Chemikalie:

e recovery standardy
e dichlormethan

Postup prace:

e ustfizeny kousek filtru (cca 1 g) navazte do jednorazové extrakeni patrony

e V patroné vzorek pfikryjte kouskem cisténé vaty a zaviete

e do extrakéni nddobky nalijte rozpoustédlo (dichlormethan), cca 150 ml, ptidejte
teflonovy varny GStipek

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

e po ukonceni extrakce zakoncentrujte vzorek programem ¢. 2 na objem mensi nez
10 ml

e preved'te vzorek do vialky 20 ml, ptivodni extrakéni nadobku promyjte alespoil
2x 1-2 ml dichlormethanem a ptidejte k extraktu ve vialce

e odpaite extrakt pod proudem dusiku na objem cca 3-5 ml

Rozdéleni extraktu v poméru 3:7

Pomiicky:
e predvazky
e vialky EPA 10 ml
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jednorazové sklenéné Pasteurovy pipety

Postup prace:

vzorek rozdé€lte v hmotnostnim poméru 7:3
odfoukejtejte pod proudem dusiku na 0,5 — 1 ml, pfidejte 5 ml hexanu
a opét odfoukejte

Cisténi extraktu kolonovou chromatografii — 70 % frakce (PCB, OCP, PBDE)

Pomiicky:
e sklenéna kolona, vnitini primeér 1 cm
¢ vialka o objemu 20 ml
e Pasteurova pipeta, vata
e minivialka o objemu 1 ml

Chemikalie:

¢istény aktivovany silikagel (aktivace 12 hod pii 150°C)

¢istény neaktivovany silikagel

silikagel modifikovany kyselinou sirovou (22 ml koncentrované H.SOs + 50 g
aktivovaného silikagelu)

hexan, dichlormethan, nonan

vnitini standardy

Postup prace:

piipravte kolonu k separaci:
0 nadno kolony vloZte smotek vaty
0 nanéj nasypte asi 1 cm vysoky sloupec ¢isténého aktivovaného
silikagelu, nad tuto vrstvu 5 g ¢isténého aktivovaného silikagelu
modifikovaného kyselinou sirovou
0 ty¢inkou mirn¢ sklepejte
0 navrchol sloupce nasypte 1-2 cm vrstvu neaktivovaného silikagelu a opét
sklepejte
aplikujte vzorek mokrou cestou na kolonu, promyjte ptivodni vialku alespon 2x 1
ml dichlormethanem, pfidejte ke vzorku v koloné
provedte eluci 30 ml 50% dichlormethanu v hexanu do 20 ml vialky
vzorek odfoukejte pod mirnym proudem dusiku na cca 500 pl
vzorek kvantitativné preved’te do predem oznacené minivialky, pridejte
40 pl nonanu a odpafite na findlni objem 40 ul
pridejte vnitini standardy
minivialku peclivé uzaviete a uschovejte v lednic¢ce az do provedeni analyzy
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Cisténi extraktu kolonovou chromatografii — 30 % frakce (NFR, PAH)

Pomiicky:
e sklenéna kolona, vnitini primér 1 cm
¢ vialky o objemu 20 ml
e Pasteurovy pipety, vata
e minivialky o objemu 1 ml

Chemikalie:

¢istény aktivovany silikagel (aktivace 12 hod pii 150°C)
¢istény neaktivovany silikagel

siran sodny pro organickou analyzu

hexan, dichlormethan, nonan

vnitini standardy

Postup prace:

ptipravte kolonu k separaci:
0 nadno kolony vlozte smotek vaty
O nang¢j nasypte 5 g Cisténého aktivovaného silikagelu
0 tyc¢inkou mirné sklepejte
o0 navrchol sloupce nasypte 1 cm vrstvu siranu sodného
nejprve naneste dichlormethan do 1/3 kolony
aplikujte vzorek mokrou cestou na kolonu, promyjte ptivodni vialku alespon 2x 1
ml dichlormethanem, pfidejte ke vzorku v koloné
proved’te eluci 20 ml dichlormethanem do 20 ml vialky
proved’te eluci 20 ml acetonem:dichlormethanem v objemovém poméru 7:3 do
20 ml vialky
vzorky odfoukejte pod mirnym proudem dusiku na cca 500 pl
vzorky kvantitativné pieved’'te do pfedem oznacenych minivialek, pfidejte 40 ul
nonanu a odpaite na finalni objem 40 pl
pfidejte vnitini standardy
minivialky peclivé uzaviete a uschovejte v lednicce az do provedeni analyzy

Stanoveni analyti plynovou chromatografii a vyhodnoceni GC chromatogramu

Pomiicky:

e plynovy chromatograf s vysokorozliSovaci hmotnostni detekci
e precistény extrakt vzorku v minivialce
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