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Stanoveni obsahu vody a obsahu glycerolu ve vedlejSim

produktu vznikajicim p¥i vyrobé bionafty

Eva Fojtlova

Ustiedni kontrolni a zkuSebni tGstav zemd&délsky, Narodni referenéni laboratof,
Regionalni oddéleni Brno, Hroznova 2, 656 06 Brno
eva.fojtlova@ukzuz.cz

1 Uvod

Vyroba bionafty spoc¢iva v esterifikaci fepkového oleje. Pii tomto procesu vedle metylesteru
fepkového oleje (MERO) vznika jako vedlejsi produkt glycerinova faze (G faze). Tento
produkt obsahuje asi 40 % glycerolu, sodné nebo draselné soli mastnych kyselin, metanol

a vodu. Jeho slozeni je zavislé na pouzitém technologickém postupu.

Dal8im zpracovanim G féaze (CiSténim) se ziskava surovy glycerol, ktery obsahuje asi 80 %
glycerolu, ktery je vhodny pro pouziti v krmivaiském primyslu. Proto je nutné sledovat
kvalitu surového glycerolu stejné tak jako kvalitu vSech ostatnich surovin, které se pouzivaji
a obsah glycerolu. Cilem prace bylo zavést a ovéfit metody na stanoveni téchto dvou

parametrui.

2 Material a metody

K zavedeni a ovéteni metody byly pouzity vzorky, které byly do laboratoie dodany z rtiznych

vyroben surového glycerolu.

Pro stanoveni obsahu vody byla vybrana titra¢ni metoda podle Karl Fischera. Je podrobné
popsana v normé CSN ISO 760 Stanoveni vody — Metoda Karl Fischera. Metoda je vhodna
pro stanoveni volné i krystalové vody u vétSiny tuhych nebo kapalnych organickych

i anorganickych chemickych vyrobka.



Princip stanoveni spociva v tom, ze voda obsazend ve zkuSebnim vzorku reaguje v bezvodém
prostiedi s roztokem jodu a oxidu sifi¢itého za pfitomnosti pyridinu a metanolu (Fischerovo

¢inidlo) a je zaloZen na reakci

I, + SO, +2H,O — 2HI + H,SO4

Pyridin neutralizuje vznikajici kyseliny a posouva tak rovnovahu reakce doprava. Toxicky

a zapachajici pyridin byva ¢asto nahrazen imidazolem.

V soucasné dobé je komeréné dostupna celd tada Fischerovych C¢inidel, kterd jsou
modifikovana k pouziti pro rizné matrice vzorkd. V praci se jako titrant pouzilo
jednoslozkové Fischerovo ¢inidlo Hydranal Composite 5 (vyrobce Fluka), které obsahuje jod,
oxid sifiCity, imidazoly a diethylen glykol monoethyl ether. Titr tohoto cinidla je
5 mg H,O/ml. Jako rozpoustédlo (bezvodé prostiedi) se pouzil Hydranal Methanol Rapid
(vyrobce Fluka), ktery krom¢ metanolu obsahuje i latky urychlujici reakci (vyrobce tyto latky

v dostupnych materidlech nespecifikuje).

Obsah glycerolu byl stanoven také titracné. Jedna se o acidobazickou titraci, kde se roztokem
hydroxidu sodného titruje kyselina mravenc¢i uvolnénd z glycerolu kvantitativni reakci

s jodistanem sodnym. Princip metody je popsan nasledujici rovnici

CH,OH-CHOH-CH,OH + 210* — HCOOH + 2HCHO + 210> + H,0

HCOOH + OH — H,0 + HCOO

Metoda vychazi z CSN 661326 Glycerin technicky - Stanoveni obsahu glycerolu titraéné
(zrusena bez nahrady 1.5.2003) a z metody M351 firmy Mettler Toledo - Stanoveni obsahu
glycerinu podle normy USP 26. Je pouzitelna pouze pro analyzu vzorki, které vedle glycerolu
neobsahuji jiné organické slouceniny, které maji vice nez dvé hydroxylové skupiny
na sousednich uhlikovych atomech. Jsou to napf. cukry, které rovnéz reaguji s kyselinou
mravenci a ru$i stanoveni.

Obg¢ titrace popsané ve vysSe uvedenych metodach byly provadény na automatickém titratoru
Mettler Toledo T50 Excellence, ktery obsahoval krom¢ svého standardniho vybaveni i KF
titraéni stojan s titracni naddobkou a magnetickym michadlem a dvouhrotou platinovou

elektrodu pro Karl Fischerovy titrace.



2.1

Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie Cistoty p.a., pokud neni uvedeno jinak.
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Rozpoustédlo pro Karl Fischer titraci Hydranal-Methanol Rapid, (Fluka).
Fischerovo ¢inidlo Hydranal Composite 5, (Fluka).

Certifikovany standardni roztok pro stanoveni ekvivalentu Fischerova Ccinidla

Hydranal — water standard 10,0 (Fluka).
Voda (demineralizovana, destilovana nebo deionizovana).
Kyselina sirova, H,SO4, koncentrovana.
Kyselina sirova, H,SOys, roztok, c(H,SO4) = 0,1 mol/l.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se nalije asi 500 ml vody (4) a piida se 5,5 ml
kyseliny sirové (5). Po vytemperovani se doplni vodou po znacku a promicha.

Jodistan sodny, NalOy.
Jodistan sodny, NalOy, roztok, c¢(NalO4) = 60 g/l.

Ptiprava: 60 g jodistanu sodného (7) se rozpusti v asi 500 ml vody (4), ptida
se 120 ml kyseliny sirové (6), doplni se vodou do 1000 ml a promicha. Doporucuje
se pripravovat tento roztok bezprostiedné pied pouzitim. Roztok se uchovava
v tmavé sklenéné ldhvi se sklenénou zabrousenou zatkou.

Hydrogenftalat draselny, 99,989%, certifikovany standard.

Hydroxid sodny, NaOH, odmérny roztok c¢(NaOH) = 0,1 mol/l, neobsahujici oxid

uhlicity. Dodéva se komercné.

Polyethylen glykol 200, (Fluka).
Polyethylen glykol, vodny roztok 1 : 1 (v/v).

Ptiprava: 50 ml polyethylen glykolu (11) se smicha s 50 ml vody (4).
Pufry: pH =4; pH = 7; pH = 9. Dodavaji se komer¢né.

Glycerol, > 99,5 %, obsah vody < 0,1 %.

Kyselina chlorovodikova, HCI, koncentrovana.
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2.2

2.3

2.3.1

Kyselina chlorovodikova, HCI, roztok ¢(HCI) = 0,1 mol/I.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné baiky se nalije asi S00 ml vody (4) a ptida se 8,3 ml
kyseliny chlorovodikové (15). Po vytemperovani se doplni vodou po znacku
a promicha.

Jodid draselny, KI.
Jodid draselny, KI, ¢(KI) = 150 g/1.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se navazi 150 g jodidu draselného (17),
rozpusti se asi v 800 ml vody (4) a doplni se po znacku. Pfipravuje se denn¢ Cerstvy.

Thiosiran sodny, pentahydrat, Na,S,0; . 5SH,0.
Thiosiran sodny, odmérny roztok, c(Na,S,03) = 0,1 mol/l.

Ptiprava: 24,817 g thiosiranu sodného (19) se rozpusti ve vodé¢ (4) a doplni
do 1000 ml.
Skrob, roztok, ¢ = 10 g/1.

Ptiprava: 10 g Skrobu se rozmicha ve 100 ml vody (4) vlije se do 900 ml vrouci vody

a necha se vafit asi 1 min. Po ochlazeni se roztok uchovavé v lednici pfi teploté

(4-8)°C.

Pristroje a pomiicky
Analytické vahy s piesnosti 0,0001 g.

2 Automaticky titrator Mettler Toledo T50 Excellence s titraénim stojanem DV
705 pro Karl Fischerovu titraci a s elektrodou pro piimé méfeni pH a acidobazické

titrace ve vodném prostiedi.
3 Mikrostiikacka, 10 pl.
4 Injekent stiikacky plastové jednorazové, 5 ml, 10 ml.

5 Automatické pipety.

Pracovni postup

Stanoveni obsahu vody

Pfed vlastnim meétfenim vzorkd (postup 2.3.1.3) je nutno stanovit piesnou koncentraci

Fischerova ¢inidla (2) podle postupu 2.3.1.1. Toto ¢inidlo je stalé, proto se titr ¢inidla ovetuje



pouze jedenkrat mési¢n€. Pred kazdym pouzitim titratoru je vSak nutno ovéfit jeho spravny

chod podle postupu 2.3.1.2.

2.3.1.1 Stanoveni ekvivalentu vody Fischerova c¢inidla

Do nadobky titracniho stojanu se nacerpa asi 40 ml rozpoustédla (1) a predtitruje
se Fischerovym c¢inidlem (2). Béhem pfedtitrace se odstrani veskery obsah vody

z rozpoustédla.

Otevie se ampule s certifikovanym standardnim roztokem (3), suchd injekéni stiikacka
s dlouhou jehlou se vyplachne asi 1 ml standardu (3) a cely zbytek standardu se ihned nasaje
do stiikacky. Standardni roztok (3) je velmi hygroskopicky. Pro dosaZeni piesnosti
a spravnosti méteni je tfeba v nejvyssi mozné mife zamezit jeho kontaktu se vzduchem
(vzdu$na vlhkost). Plnd stfikacka se wumisti na analytickou vahu a véha
se vytaruje. Spusti se titrace na titratoru a do nadobky titra¢niho stojanu se ihned vstiikne
(0,5 — 1,0) ml standardu. Musi se pracovat rychle a velmi peclivé tak, aby pfi pfenaSeni
stiikacky neodkapla zadné kapalina mimo rozpoustédlo v titracni nddob¢€. Nadobku titracniho
stojanu je nutno ihned po nadavkovani uzavtit. Po nadavkovéani se injekéni stfikacka
se zbylym standardem opét zvazi a tim se ur¢i hmotnost standardu naddvkovaného do titra¢ni
nadobky. Ekvivalent vody Fischerova c¢inidla se stanovi tiikrat bezprostfedné za sebou.

Software titratoru vypocte primérnou hodnotu.

2.3.1.2 Ovéreni spravnosti chodu titratoru

Do nadobky titraéniho stojanu se nacerpa asi 40 ml rozpoustédla (1) a predtitruje
se Fischerovym c¢inidlem (2). Béhem pfedtitrace se odstrani veskery obsah vody
z rozpoustédla (1).

Do mikrostiikacky se nasaje 10 pl vody (4), spusti se titrace a voda se ihned vstiikne beze
zbytku do rozpoustédla v nadobce titra¢niho stojanu. Thned se uzavie. Stanoveni se provadi
tiikrat bezprostiedné za sebou. Vytéznost tohoto stanoveni se musi pohybovat v rozmezi
(98 — 102) % rel. V ptipadé, ze tomu tak neni, musi se stanovit ekvivalent vody Fischerova

¢inidla podle 2.3.1.1.



2.3.1.3 Meéreni vzorku

Do nadobky titraéniho stojanu se nacerpa asi 40 ml rozpoustédla (1) a predtitruje
se Fischerovym Ccinidlem (2). Béhem predtitrace se odstrani veSkery obsah vody

z rozpoustédla.

Do suché injekéni stfikacky se nasaje vzorek (poznadmka 1), vyprazdni se do odpadu
a stiikacka se opét cela naplni vzorkem. Plna injekéni stfikacka se umisti na vahu a vaha
se vytaruje. Spusti se titrace, vzorek se ihned vsttikne do nadobky titra¢niho stojanu. Davkuje
se asi 0,1 g vzorku. Po nadavkovani se injek¢ni stfikacka umisti na védhu a pfesné se stanovi

nadavkované mnozstvi vzorku.

Poznamky

1 V prubehu analyzy je tireba mit na pameéti, ze glycerol je velmi hygroskopicky, a proto
je nezbytné minimalizovat dobu kontaktu vzorku se vzduchem.

2.3.1.4 Vypocet a vyjadiovani vysledki

K vypoctu ekvivalentu vody Fischerova c¢inidla i obsahu vody ve vzorcich se vyuziva

software automatického titratoru.

Obecné plati nasledujici vztahy

Ekvivalent vody Fischerova ¢inidla se vypocte podle

T=E x W/V;
kde
T je ekvivalent vody Fischerova ¢inidla (mg/ml),
E hmotnost nadavkovaného certifikovaného standardniho roztoku (3) (g),
W pfesny obsah vody v certifikovaném standardnim roztoku (3), ktery je uveden
v pfiloZzeném certifikatu (mg/g),
Vi objem Fischerova ¢inidla (2) (ml).



Obsah vody ve vzorku se vypocte podle

X=V,xT/mx 10

kde

X je obsah vody ve vzorku (%),

V, spotieba Fischerova ¢inidla (2) (ml),

T ekvivalent vody Fischerova ¢inidla (mg/ml),
m hmotnost nadavkovaného vzorku (g).

2.3.2  Stanoveni obsahu glycerolu

Pted vlastnim méfenim vzorkl je tfeba stanovit presnou koncentraci titraéniho ¢inidla podle

postupu (2.3.2.1) a ovéfit spravny chod titratoru podle postupu (2.3.2.2).

2.3.2.1 Stanoveni presné koncentrace titraéniho ¢inidla

Do titra¢ni nadobky se piesn¢ navazi (0,0800 — 0,1200) g hydrogenftaladtu draselné¢ho (9)
pfedem vysuSeného 3 h pii 120 °C, ptida se asi 50 ml vody (4) a obsah se promicha. Nadobka
se vloZi se do titratniho stojanu titratoru a podle nastavené metody se provede titrace. Méfeni

se opakuje trikrat.

2.3.2.2 Ovéreni spravnosti chodu titratoru

Do titraéni naddobky se pfesné navazi asi 100 mg glycerolu (14), ptidd se 50 ml vody (4)
a obsah se krouzivymi pohyby dobfe promicha. pH roztoku se upravi hydroxidem sodnym
(10) na hodnotu 7,8. Potom se ptidd 10 ml roztoku jodistanu sodného (8), nddobka se ptikryje
hodinovym sklickem, umisti se do temna a necha se stat 30 min. Poté se ptidaji 2 ml roztoku
polyethylenglykolu (12) a necha se stat za stejnych podminek dal§ich 20 min. Po uplynuti této
doby se titruje odmérnym roztokem hydroxidu sodného (10). Vytéznost stanoveni se musi
pohybovat v rozmezi (98 — 102) %. Pokud tomu tak neni, postupuje se podle ptirucky kvality

laboratofte.



2.3.2.3 Meéreni vzorku

Do titracni nadobky se piesné navazi asi 100 mg vzorku, ptida se 50 ml vody (4) a obsah
se krouzivymi pohyby dobie promicha. pH roztoku se upravi na hodnotu 7,8. K tomu
se pouzivd bud’ roztok hydroxidu sodného (10) nebo roztok kyseliny sirové (6). Potom
se pfidd 10 ml roztoku jodistanu sodného (8), nadobka se piikryje hodinovym sklickem,
umisti se do temna a necha se stat 30 min. Poté se piidaji 2 ml roztoku polyethylenglykolu
(12) a necha se stat za stejnych podminek dalSich 20 min. Po uplynuti této doby se titruje
na titratoru odmérnym roztokem hydroxidu sodného (10). Slepy pokus se provede stejnym
postupem, ale bez navazky vzorku.

Poznamky

2 Kvalita roztoku jodistanu se casem meni. Miize se prezkouset nasledujicim zpusobem:
Pipetuje se 10 ml roztoku jodistanu sodného (8) do 250ml odmérné banky, doplni
se vodou (4) po znacku a dukladné se promicha. Do titracni banky se navazi 500 mg
glycerolu (14), prida se 50 ml vody, ditkladné se promicha a prida se pipetou 50 ml
zredeného roztoku jodistanu sodného (8). Necha se stat 30 min. Pridad se 5 ml kyseliny
chlorovodikoveé (16), 10 ml roztoku jodidu draselného (18), promicha se krouzZenim
a prida se 100 ml vody. Titruje se odmernym roztokem thiosiranu sodného (20)
za pouziti Skrobu (21) jako indikatoru do vymizeni modrého zabarveni. Stejnym
zpusobem se provede slepé stanoveni s 50 ml vody bez glycerolu. Z obou spotieb
se vypocte pomer. Pocet ml odmeérného roztoku spotrebovaného na titraci glycerolu
se vydeli poctem ml na titraci slepého pokusu. Je-li pomer v rozmezi 0,750 az 0,765,
Jje jodistanovy roztok v poradku a vyhovuje pozadavkim analyzy.

2.3.2.4 Vypocet a vyjadiovani vysledki

K vypoctu ptesné koncentrace titracniho ¢inidla i obsahu glycerolu ve vzorcich se vyuziva
software automatického titratoru.

Obecné plati, ze pii oxidaci glycerolu jodistanem odpovidd jeden mol glycerolu jednomu
molu kyseliny mravenci, ktera je potom titrovana hydroxidem sodnym.

Pro vypocet obsahu glycerolu (%) plati

X=(Vi—-V;,) x¢x%x9,209/m

kde
X je obsah glycerolu ve vzorku (%),

Vi spotfeba odmérného roztoku hydroxidu sodného pfi vlastnim stanoveni (ml),

A\ spotfeba odmérného roztoku hydroxidu sodného pfi slepém stanoveni (ml),



c ptresna koncentrace odmérného roztoku hydroxidu sodného (mol/l),

m hmotnost vzorku (g).

24 Diskuse a vysledky

2.4.1 Stanoveni obsahu vody

Tabulka 1 uvadi vysledky opakovaného desetindsobného méieni vzorku 1, 2 a 3. Obsah vody

ve vzorcich se vyrazné lisil a pokryval cely koncentra¢ni rozsah v analyzovanycch vzorcich.

Tabulka 1. Vysledky méfeni vzorki 1, 2, 3.

Vaorek Obsah H,O
(“o)
1 1,381 | 1,678 | 1,491 | 1,322 | 1,414 | 1,371 | 1,358 | 1,354 | 1,415 | 1,241
1 1,373 | 1,362 | 1,358 | 1,389 | 1,381 | 1,404 | 1,376 | 1,412 | 1,411 | 1,402
2 15,982 | 15,804 | 16,156 | 16,115 | 16,162 | 16,122 | 16,013 | 15,989 | 16,104 | 16,099
2 15,856 | 15,89 | 15,772 | 15,838 | 15,791 | 15,804 | 15,909 | 15,731 | 15,849 | 15,82
3 39,82 | 39,747 | 39,878 | 39,861 | 39,915 | 39,906 | 39,836 | 39,893 | 39,807 | 40,037
3 39,74 | 39,886 | 39,951 | 39,645 | 39,65 | 39,989 | 39,882 | 39,764 | 40,065 | 39,789

Hodnoty uvedené v tabulce 1 byly statisticky zpracovany pomoci software Efti validation.

Vysledky zpracovani jsou uvedeny v tabulkach 2 a 3.

Tabulka 2. Statistické vyhodnoceni — opakovatelnost.

ANALYTICKA METODA: - krmiva - stavoveni vody v glycerolu - titrace -
VALIDACE: Pina validace

EffiChem
your validation software

PARAMETR: Opakovatelnost: po Urovnich z vicendsobného méfeni

VALIDOVANA VLASTNOST: List 4

VYHODNOCENI:

Uroven Popis Pramér Opakovatelnost Rel. Opakovatelnost n
1 vzorek 1 1,37974 0,04886 3,52706 19
2 vzorek 2 15,9403 0,14438 0,90575 20
3 vzorek 3 39,85305 0,1128 0,28304 20

Zavér: Opakovatelnost analytické metody je 0,11023 jednotek, tj. 2,07 %.




Tabulka 3. Statistické vyhodnoceni — nejistota.

EffiChem

your validation software

ANALYTICKA METODA:

VALIDACE:
PARAMETR:

Nejistoty

- krmiva - stanoveni glycerolu - titrace - 26.2.2

Nejistoty: z pfesnosti - vicenasobna méfeni k dispozici

VALIDOVANA VLASTNOST: List 1

VYHODNOGCENI:

Charakteristika Hodnota
Vypo&tend hodnota 7473167
5t. nejistota 0.49086
Rel. st. nejistota (%) 0,65683
Faktor pokryti 2
Rozsifena st. nejistota 0,98172
Rel. rozdifena nejistota 1,31367

Zavér: Rozsifena st. nejistota je 0,98172. Relativni rozéifena nejistota je 1,31 %.

Spravnost metody byla ovétena ucasti laboratoie v nékolika kruhovych testech.

2.4.2  Stanoveni obsahu glycerolu

V tabulce 4 jsou uvedeny vysledky desetindsobného méfeni vzorkti 1595, 1594 a glycerolu

(14). Koncentra¢ni rozsah métené slozky pokryvd cely ocekavany koncentracni rozsah

u realnych vzorkd.

Tabulka 4. Vysledky méfeni vzorki 1595, 1594 a glycerolu.

Obsah glycerolu
Vzorek
(“o)
1595 37,843 | 36,47 | 38,296 | 38,409 | 38,994 | 38,754 | 37,441 | 38,484 | 37,308 | 37,542
1594 85,641 | 85,746 | 85,472 | 86,044 | 85,56 | 86,157 | 85,713 | 85,608 | 85,991 | 16,099
Glycerol | 99,973 | 100,65 | 100,42 | 100,17 | 100,82 | 100,64 | 100,34 | 100,65 | 100,43 | 100,34

Hodnoty uvedené v tabulce 4 byly statisticky zpracovany pomoci software Efti validation.

Vysledky zpracovani jsou uvedeny v tabulkach 5 a 6.
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Tabulka 5. Statistické vyhodnoceni — opakovatelnost.

EffiChem

your validation software

ANALYTICKA METODA:
VALIDACE: Pina validace

PARAMETR:

- krmiva - stanoveni glycerolu - titrace - 26,2.2

Opakovatelnost: po urovnich z vicenasobného méfeni

VALIDOVANA VLASTNOST: List 1

VYHODNOCENI:

Uroven Popis Priimér Opakovatelnost Rel. Opakovatelnost n
1 1585 37,9541 077397 2,03923 10
2 1594 85,7989 0,24206 0,28212 10
3 standard 100,442 0,25537 0,25425 10

Zavér: Opakovatelnost analytické metody je 0,49086 jednotek, tj. 1,20 %.

Tabulka 6. Statistické vyhodnoceni — nejistota.

EffiChem

your validation software

ANALYTICKA METODA:
VALIDACE: Nejistoty
PARAMETR:  Nejistoty: z pfesnos

VALIDOVANA VLASTNOST: List 1

- krmiva - stanoveni glycerolu - titrace - 26.2.2

ti - vicenasobna méfeni k dispozici

VYHODNOGCENI:

Charakteristika Hodnota
Vypo&tend hodnota 7473167
5t. nejistota 0.49086
Rel. st. nejistota (%) 0,65683
Faktor pokryti 2
Rozsifena st. nejistota 0,98172
Rel. rozdifena nejistota 1,31367

Zavér: Rozsifena st. nejistota je 0,98172. Relativni rozéifena nejistota je 1,31 %.

Spravnost metody byla ovéiena casti laboratoie v nékolika kruhovych testech.

3 Z7.avér

V ramci této prace byla v labotatofi zavedena Karl Fisherova titratni metoda na stanoveni

obsahu vody v surovém glycerolu a titraéni metoda na stanoveni obsahu glycerolu v surovém

glycerolu. Obé metody poskytuji spravné a presné vysledky.
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Zavedeni metody pro testovani chemikalii pomoci testu

s vyuzitim dravého roztoce Hypoaspis aculifer

Martin Vana

Usttedni kontrolni a zkuSebni ustav zemédé€lsky, Narodni referenéni laboratof,
Oddéleni mikrobiologie a biochemie, Hroznova 2, 656 06 Brno
martin.vana@ukzuz.cz

1 Uvod

Ekotoxikologické testy jsou nespecifické, to znamend, ze piedstavuji komplexni pohled
na toxické ucinky vsech latek pritomnych v testovanych vzorcich bez nutné blizsi znalosti
jejich slozeni ¢i chemické struktury. Tato nespecificnost ma své klady, ale 1 zapory. Hlavnim
pozitivem je rychlé¢ a informativni zhodnoceni danych vzorkii. V téchto ptipadech hraje
dilezitou roli ¢as, nebot’ je na prvnim misté¢ nutno ovéfit moznou toxicitu vzorku. Podrobna
chemicka analyza je zalezitost dlouhodobé¢jsi a pfedev§im nakladnéjsi. U vzorku obsahujiciho
vice latek neni mozné odhadnout, natoz urcit, jeho toxické ucinky pouze na zékladé
chemického slozeni. Latky obsazené ve vzorku mohou navic mezi sebou vzdjemné

interagovat a zvySovat svoji toxicitu.

V soucasné dobé¢ jsou v laboratotich odd€leni mikrobiologie a biochemie OMB zavedeny
a uspésné aplikovany testy s chvostoskoky, roupicemi a rostlinami. Zavedeni testu s dravymi
rozto€i roz$ifilo stavajici baterii testl o organismus stojici na konci potravniho fetézce

(predatora).

Cilem prace bylo zavedeni a optimalizace reprodukéniho testu s dravymi rozto¢i Hypoaspis
aculeifer dle OECD 226 pomoci nasledujicich krok:

(1) zajisténi pristrojového vybaveni (extrak¢ni zatizeni),

(i1))  obstarani chovné kultury dravych roztoct a kultury krmnych roztocu,

(iii))  optimalizace extrakcnich teplot a vytéznost extrakce,

(iv)  test referencni latky.

13



2

Princip

Metoda je urcena k detekci potencidlniho vlivu agrochemikalii (napt. pfipravky na ochranu

rostlin, hnojiva) na schopnost reprodukce jedincti roztoce Hypoaspis aculeifer po jednorazové

aplikaci testovaného pripravku. Test probihd minimalné pfi Sesti koncentracich daného

piipravku. Koncentrac¢ni fada vychéazi z maximalni davky doporucené pro aplikaci na padu,

kterd je uprostied sledované koncentracni Skaly. Soucasti testu je i kontrolni varianta

neoSetfend testovanym piipravkem. Test trva 14 dni a na jeho konci se vyhodnoti mortalita

dospélct a vliv na reprodukci.

3.1

10
11
12

13

Material a metody

Piistroje a pomiicky

Testovaci sklenéné nadoby (150 —200) ml.
Extrak¢ni nadoby.

Sito o jmenovité délce ok 2 mm.

Nadoba na michani artificialni ptdy.
Michacka na artificialni padu.

Ristova komora vytemperovand na 20 °C, osvit 400 lux — 800 lux.
pH metr.

Ptedvazky, ptesnost 0,01 g, vazivost do 200 g.
Srotovaci zafizeni na rozsekani raseliny.
Binokular.

Dokumentacni zafizeni.

Mrazék (— 20 °C).

Extrakéni zafizeni vlastni vyroby (obr. 2). Rozméry extrakéniho zafizeni jsou
(95 x 180 x 90) cm (v x § x h). Konstrukce i plast’ extrak¢niho zafizeni je povrchoveé
upravena pozinkovanim proti korozi. VSechny stény jsou izolovany polystyrenovymi
deskami o tloust'ce 3 cm. Pfedni ¢ast je odnimatelnd pro lepsi pfistup a umistovani
extrakénich nadobek. V horni ¢asti extraktoru pod vikem jsou na konzole umistény

infracervené zarovky (100 W) ve dvou ftadach po ctyfech. Intenzita Zzarovek
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3.2

14

15

16

17

18

19

1

je regulovatelna reostatem. Vzdalenost mezi infraervenymi zarovkami a nerezovym
platem s otvory pro extrak¢ni nadobky je 50 cm. V nerezovém platu pro extrakcni
nadobky je vykrouZzeno 25 otvordl o priméru 8 cm a jeho vySka je nastavitelna. Plato
je zespodu izolovano také polystyrenovymi deskami proti zvySovani teploty
ve spodni ¢asti extrakéniho zafizeni. Na dné extrakéniho zafizeni je umisténa chladici
deska. Vzdalenost mezi chladici deskou a platem je 10 cm. Chladici deska je tvofena
nerezovym plechem a zespodu je stocena plastova hadicka ve tvaru $neci ulity. V této
hadicce koluje studena voda chlazena v chladicim zafizeni primérné ur¢enym do
restauracnich zafizeni. Teplota vody je regulovatelnd na tomto zafizeni. Voda je
v chladicim okruhu hnand malym cerpadlem. Pokud je pozice pro extrakéni nadobku

v platé béhem extrakce neobsazena, je zaslepena polystyrenovou zatkou.
Lux-metr.
Pocitadlo, Stétecek.
Nastavitelné automatické pipety 0,2 ml az 1 ml; 1 ml az 5 ml.
Parafilm.
Synchronizovana kultura rozto¢e Hypoaspis aculeifer.

Plastové krabicky s pevné uzaviratelnymi viky libovolné velikosti praméru asi

10 cm.

Chemikalie

Artificidlni ptda ("bila" vrchni raselina — velikost ¢astic 2 mm + 1 mm, kiemenny
pisek — 50 % velikosti zrnek v rozmezi 0,05 mm — 0,2 mm, kaolin - Sigma, CaCOs —

uprava pH).
Zasobni roztok testované latky (testovana ptuda).
Destilovana voda na ovlhéeni.
Pélena sadra.
Aktivni uhli.
Chlorid draselny, c(KCl) = 1 mol/l.
Priprava: 74,6 g KCl se rozpusti ve vod¢ a doplni vodou na 1000 ml.

Denaturovany lih fedény vodou v poméru (4 : 1), (v/v).
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8  Dusi¢nan draselny, KNOs, nasyceny roztok.

9  SusSené rozdrcené pivovarské kvasnice.

4 Pracovni postup

Postup je zaloZen na standardizované metodé OECD 226.

4.1 Piiprava artificialni pidy (AP)

Artificidlni piida se sklada z kfemenného pisku o velikosti zrnek 0,05 mm — 0,2 mm, kaolinu
(Sigma), presaté raseliny o velikosti ¢astic 2 mm £ 1 mm a CaCOs, ktery slouzi k apravé pH
artificidlni pidy na 6 £ 0,5. Presata raselina (pro testovani s roupicemi se pouziva svétla
raSelina) se defaunizuje hlubokym zamrazenim na —80 °C nebo tfikrat necha zmrznout
pii —20 °C a pfi laboratorni teploté se necha opakované rozmrznout. Kiemenny pisek, kaolin,
raSelina se smichaji v hmotnostnim poméru (74 : 20 : 5). Artificidlni pida se nechd den
odlezet v laboratornich podminkach a zméii se pH. Pokud je potfeba, pH se upravi
uhli¢itanem vapenatym na hodnotu 6 + 0,5. Necha se dalsi 3 dny odlezet a pak se znovu ovéti

hodnota pH. V AP se zméii také WHC (maximalni vodni kapacita) a suSina.

4.2 Priprava synchronizace

Do testu je potieba nasadit stejné staré jedince, a proto se provadi synchronizace. Hypoaspis
aculeifer se chova v plastovych krabi¢kach o priméru asi 10 cm. Chovny substrat tvoii smés
sadry (4) a aktivniho uhli (5) v hmotnostnim poméru (8 : 1) az (10 : 1). Chovny substrat
ve formé prasku se ovlh¢i destilovanou vodou (3) az do uplné saturace (napt. 240 g sadry (4),
30 g aktivniho uhli (5) a 200 ml vody (3)). Poté se opatrn¢ pieleje do chovné nadoby
(asi po 60 g). Smes by méla tvofit asi lem vrstvu na dné. Chovny substrat je nutné udrzovat
dostate¢né vlhky. Do substratu se po zatvrdnuti udélaji dvé tfady direk po obvodu (substrat
se nesmi upln¢ propichnout), kam rozto¢i kladou vajicka. K ovlhéeni se pouzije pasteurova
pipeta a destilovana voda (3). Voda se ptikapava, dokud se rychle vsakuje. Na novy ovlhceny
substrat se premisti vlhkym S$téteCkem dospéli jedinci (180 samic a 20 samcti = zalozeni
synchronizace). Dospélci se v pribéhu kladeni vaji¢ek nekrmi. Po 2 dnech se dospéli jedinci
odstrani. Po odstranéni dospélcii zlstdvaji v kultivacni naddobé jen vajicka. Asi 2 dny

po zalozeni synchronizace se lihnou prvni juvenilové. Zaznamena se den vylihnuti (objeveni)
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prvnich juvenilii. Pokus se zaklada 28 az 35 dni od doby, kdy dospélé samice zacaly klast

vajicka.

4.3 Experimentalni usporadani

Test slouzi ke zjisténi mortality dospélych jedincti a vlivu na reprodukci. Test trva 2 tydny.

Na konci testu se hodnoti mortalita a vliv na reprodukci. Vypocita se mnozstvi AP, které

se bude potfebovat na test. Pii pfipraveé koncentracni fady se nedoporucuje volit fedici krok

vysS§i nez 2.

1. Pro NOEC (No observed effect concentration — koncentrace, pii které neni
pozorovan nezadouci efekt) pristup by se mélo pouzit alesponn 5 koncentraci
v geometrickych sériich po 4 opakovanich + 8 kontrol.

2. Pro ECx (Effect concentration — u¢inna koncentrace, pii které se projevi uc€inek
u x % sledované populace) pfistup se pouzije az 12 koncentraci po 2 opakovanich
+ 6 kontrol.

3. Pro smiSeny pfistup by se mélo pouzit 6 az 8 koncentraci v geometrickych fadach
po 5 opakovénich + 5 kontrol.

Na kazdé opakovani je potieba 20 g such¢ AP. Od kazdé koncentrace a kontroly se zaklada

jesté jedno opakovani pro méfeni pH a aktudlni vlhkosti. Spotieba AP se vypocte podle

zvoleného designu.

4.4 Stanoveni WHC

Pokud neni zndma maximalni vodni kapacita (WHC) dan¢ artificialni ptdy, musi se pied

testem zjistit (viz JPP AP III, Stanoveni maximalni vodni kapacity).

4.5 Stanoveni pH

pH se méii na zacatku a konci testu. pH se méii v suspenzi pidy a KCI (¢ = 1 mol/l)

v objemovém pomeéru 1 : 5.

4.6 Rozdéleni AP do testovacich nadob, predvlhceni

Jeden az tii dny pfed zacatkem testu se ovlh¢i celkové mnoZstvi AP na 20 % az 50 % WHC
(ovlhcuje se jen v piipade, kdy se netestuje zadna toxicka latka, pokud se testuje toxicka latka,

postup dale). V den pokusu se zvazi nadoby s celkovym mnozstvim AP a doplni
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se pripadny ubytek vody. Piipravend AP se rozvazuje po 20 g suché hmotnosti do sklenénych
testovacich nadob. Od kazdé varianty se zaklada také nadoba pro kontrolu kone¢ného pH
a vlhkosti. VSechny nddoby se uzaviou a umisti do ristové komory. Plida v testovacich

nadobach by neméla byt udusana kviili volnému pohybu Zivocichii.

4.7 Rozdéleni AP do testovacich nadob, predvlhceni

Jeden az tfi dny pred zaCatkem testu se pripravi zdsobni roztok testované latky (= nejvyssi

koncentrace) a fedici fadou se ziskd niz$i koncentrace testované latky. Podle rozpustnosti

testovanych latek se musi liSit jejich aplikace na AP (rovnomérné se pipetou zakapava AP
ve sklenickach):

1. Ve vodé rozpustné latky se rozpusti v destilované vode. MnozZstvi roztoku se spocita
tak, aby se dosahlo pozadované koncentrace a vysledné vlhkosti pidy (dovlhéeni
na 20 % az 50 % WHC).

2. Pro latky nerozpustné ve vodé, ale rozpustné v organickych rozpoustédlech,
se pouzije t€¢kaveé rozpoustédlo (dichlormetan, cyklohexan, aceton, hexan). Roztokem
rozpoustédla a testované latky se rovnomérné zakapne AP ve sklenickach a necha
se pfes noc odparit v digestofi. Aplikace se tedy provadi den pied zaCatkem testu.
Nepredvlhéuje se, ptida se ovlh¢i najednou na 20 % az 50 % WHC az po odpareni
rozpoustédla. V kazdém opakovani musi byt stejné mnozstvi rozpoustédla, aby
nedoslo k ovlivnéni vysledki. Je také nutné zaloZzit kontrolni sadu na pouzité
rozpoustédlo, aby se zjistilo, zda samo rozpoustédlo neni pro roupice toxické.

3. Pro latky nerozpustné ve vod¢ ani v organickych rozpoustédlech se testovana
navazka mize vmichat piimo do testovaciho substratu, pokud to povaha testované
latky dovoli. Pokud neni mozné pifimé vmichani, pouzije se smés 10 g jemn¢ mletého
industridlniho kfemenného pisku nebo 10 g suchého plidniho substratu a mnozstvi
testované latky potfebné k ziskani pozadované koncentrace. Peclivé se vSe promicha.

Dovlhéi se na 20 % az 50 % WHC.

4.8 Vlastni postup testu

26 az 33 dnl po objeveni juvenilli v synchronizaci se pomoci vlhkého Stétecku premisti
10 samic do sklenicky s ovlhc¢enou pidou. Do stfedu sklenicky se pfidd malé mnoZzstvi
krmnych roztocl. Nadobky se oznaci lihovym fixem, zvazi se a zapiSe se hmotnost kvuli

ubytku vody. Testovaci nadoby se vazi bez parafilmu. Nadobka se uzavie parafilmem nebo
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potravinarskou folii a gumickou a prodéravi kvali vyméné plynt. Sklenicky se ulozi
v ndhodném uspotfadani do ristové komory vytemperované na 20 °C = 2 °C, s osvitem
400 luxt — 800 luxt. Svételny rezim je nastaven na pomér (16 : 8), (svétlo : tma). Potrava
se dodava do testu stejné¢ jako v chovech v podobé krmnych roztoc¢i. Krmni roztoci
se pridavaji do skleniek s dravymi rozto¢i kazdy tyden. V pribéhu testu se kazdy tyden
pievazuji testovaci nadoby kvuli ubytku vody. Nejprve se ptidaji krmni roztoci a pak teprve
se doplni ubytek vody mimo krmné roztoce. Provétrava se kazdy tyden pii dovlhéovéni.

Testovaci nadoby opét se umisti v ndhodném uspotadani zpét do rastové komory.

4.9 Kontrola vlhkosti

Ubytek vody se sleduje vazenim nadob pfi zaloZeni a nasledn& kazdy tyden. Pi ubytku vody

se voda doplni.

4.10 Vyhodnoceni testu, po¢itani dospélct a juvenilu

Test se vyhodnoti 14 dnil po jeho zaloZeni. Vyhodnocuje se mortalita dospélcli a reprodukce
prostfednictvim poctu noveé vylihnutych juvenild. K tomuto ucelu se pouziva teplotni
extrakéni metoda. Jedinci rozto¢l se premist’uji z prostoru s vyssi teplotou do prostoru o nizsi
teploté, kde se jimaji. Obsah testovaci nadoby se vysype do extrak¢éni nddoby opatfenou
sitkem vespod, aby rozto¢i mohli prolézat v disledku teplotniho gradientu (obr. 1). Testovaci
nadobka se vyplachne 70% alkoholem (7), ¢imz se usmrti a zafixuji rozto€i pfichyceni
na sténach naddoby a uzavie se vickem. Tito roztoci se pfictou k vyextrahovanym roztoctm.
Extrakéni nadobky se umisti do extraktoru (obr. 2) a zapne se chlazeni ve spodni Casti
a infracervené zarovky umistnéné v horni céasti extraktoru nad extrakénimi nadobkami
s testovanou ptidou. Teplota ve spodni ¢asti extraktoru by se méla pohybovat v rozmezi 15 °C
az 20 °C.

Prvni teplotni krok je 25 °C az 27 °C po dobu 24 h, teplota se méfi teplotnim cidlem
v extrakéni nddobce s testovacim substratem bez roztocl. Nasledné se teplota zvysi na 35 °C
az 37 °C po dobu 20 h. Posledni teplotni krok je zvySeni teploty na 45 °C az 47 °C po dobu
4 h. V pribéhu zvySovani teploty roztoCi prechdzeji z teplejSiho prostfedi do chladnéjsiho
prostfedi, kde je umisténa jimaci nadobka na roztoce. Po ukonceni extrakce (48 h)
se do jimaci nadobky piida 70% alkohol (7), uzavie se vickem po dobu 1 h a tim se zafixuji

a usmrti rozto¢i. Pomoci dokumentacniho zafizeni se pofidi snimky a spoctou se dospélci
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a poté juvenilni stadia rozto¢d. Diilezitou podminkou extrakce je jeji efektivnost, ktera by
se méla pohybovat nad 90 %. Efektivnost extrakce se testuje minimalné€ 1 x ro¢né.

Z ptfedem urcené kontroly (bez organismtl, bez testovaci latky) se zméti pH a aktudlni vlhkost

artificialni pady.

rakéni nadobk

sitko

aci nadobka

a + aktivni u

Obrazek 1. Extrakéni nadoba.

. Vrchni viko

. Pfedni viko

. InfraCervené zarovky
. Extrakéni plato

. Chladici prostor

AN N AW N

. Prostor se zvySenou
teplotou

7. Tepelna izolace

Obrazek 2. Extrakéni komora.
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4.11 Vyhodnoceni dat

Data se vyhodnoti dle postupu pro vyhodnoceni ekotoxikologickych testll. Data se statisticky
vyhodnocuji a graficky zpracovavaji pomoci programu ToxRAT (ToxRat Solutions
GmbH, Alsdorf, Némecko). Vypocte se EC,, ECso, LOEC a NOEC. ECs se stanovuje logit

regresi.

4.12 Referenéni latka

Jednou ro¢né se rozto€i testuji na referencni latku, zda laboratorni podminky neovlivnily
citlivost testovanych organismii. Referencni latkou je dimethoat nebo kyselina borita.
ECso (reprodukce) by se méla pohybovat v rozmezi 3,0 mg dimethoatu/kg az 7,0 mg
dimethoatu/kg susiny a pro kyselinu boritou 100 mg/kg az 500 mg/kg kyseliny borité

na susinu.

4.13 Laboratorni chov roztoce (Hypoaspis aculeifer)

4.13.1 Pracovni postup

Hypoaspis aculeifer se chova v plastovych krabi¢kach o priiméru asi 10 cm. Chovny substrat
se pripravi dle kapitoly 4.2. Chovné nddoby museji byt pevné uzavieny dvéma viky. Chovné
nadoby srozto€i se uchovavaji ve tmé v termostatu pii cca 20 °C. Chovny substrat
se vymenuje jednou za Sest tydnd. Kvuli pevné uzavienym naddobam je nutné chov vétrat
minimaln¢ dvakrat tydné. Chov se krmi dvakrat az tiikrat tydné malym mnozstvim krmnych
rozto¢ Tyrophagus putrescentiae nebo roupicemi a chvostoskoky. Aby nedoslo
k pfemnozeni krmnych roztoc¢l, méla by byt potrava aplikovand v malém mnoZstvi

v Castéjsich intervalech (dvakrat az tiikrat tydng).

4.13.2 Kontrola vlhkosti

Pasteurovou pipetou se na povrch substratu kdpne destilovana voda. Pokud dojde
k okamzitému vsaknuti vody do substratu, piikapava se voda do substratu, dokud se voda

vsakuje. Povrch substratu by se nemél lesknout.
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4.13.3 Chov krmného roztoce Tyrophagus putrescentiae

Tyrophagus putrescentiae se chova ve sklenénych nadobkach o priméru asi 10 cm. Tyto
nadobky jsou umisténé ve veétsi nadobé a prostor mezi nddobami vyplituje nasyceny roztok
KNO; (piekazka proti tniku). Krmni rozto¢i se krmi dvakrat tydné a jednou za tii tydny
se jejich mnozstvi zredukuje na polovinu. Chovné nadoby s roztoc¢i se uchovavaji ve tmé
v termostatu pii cca 20 °C. Chov se krmi suSenymi drcenymi pivnimi kvasnicemi (dopln¢k

stravy pro driibez a zvitata).

5 Vysledky a diskuse

5.1 Zavedeni chovi Hypoaspis aculeifer a Tyrophagus putrescentiae

Zékladem uspéchu u veskerych testl s zivocichy jsou zdravé, prospivajici a reprodukce
schopné chovy. Chovy roztoc¢l byly ziskany zlaboratoii ECT Oekotoxikologie GmbH,
Florsheim v Némecku. Rozto¢i Hypoaspis aculeifer (obr. 3, 4) se chovaji ve stejnych
podminkach jako jiz dfive zavedené chovy s chvostosky Folsomia candida. Nejobtiznejsi
pii zavadéni chovil bylo nalézt vhodné krmeni pro krmné roztoCe Tyrophagus putrescentiae.
V laboratotich ECT se pouZivaly pro krmeni krmnych rozto¢i nedrcené pivovarské kvasnice
pouzivané jako doplngk lidské stravy. V CR nebylo moZné tyto kvasnice koupit. Z toho
divodu byly jako vhodny ekvivalent zvoleny krmné susené drcené pivovarské kvasnice
slouzici jako dopln€k stravy pro hospodarska zvitrata, které se svym slozenim a obsahem
vitamind podobaji kvasnicim z laboratoti ECT. Po namnoZeni a roz$ifeni chovu dravych
rozto¢t bylo uspésné vyzkouseno zalozeni nckolika synchronizavanych kultur potfebnych

pro zacatek testovani.

28d 35d

Deuteronympha < Dospélec * Nasazeni do testu ¢
Vyvoj vejce
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Obrazek 3. Vyvoj rozto¢e Hypoaspis aculeifer.
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Obrazek 4. Vyvojova stadia Hypoaspis aculeifer.

5.2 Optimalizace extrak¢nich teplot a vytéZnosti extrakce

Klicovym krokem testu je extrakce rozto¢i ztestovaciho substratu. Extrakce probiha
na zéklad¢ teplotniho gradientu. Rozto¢i prolézaji z extrakénich nadob s testovacim
substratem do jimacich nadobek pii postupné se zvysujici teploté 25 °C az 47 °C v pribéhu
3 dni, pficemz spodni Cast extrak¢éni komory je kontinualné chlazena v rozmezi teplot 15 °C
az 20 °C. V laboratornich podminkach bylo nutné vyzkouSet nastaveni extrakéni komory
a proméfit teploty v jednotlivych krocich extrakce nastavenim intenzity osvitu infracervenymi
zarovkami. K dosazeni spravnych extrak¢nich teplot bylo nutné zvolit spravnou pozici vika
tak, aby se vnitini prostor extrakéni komory neptehiival. Pro zvyseni teploty se zvysi intenzita
osvitu infracervenymi Zarovkami a zaroveil zmensi mezera mezi vikem a okrajem extrakcni
komory. Po optimalizaci nastaveni extrak¢nich teplot se pfistoupilo k extrakci roztocu.
Extrakce probehla ve dvou bézich vzdy v 5 opakovanich. Do 5 testovacich nadob s artificialni
pudou bylo zavedeno po 50 jedincich. Vysledky extrakce se pohybovaly ve stanoveném

rozmezi 90 % az 100 %.

53 Test referencni latky

Pro ovéteni funkEnosti celé metody byl proveden test s kyselinou boritou. Pro tuto referencni
latku je ECso (reprodukce) stanovena v rozmezi 100 mg/kg az 500 mg/kg kyseliny borité
na susinu testované pidy. Kyselina byla aplikovana na artificialni ptidu v koncentra¢ni fadé
(10; 50; 100; 250; 500; 750; 1000) mg/kg kyseliny na suSinu pudy. Z divodi mensiho

mnozstvi  jedinci v synchronizovanych kulturdch byl snizen pocet opakovani
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na 3 zdoporu¢ovanych 5. Po vyhodnoceni testu byla ECsy vypocltena pomoci software
ToxRat, hodnota Cinila 159 mg/kg kyseliny borité na suSinu pudy (obr. 5, tab. 1). Namétena

hodnota ECsy se nachazela v mezich stanoveného intervalu.
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Obrazek 5. Statistické vyhodnoceni H3BO; s dravym roztoéem Hypoaspis aculeifer

s vyznacenou hodnotou ECs.

Tabulka 1. Souhrnna tabulka ekotoxikologickych indexii.

Parameter ECo EC, ECs,
Hodnota (mg/kg) 34,0 60,0 159
Dolni 95%- 14,3 32,3 117
konfiden¢ni interval
Horni 95%- 54,4 86,0 209
konfiden¢ni interval
Dolni 99%- 9,80 24,5 99,6
konfiden¢ni interval
Horni 99%- 79,5 113 246
konfiden¢ni interval

Stanovend hodnota NOEC byla 10 mg/kg, LOEC 50 mg/kg.
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6 Zavér

Byla zavedena metoda pro testovdni chemikalii pomoci testu s vyuzitim dravého roztoce
Hypoaspis aculifer. Metoda bude pouzita pro testovani vlivu agrochemikalii
na zemédélskou padu.

7 Literatura

1. OECD 226, Predatory Mite (Hypoaspis (Geolaelaps) Aculeifer) Reproduction Test
in Soil, 2008.
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Vyuziti metody gelové permeac¢ni chromatografie

pro stanoveni polycyklickych aromatickych uhlovodiki

Sdrka Plhalovd, Milo§ Rychly, Ivana Veverkovi

Ustiedni kontrolni a zkuSebni tGstav zemd&délsky, Narodni referenéni laboratof,
Regionalni oddéleni Opava, Jaselska 16, 746 23 Opava

sarka.plhalova@ukzuz.cz

1 Souhrn

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAHs) se po extrakci vzorkl acetonem a pieciSténi
na SPE kolonkéach (extrakce na pevné fazi) stanovuji metodou vysokouc¢inné kapalinové
chromatografie s fluorescenéni detekci. Divodem odzkouseni techniky gelové permeacni
chromatografie byla Spatna prichodnost a v nékterych piipadech az neprtichodnost SPE
kolonek u problematickych matric jako jsou kaly a nékteré typy rostlinného materialu. Cilem
prace bylo vyzkouSet piecistovaci postup pomoci gelové permeacni chromatografie

s vyuzitim sbérace frakci na souboru vzorkl pud, kall a rostlin.

2 Uvod

Gelova chromatografie (gel permeation chromatography GPC, size exclusion chromatography
SEC) je specialni druh kolonové kapalinové chromatografie. Je to metoda separacni a Cistici.
Stacionarni faze je tvofena poréznimi gelovymi Césticemi s definovanou velikosti port.
Princip separace na gelové koloné je zaloZen na distribuci molekul analytu v zavislosti na své
velikosti (svych stérickych rozmérech) a velikosti portd gelu. Zatimco velké molekuly
nemohou proniknout do pord gelu a jsou undseny mobilni fazi, malé molekuly difunduji
do pért gelu a jsou tak zpomalovany oproti molekulam velkym. Latky se eluuji z kolony
podle klesajici molekulové hmotnosti. Na vlastnosti gelu jsou velmi vysoké pozadavky.
Matrice gelu musi byt vici chromatografovanym latkdm inertni, musi byt také inertni vici
mobilni fazi a odolnd pti zvySené pracovni teploté. Béhem chromatografie se nesméji

rozkladat a uvolnovat produkty rozkladu. Gely vyuzivané pro chromatografii jsou v zasadé
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dvojiho typu — xerogely a aerogely. Xerogely jsou tvofeny makromolekulami s pdry urcité
velikosti. V pouzitém rozpoustédle tyto gely bobtnaji na objem, ktery je mnohonasobné vétsi
neZ puvodni. Jejich nevyhodou je, Ze pii zméné rozpoustédla miize dojit ke zhrouceni
pivodné nabobtnalého gelu. Z komeréné dodavanych xerogelid je to napi. Sephadex G,
Bio-Gel, Bio-Beads. Aerogely jsou tvofeny matrici s pevnou inertni strukturou, jez obsahuje
pory urcité velikosti, které jsou v suchém stavu naplnéné vzduchem. Aerogely lze pouzit
v kombinaci s jakymkoliv rozpoustédlem, které nebude atakovat jejich skelet. Pfi naplnéni
kolony nedochéazi k objemovym zménam, rozpoustédlo vytésni vzduch z port gelu, pficemz
vlastni matrice nebobtnd. Predstavitelem tohoto typu gelu jsou rizné¢ modifikované silikagely
nebo porovita skla.

Dal§im kritériem pfti klasifikaci geld je jejich afinita k vod€. Z tohoto hlediska se gely
rozdeluji na hydrofilni (napt. dextranovy gel Sephadex G, agardsové gely, polyakrylamidové
gely), které se vyuzivaji pro separaci latek rozpustnych ve vodé, a na hydrofobni, které jsou
vhodné pro praci v prostiedi organickych rozpoustédel a pouzivaji se k analyzam syntetickych
makromolekuldrnich latek. Predstavitelé tohoto typu naplni jsou styren-divinylbenzenové gely
(Styragel, Poragel, Bio-Beads S), zesiténé akrylatové gely a polyvinylacetatové gely.

Gelova permeacni chromatografie je vysoce efektivni post-extrakéni Cistici metoda.
Umoznuje separovat latky, jako jsou pesticidy, polychlorované bifenyly ¢i polyaromatické
uhlovodiky od interferujicich piirodnich latek — lipid, polymerti, proteind, ptirodnich
pryskyfic, bunécnych komponent a steroidll.. Je idealnim feSenim pro pred¢isténi vzorkl
z Sirokého spektra matric, jako jsou potraviny, tkané, rostlinny material ¢i material z oblasti

kontroly kvality Zivotniho prostredi.

3 Material a metody

3.1 Princip metody

Polycyklické aromatické uhlovodiky v piidach, kalech a rostlindch se stanovi po extrakci
acetonem. Vysokomolekularni a lipofilni slozky se odstrani z extraktu napt. pomoci SPE nebo
gelové permeaéni chromatografie (GPC). PreciStény extrakt se zakoncentruje a analyzuje

se metodou HPLC na reverzni fazi s gradientovym prub¢hem eluce a fluorescencni detekei.
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Chemikalie

Acetonitril, HPLC grade.

50% acetonitril, ACN : H,O, (1 : 1), (V/V).

20% acetonitril, ACN : H,O, (20 : 80), (V/V).
Aceton, HPLC grade.

Propanol, HPLC grade.

50% metanol, (MeOH : H;0), (1 : 1), (V/V).
Metanol, HPLC grade.

Tetrahydrofuran (THF), HPLC grade.

Chloroform, HPLC.

20% propandiol v 2-propanolu.

Standard PAHs MIX v acetonitrilu, 100 pg/ml, Absolute Standards.
Pracovni standard PAHs v tetrahydrofuranu, 2 pg/ml.

Pristroje a pomiicky

Kapalinovy chromatograf Agilent 1100 s fluorescencnim a DAD detektorem.
Analyticka kolona Waters PAH C18, 5 um, (4,6 x 250) mm.
Vakuovy manifold.

Ultrazvukova lazen.

Horizontalni tiepacka.

Rotacni ttepacka.

Odstiedivka.

Rotac¢ni vakuové odparka Heidolph (RVO).

Sbérac frakei Gilson.

Gelova kolona Tessek, Bio Beads SX3, (8 x 500) mm.

SPE kolonky Strata C8, 500 mg/3 ml, Phenomenex.
Nastiikovy teflonovy filtr, 13 mm, 0,45 pm.

Pracovni postup

Postup extrakce a €iSténi extraktu na SPE u vzorkl pad (kall) je podrobn& popsén v JPP

Analyza pud II.

Postup cisticiho kroku pomoci GPC: 10 ml acetonového extraktu s pfidavkem cinidla (10)

28



se odpaii k suchu a rozpusti se ve 2 ml chloroformu (9). Tento chloroformovy extrakt
se prefiltruje ptes teflonovy nastiikovy filtr, aby se odstranily mechanické necistoty. 1 ml
chloroformového extraktu se nastfikne na GPC kolonu. Pomoci sbérace frakci se jima frakce
PAHs, ta se odpafi na RVO k suchu a pievede se do 3 ml tetrahydrofuranu (8). Po natfedéni

20% acetonitrilem (3) je vzorek ptipraven k nastfiku na HPLC kolonu.

3.4.1  Urceni elu¢niho profilu pro sbér frakce PAHs

Od 10. do 38. minuty bylo po 2 min odebrano 14 frakci o objemu 1,6 ml. Na zakladé
vyhodnocenych elu¢nich profil byla pro sbér PAHs stanovena frakce mezi 18. az 32.

minutou (obr. 1).

Obrazek 1. Eluéni profily pro 16 PAHs na koloné Bio-Beads SX3 v chloroformu.
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3.4.2 Vytézinost GPC kolony
Pomoci smésného standardu PAHs byla ovéfena vytéznost dané gelové kolony (10) na tfech

koncentra¢nich urovnich.
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Tabulka €. 1. VytéZnost GPC kolony pro PAHs.

PAH 0,0(60/1:)pm 0,2( (;:)[))m 0,4: (E)I;m
NAP 95,0 97,5 97,0
ANY 86,7 98,0 94,0
ANA 90,0 100,0 100,0
FLU 95,0 101,5 101,0
PHE 95,0 97,5 98,0
ANT 93,3 97,5 97,5
FLT 103,3 97,0 102,5
PYR 95,5 97,5 98.3
BaA 95,0 96,5 97,5
CHR 95,0 97,5 98,0
BbF 95,0 98,0 98,0
BKF 95,0 97,5 97,5
BaP 93,3 93,5 95,0
DBA 95,0 98,5 98,8
BPE 96,7 98,5 98,5
IPY 95,0 98,0 97,5

Vytéznost PAHs na GPC pro tfi koncentracni irovné se pohybuje od 86,7 % do 103,3 %.

4 Vysledky

41  Pudy

Cistici krok pomoci GPC byl odzkouSen na vnitrolaboratornim referenénim materilu

a CRM (tabulky €. 2 a 3) a byl porovnan s piecisténim na SPE kolonkéch.
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Tabulka ¢. 2. Puda VRM 934.

PAH SPE RSD GPC RSD
(ng/kg) (%) (ng/kg) (Y0)

NAP 6,550 9,5 6,060 12,6
ANY <20 - <20 -
ANA <5 - <5 _
FLU <4 - <4 -
PHE 25,32 6,3 25,57 12,7
ANT 6,130 7,6 5,690 13,3
FLT 49,30 2,7 48,34 9,2
PYR 39,21 3,2 37,62 7,1
BaA 18,10 49 18,57 3,5
CHR 23,66 5,8 23,66 9,5
BbF 20,44 4,7 20,34 1,8
BKF 11,53 3,3 11,00 2,4
BaP 20,88 7,5 21,02 34
DBA 3,040 3,1 3,375 -
BPE 15,70 6,5 15,89 2.9
IPY 17,41 12,6 16,78 5,2
Suma 262,0 257.,8

Ziskané vysledky z SPE a GPC byly porovnany ve statistickém programu EffiValidation 3.0
pomoci t-testu na rozdil vysledkl. Srovnavané Cistici kroky SPE a GPC poskytuji statisticky
stejné vysledky.
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Tabulka ¢. 3. Puda CRM 30.

PAH GPC GPC GPC GPC GPC | Primér | Smod RSD
(ng/kg) | (ng/kg) | (pg/kg) | (ng/kg) | (ng/kg) | (ng/kg) | (ng/kg) | (%)
ANA 78,44 | 7840 | 76,64 | 8528 | 83,73 | 7844 | 3,370 43
FLU 1248 | 102,7 | 109,9 | 1194 | 1149 | 1149 | 7,620 6,6
PHE 6356 | 666,6 | 6673 | 629,9 | 6245 | 6356 | 1844 2,9
ANT 318,8 | 296,0 | 3156 | 310,3 | 3044 | 3103 | 8,140 2,6
FLT 1467 1423 1619 1572 1641 1572 85,31 5.4
PYR 1116 1148 1303 1234 1237 1234 | 67,24 55
BaA 7474 | 819,1 | 7392 | 737,0 | 8873 | 7474 | 59,06 7,9
CHR 909,5 | 784,0 | 871,7 | 7934 | 8132 | 8132 | 48,38 6,0
BbF 909,6 1008 893,5 | 968,9 | 9744 | 9689 | 42,75 4.4
BKF 454,0 | 4256 | 434,6 | 4133 | 4070 | 4256 | 16,59 3.9
BaP 713,9 | 747,1 | 792,01 | 714,0 | 8351 | 747,1 | 47,07 6,3
DBA 1252 | 130,3 | 109,5 1254 | 1243 1252 | 7,040 5,6
BPE 657,1 | 5898 | 5925 | 6092 | 546,5 | 5925 | 35,67 6,0
IPY 721,8 | 679,1 | 803,9 | 7056 | 7879 | 721,8 | 48,17 6,7
Suma 8979 8897 9328 9018 9381 9087

Poznamka: Hodnoty NAP a ANY nejsou v CRM 30 deklarovany.

Nameétené hodnoty pro ptidu CRM 30 byly vloZeny do statistického programu EffiValidation
a porovnany s referenénimi hodnotami. Analytickd metoda poskytuje pro referen¢ni material

statisticky spravné vysledky.

4.2 Kaly

Kaly jsou podle zékladni definice suspenzi nerozpusténych latek ve vodé. Cistirenské kaly

vznikaji béhem procesu c¢isténi odpadnich vod. Hlavni podil kalu vznikd v méstskych
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Sistirnach odpadnich vod (COV) pii mechanickém (primarnim) a biologickém (sekundarnim)
&isténi odpadni vody. Primarni a sekundarni kal se v COV misi a déle se zpracovava ve formé
smési. Zpracovani smési kalu je zaloZeno na jeho biologické stabilizaci. Stabilizované
odvodnéné cistirenské kaly ptedstavuji typ hnojiva pro zemédélskou pidu. Hnojivy ucinek
kald spociva v obsahu organické hmoty, makroprvkii (N a P), obsahu stopovych prvki
a biologicky aktivnich latek. Hlavnim limitujicim faktorem vyuzivani kalt v zeméd¢€lstvi je
obsah cizorodych latek v kalech a pfitomnost patogennich mikroorganismii. Z cizorodych
latek to jsou predevsim tézké kovy. Dalsi nebezpecnou skupinou cizorodych latek jsou PCB,
dioxiny, PAH, farmaceutika, endokrinni disruptory, chemikéalie pro domacnost a dalsi. Z toho

vyplyva, Ze kaly jsou velmi sloZitou matrici pro chemickou analyzu.

Na rozdil od vzorkii pid vzorky kali obsahuji velkd mnozstvi lipidickych a vysoko-
molekularnich slozek. Vzhledem ke slozitosti této matrice byla pouZita k extrakci technika
ASE — zrychlena extrakce za zvySeného tlaku a teploty, ktera poskytuje vyssi vytéznost

extrak¢niho postupu.

GPC (distici technika byla ovéfena na redlnych vzorcich kalt (tab. ¢. 4 az 6).
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Tabulka ¢. 4. Kal, vzorek ¢. 953/2008.

PAH SPE RSD GPC RSD
(ng/kg) (%) (ng/kg) (%)

NAP 33,16 22,6 32,26 3.8
ANY <20 - <20 -
ANA 116,8 5,6 136,2 1,4
FLU 65,29 22,2 71,42 1,4
PHE 217,4 8,0 260,5 0,5
ANT 75,23 13,8 64,96 1,8
FLT 734,0 4,6 887,5 0,8
PYR 683,6 0,4 791,2 1,3
BaA 308,9 8,4 318,0 1,6
CHR 393,8 8,0 434.8 0,8
BbF 4153 72 457,7 0,1
BKF 200,3 7,6 216,6 0,6
BaP 367,6 12,4 396,8 0,2
DBA 59,49 9,5 63,85 1,8
BPE 350,2 33 384,9 0,4
IPY 358,9 9,5 363,6 6,3
Suma 4385 4900

Ziskané vysledky byly porovnany ve statistickém programu EffiValidation 3.0 pomoci t-testu
na rozdil vysledkl. Srovnavané cCistici kroky SPE a GPC neposkytuji statisticky stejné
vysledky. Metoda GPC poskytuje vyssi vysledky.
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Tabulka 5. Kal, vzorek ¢. 1014/2009.

PAH SPE RSD GPC RSD
(ng/kg) (%) (ng/kg) (%)
NAP 52,18 1,7 51,09 5,0
ANY 9,420 23,3 10,69 13,9
ANA 29,79 1,4 32,99 6,4
FLU 35,28 3,5 29,46 6,4
PHE 166,5 2,7 190,1 5,8
ANT 49,52 4,1 43,52 7,3
FLT 389,50 5,5 478,1 5,9
PYR 382,7 3,5 4217,7 4,0
BaA 92,12 5,4 86,76 8,3
CHR 197,2 52 206,9 6,0
BbF 161,7 1,1 184,6 3,0
BKF 76,31 4,0 88,24 4,4
BaP 156,5 43 198,1 4,3
DBA 19,78 4,6 20,22 13,0
BPE 160,6 1,1 188,0 4.8
IPY 135,5 8,4 138,7 5,4
Suma 2115 2375

Ziskané vysledky byly porovnany ve statistickém programu EffiValidation 3.0 pomoci t-testu

na rozdil vysledkii. Srovnavané dCistici kroky SPE a GPC neposkytuji statisticky stejné

vysledky. Metoda GPC poskytuje vyssi vysledky.
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Tabulka 6. Kal, vzorek ¢. 1869/2009.

PAH SPE GPC Priumér RSD
(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg) (%)
NAP 19,46 17,00 18,23 6,8
ANY <20 <20 _ _
ANA 21,98 35,64 28,81 23,7
FLU 56,38 78,75 67,57 16,6
PHE 293,3 409,2 351,2 16,5
ANT 124,3 155,9 140,1 11,3
FLT 901,1 1202 1052 14,3
PYR 760,2 938,7 849,5 10,5
BaA 250,9 268,0 259,5 3.3
CHR 420,5 510,0 465,3 9,6
BbF 409,1 523,2 466,2 12,2
BKF 222,7 276,6 249,7 10,8
BaP 409,7 516,5 463,1 11,5
DBA 55,54 75,37 65,46 15,2
BPE 331,7 401,1 366,4 9,5
IPY 391,6 493,9 442,8 11,6
Suma 4677 5920 5299 11,7

Ziskané vysledky byly porovnany ve statistickém programu EffiValidation 3.0 pomoci t-testu
na rozdil vysledkii. Srovnévané dCistici kroky SPE a GPC neposkytuji statisticky stejné
vysledky. Metoda GPC poskytuje vyssi vysledky.

Po zjisténi, ze precistovaci krok GPC poskytuje vyssi vysledky nez pouziti SPE, byla metoda
GPC ovéfena pomoci CRM (tab. €. 7). Bylo analyzovano 8 redlnych vzorki kaldi soucasné

s CRM (tab. &. 8).
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Tabulka 7. Kal CRM 31 (analyza provedena v osmi opakovanich).

| e [ w [
NAP 346,4 8,2 105
ANA 92,50 11 92,5
FLU 185,8 8,6 97,8
PHE 1013 12,2 97,4
ANT 172,2 12,9 101,3
FLT 1754 10 96,9
PYR 1620 9,9 105,9
BaA 695.,0 9,4 105,3
CHR 854,0 6,9 101,7
BbF 784,5 7,2 82,6
BKF 4159 9,8 92,4
BaP 628.,8 7,5 106,6
BPE 671,1 5,9 108,2
IPY 560,2 8,9 96,6

Ziskané vysledky obsahii PAHs certifikovaného materiallu CRM 31 byly zpracovany
statistickym programem EffiValidation 3.0. Hypotéza o pfesnosti a spravnosti byla pfijata.

Analytickd metoda s pouZzitim Cistici techniky GPC poskytuje statisticky spravné vysledky.
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Tabulka 8. Vysledky primérnych obsahii PAHs (pg/kg) v realnych vzorcich kalu.

PAH vz.1221 | vz.1222 | vz.1223 | vz.1224 | vz.1225 | vz.1120 | vz.1121 | vz.1122
NAP 126,88 99,30 76,00 67,00 160,6 101,6 69,58 51,84
ANY <20 <20 221.,5 <20 <20 <20 <20 <20
ANA 41,77 130,6 57,40 45,60 47,75 135,7 117,5 64,33
FLU 120,0 216,9 175,4 133,7 165,1 120,4 230,3 211,5
PHE 610,6 866,8 772,77 621,0 765,7 782,3 703,8 1133
ANT 1912 295.,4 927,0 191,3 186,8 291,0 2422 483,7
FLT 1238 1340 1317 1214 1285 1891 1133 2768
PYR 1086 1192 1163 1249 1294 1618 936,7 2222
BaA 488.,6 467,6 479.9 442.4 428.9 622,0 375,2 987,3
CHR 676,5 561,7 614,6 6139 636,1 951,7 503,2 1335
BbF 573,5 474,0 536,4 566,8 669,2 972,9 461,3 1203
BKF 335,3 293,1 342,1 337,6 351,9 447,6 236,1 638,8
BaP 563.,4 526,0 555,5 525,8 608,4 951,7 512,2 1272
DBA 78,19 70,80 96,80 79,77 83,52 57,89 47,92 74,86
BPE 443.6 375,9 472,3 4224 4933 728,3 415,7 945,8
IPY 516,2 390,7 5234 478,0 479,0 685,5 403,4 9254
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Tabulka 9. Statistické parametry pro analyzu PAHs v kalech s ¢istici technikou GPC.

Primérny Stand.rozsSifena | Rel.rozSifena | Opakovatelnost

PAH obsah nejistota nejistota

(ng/kg) (ng/kg) (%) (%)
NAP 94,10 9,160 9,7 5,0
ANA 80,08 17,75 22,2 11,3
FLU 172,0 23,98 14,0 7,1
PHE 781,7 95,24 12,2 6,2
ANT 566,2 104,5 18,5 9,4
FLT 1523 2149 14,1 7,2
PYR 1345 171,9 12,8 6,5
BaA 536,5 69,41 12,9 6,6
CHR 736,5 92,85 12,6 6,4
BbF 682,1 116,2 17,0 8,7
BkF 372,8 45,80 12,3 6,3
BaP 689,3 88,40 12,8 6,5
DBA 73,72 13,34 18,1 9,2
BPE 537,1 67,93 12,7 6,5
IPY 550,2 59,31 10,8 5,5

Poznamka: Primérny obsah je primérny obsah jednotlivych analytii u vzorkid uvedenych

v tabulce 8.

4.3 Rostlinny material

Rostlinny material (borovicové jehli¢i) se extrahuje acetonem vytfepavanim na rotacni
ttepacce. Acetonovy extrakt se odpaii k suchu, odparek se rozpusti v chloroformu (9)

a davkuje se na GPC kolonu. Po pfecisténi se chloroformovy eluat opét odpafi na rotacni
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vakuové odparce k suchu a rozpusti se v tetrahydrofuranu (8). Po nafedéni 20% acetonitrilem

(3) se vzorek nasttikuje na HPLC kolonu.

Spravnost metody byla ovéfovana pomoci standardniho ptidavku v nékolika hladinéch.

Vysledky jsou uvedeny v tab. ¢. 10 az 12.

Tabulka 10. Borovicové jehli¢i, vzorek ¢. 1110/2010.

PAH LQ Priumér | Primér | VytéZnost | Pramér | VytéZnost | Priamér | VytéZnost
bez std. | se std. se std. se std.
prid. prid. prid. prid.
9,68 19,96 39,87
(ng/kg) | (ng/kg) | pgkg | ) | pgkg | R) | pgkg | (A
NAP 5 5,170 14,36 95,0 24,37 96,2 32,33 68,1
ANY <20 <20 <20 - <20 - - -
ANA 5 0,490 9,781 96,0 18,03 87,9 32,42 80,1
FLU 4 4,340 13,84 98,2 22,31 90,0 39,97 89,4
PHE 4 24,96 31,58 68,4 50,16 126,2 58,23 83,5
ANT 2 2,880 10,38 77,5 18,43 77,9 30,975 70,5
FLT 2 17,09 25,93 91,3 37,27 101,1 48,98 80,0
PYR 2 10,79 17,95 74,0 30,50 98,8 42,51 79,6
BaA 4 2,190 9,639 77,0 18,07 79,6 31,63 73,8
CHR 4 7,000 14,52 77,7 24,72 88,8 36,63 74,3
BbF 3 4,140 12,23 83,5 21,28 85,9 33,06 72,5
BKF 2 2,200 9,629 76,8 17,19 75,1 30,79 71,7
BaP 3 2,480 10,12 78.9 18,65 81,0 31,53 72,9
DBA 3 0,530 7,939 76,5 14,88 71,9 28,69 70,6
BPE 5 2,250 10,21 82,2 20,04 89,1 30,84 71,7
IPY 10 1,700 12,00 106,4 18,15 82,4 33,65 80,2

Poznamka: LQ — mez stanovitelnosti.
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Tabulka 11. Borovicové jehli¢i, vzorek €. 1115/2010.

Primér bez | Pramér se VytéZnost Priamér se VytéZnost

PAH std. prid. std. prid. std. prid.

(ng/kg) 37,35 ng/kg (%) 75,15 pg/kg (%)
NAP 40,23 75,71 94,98 107,55 89,58
ANY 27,91 67,64 106,37 76,19 64,24
ANA 10,34 43,53 88,85 72,88 83,22
FLU 33,08 72,81 106,36 102,87 92,86
PHE 143,07 179,50 97,55 208,2 86,67
ANT 9,75 4291 88,79 68,32 77,94
FLT 50,93 89,32 102,77 115,3 85,65
PYR 35,98 72,04 96,55 97 81,19
BaA 5,51 38,90 89,41 68,55 83,89
CHR 17,58 51,21 90,04 79,855 82,87
BbF 8,98 42,51 89,76 70,17 81,42
BKF 4,62 36,57 85,55 66,29 82,06
BaP 5,06 39,52 92,26 67,235 82,74
DBA 1,46 33,43 85,61 64,315 83,65
BPE 4,13 35,61 84,28 65,29 81,38
IPY 1,72 37,53 95,86 61,96 80,15
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Tabulka 12. Borovicové jehli¢i, vzorek ¢. 1155/2010.

PAH Primér bez | Primér se Vytéznost Primér se Vytéznost
std. prid. std. prid. std. prid.
(ng/kg) 18,68 pg/kg (%) 37,5 ng/kg (%)
NAP 42,51 60,725 97,51 77,745 93,96
ANY <20 17,665 - 33,545 -
ANA 5,426 21,79 87,60 42,23 98,14
FLU 52,43 70,365 96,01 90,08 100,40
PHE 174,8 189,65 79,50 211,2 97,07
ANT 21,77 38,905 91,73 58,53 98,03
FLT 79,63 99,865 108,32 118,3 103,12
PYR 49,79 68,965 102,65 87,585 100,79
BaA 8,881 27,16 97,85 46,525 100,38
CHR 21,1 40,145 101,95 59,445 102,25
BbF 12,45 30,485 96,55 50,27 100,85
BKF 5,745 24,35 99,60 43,94 101,85
BaP 8,808 27,78 101,56 47,455 103,06
DBA 1,288 18,905 94,31 38,665 99,67
BPE 8,193 28,24 107,32 47,09 103,73
IPY 5,784 24,08 97,94 44,755 103,92
5 Shrnuti a diskuse

Pti stanoveni PAHs je dlilezitd nejen izolace analyti z matrice, ale zpravidla je nutné extrakty
precistit a odstranit tak koextrahované slozky, které¢ analyzu rusi. U kali a rostlinného
materidlu nelze ve vétSin¢ piipadi oddelit lipidické a vysokomolekularni slozky odd¢lit

pomoci SPE (extrakce na pevné fazi). Dochazi k ucpavani sorbetu, a proto byla hledana cesta
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nahradit tento preciStovaci zptisob vhodnéjsim. Byla odzkousena dostupna metoda precisténi

pomoci GPC (gelové permeacéni chromatografie).

Nejprve byl stanoven elu¢ni profil jednotlivych polycyklickych aromatickych uhlovodik.
Bylo odebrano 14 frakcei o objemu 1,6 ml. Z eluc¢nich profila (obr. €. 1) byla stanovena frakce

pro sbér PAHs, tj. 18. az 32. minuta.

Vytéznost GPC kolony pro jednotlivé polyaromatické uhlovodiky stanovena pomoci
smésného standardu se pohybuje ve vyhovujicim rozmezi od 86,7 % do 103,3 %

pro koncentra¢ni urovné 0,06 ppm, 0,2 ppm a 0,4 ppm (tab. 1).

Vyuziti GPC techniky pfi pfe€iStovani extraktl bylo v tvodu prace odzkouSeno na vzorcich
redlnych plid, na vnitrolaboratornim referen¢nim materidlu VRM 934 a na certifikovaném
materidlu CRM 30. Ziskané vysledky obsahi PAHs v realnych ptudach a VRM 934 byly
porovnany s hodnotami naméfenymi s pouzitim stavajici pieciStovaci techniky SPE.
Porovnani bylo provedeno statistickym programem EffiValidation 3.0 pomoci t-testu
na rozdil vysledki. Bylo prokazéano, Ze €istici techniky SPE a GPC poskytuji u pid statisticky
stejné vysledky. Cistici krok GPC byl déle aplikovan u certifikovaného materidlu CRM 30
a ziskané hodnoty byly porovnéany s referencnimi hodnotami. Bylo prokdzano, ze analyticka

metoda za pouZiti ¢istictho kroku GPC poskytuje statisticky spravné vysledky.

U reélnych vzorkl kalt (vz. ¢. 953, 1014 a 1869) byla odzkouSena GPC C(istici technika
a porovnana s hodnotami po nasledném piecisténi na SPE kolonkach. Ziskané vysledky jsou
uvedeny v tabulkach ¢. 4 az 6. Statistické porovnani ukazuje na rozdilnost vysledkid, metoda
GPC poskytuje vysledky vyssi. Za pouziti GPC techniky byl analyzovan dalsi soubor vzorki
kalt 1221 az 1225, 1120 az 1122 a zaroven certifikovany material CRM 31 (tab. ¢. 7 a 8).
Ziskané vysledky obsahti PAHs certifikovaného materidlu CRM 31 byly statisticky
vyhodnoceny pomoci programu EffiValidation 3.0. Hypotéza o pfesnosti a spravnosti byla
ptijata. Z toho vyplyva, ze analytickd metoda stanoveni PAHs u kali s pouzitim Ccistici
techniky GPC poskytuje statisticky spravné vysledky (tab. 8). Vytéznost jednotlivych analyta
se pohybovala v rozmezi od 82,6 % az 108,2 %. Polycyklické aromatické uhlovodiky lze
v kalech stanovit s primérnou relativni rozsifenou nejistotou 14,9 % (tab. 9). Stanoveni

zahrnuje GPC Cistici techniku a méfeni na HPLC.

Z rostlinného materidlu bylo k odzkouseni GPC techniky vybrano borovicové jehlici, které
obsahuje silice (terpeny — pinen, felandren, limonem...), pryskyfice, vosky a dalsi latky.

ProtoZe neni k dispozici certifikovany materidl, bylo nutné u této matrice ovétit GPC techniku
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pomoci standardniho ptidavku. Vzorek 1110 (tab. ¢. 10) byl odebran v lokalit¢ Ostrava-
Dubina u parkovist¢ a vzorek 1115 (tab. ¢. 11) byl odebran v lokalit¢ Ostrava-Dubina
v parku. Standardni pfidavek PAHs byl pipetovan k vice navdzkdm jednotlivych vzorkd.
Vytéznost PAHs u vzorku borovicového jehli¢i 1110 se pohybovala v rozmezi od 68,1 %
(NAP — tab. ¢. 10) do 126,2 % (PHE — tab. ¢. 10). Vytéznost PAHs u vzorku borovicového
jehli¢i 1115 se pohybovala od 64,2 % (ANY — tab. ¢. 11) do 106,4 % (FLU — tab. ¢. 11).
Pomérné velky rozptyl vytéznosti se vysvétluje tak, ze u téchto biotickych matric nelze zajistit
homogenitu vzorku. Jednotlivé extrakty stejného vzorku mély i rliznou intenzitu zabarveni.
Proto byl odebran dalsi vzorek borovicového jehli¢i ze zatézové oblasti Vratimov (vzorek
1155), ktery byl extrahovan paralelné a kazdy extrakt byl rozd€len na tfi ¢asti. Jedna Cast byla
preciSténa a analyzovana bez standardniho pifidavku a k dalSim dvéma castem byl pfidan

standardni ptridavek (tab. ¢. 12). Vytéznost se pohybovala vrozmezi od 79,5 %
(PHE) do 107,3 % (BPE), viz. tab. ¢. 12.

6 Z.aveér

Byla ovéfena metoda stanoveni polycyklickych aromatickych uhlovodikii za pouZiti Cistici
techniky gelové permeacni chromatografie u matric pidy, kalu a rostlinného materialu.
Spravnost metody byla potvrzena analyzou certifikovaného materialu pidy a kalu. Vzhledem
k tomu, Ze obé Cistici techniky GPC a SPE jsou srovnatelné, bude u vzorkl plid vhodné&jsi
pouzivat pivodné zavedenou Cdistici techniku na SPE kolonkéch, kterd neni tak casové
a finanéné naro¢nd jako GPC technika. Bylo ovéieno, ze metoda s pouzitim GPC jako
Cistictho kroku u vzork kalt poskytuje spravné vysledky. U rostlin, kde neni CRM

k dispozici, byla spravnost metody ovétena pomoci standardniho pfidavku.

Prokazalo se, Ze pifi analyze polycyklickych aromatickych uhlovodikit GPC je vhodnym

precistovacim krokem extraktti problematickych matric kalti a rostlinného materialu.
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Vyuziti HPLC pro stanoveni Kyseliny mocové

Alena Zalmanovd, Viclav Rypl

Usttedni kontrolni a zkuSebni ustav zemédé€lsky, Narodni referenéni laboratof,
Regionalni oddé€leni Plzen, Slovanska alej 20, 326 00 Plzen

alena.zalmanova@ukzuz.cz

1 Souhrn

Na zédklad¢ pozadavku Odboru bezpec¢nosti krmiv a plidy na rozliSeni ptivodu organickych

hnojiv byl vypracovan postup stanoveni kyseliny mocové v organickych hnojivech metodou

HPLC.

2 Uvod

Ne&kteti vyrobci granulovaného hnojiva z trusu skotu Gdajné pfidavaji do granulatu i trus
driibezi a tuto smés deklaruji jako Cisty hovézi hntij. Jednalo by se o klamani spotiebitele
a vznikla tedy potfeba zjiStovat pivod organickych hnojiv. Pii urCovani ptivodu hnojiva
se vyuziva skutecnosti, ze metabolismus ptakili se zbavuje dusiku ve formé témét nerozpustné
kyseliny mocové (bily potah na trusu), zatimco metabolismus savcl ve formé dobte rozpustné
mocoviny (moc¢). Pta¢i exkrementy tedy obsahuji vysoké koncentrace kyseliny mocové,
zatimco exkrementy savcl témét zadnou kyselinu mocovou neobsahuji. Proto byla kyselina

mocova zvolena jako ukazatel pii zjiStovani piivodu organickych hnojiv.

3 Material a metody

3.1 Princip metody

Jedna se o HPLC stanoveni za izokratickych podminek na reverzni fazi s UV detekci. Vzorek
se extrahuje roztokem Li,COj3 a k rozd¢€leni dojde na koloné s reverzni fazi. Jako mobilni faze
se pouziva fosfatovy pufr. Vyhodnoceni bylo provedeno formou externi kalibrace a odecitany

byly plochy pik.
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3.2

Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie Cistoty p.a., pokud neni uvedeno jinak.

33

1

Extrakéni Cinidlo, Li,COs, roztok, ¢(Li;CO3) = 10 mmol/l.

Priprava: Navazi se 1,4777 g Li,COs; a rozpusti se v ultrazvukové lazni

ve 2 1 destilované vody.
Kyselina mocova, zakladni standard, ¢ = 100 mg/1.

Ptiprava: Navazi se 10 mg kyseliny mocové a rozpusti se v ultrazvukové lazni
ve 100 ml extrak¢niho ¢inidla (1).

Metanol G Chromasolv (Sigma-Aldrich).
Deionizovana voda, redestilovana s KMnOy,
KH;PO4, roztok ¢(KH,PO4) = 1 mol/l.

Priprava: Navazi se 68 g KH,PO4, do 0,5 | vody, rozpousti se za tepla

a v ultrazvukové lazni.
Mobilni faze (fosfatovy pufr).

Ptiprava: Do 1000ml baiiky se pipetuje 50 ml roztoku KH,PO4 (5), ptida se 500 ml
destilované vody (4), ptida se 50 ml metanolu (3) a doplni vodou (4) po znacku.

Pak se vlozi na 15 min do ultrazvukové lazn¢ (odstranéni vzduchu).

Pristroje a pomucky

HPLC Waters — detektor Waters 486, autosampler Waters 717 plus, Waters 515
HPLC Pump, Waters in-line degaser.

UV-VIS spektrometr HP 8453.

Automaticka pipeta (0,1 — 5) ml.

Centrifuga 5000 ot/min.

Centrifuga 13000 ot/min.

Ultrazvukova lazen.

Ttepacka horizontéalni.

Laboratorni analytické vahy — Sartorius A 200 S.

Laboratorni mlynek — Retsch Grindomix GM 200.
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4 Postup

4.1 Uprava a extrakce vzorku

Vzorek se ususi ptfi 60 °C, pomele na mlynku a proseje pies 0,5mm sito. Na analytickych
vahach se navazi 0,5 g vzorku a pomoci 100 ml extrakéniho cinidla (1) se pievede
do uzaviratelnych PE lahvicek o objemu asi 250 ml. Nadobky se uzaviou, vlozi na 5 min
do ultrazvukové lazn€ a poté na 30 min do horizontalni tfepacky. Vzorek se déale odlije
do centrifugacni kyvety (podle velikosti kyvety 10 ml az 50 ml) a hrubé necistoty se odstredi
15 min pifi 5000 ot/min. Pak se do 1,5ml zkumavky eppendorf odebere alikvot
a zkumavka se vlozi do odstfedivky na 5 min pii 13000 ot/min. Takto upraveny extrakt
je mozné prelit do vialek a vlozit do HPLC. Vzhledem k vysokym obsahiim kyseliny mocové
ve vzorcich ptaciho trusu je nutné extrakt nafedit 20 x. Tedy 0,5 ml extraktu vzorku

se pipetuje do 10ml baiiky a doplni se extrakénim ¢inidlem (1) po znacku.

4.2  Priprava standardu

Ze zékladniho standardu (2) se do 25ml ban€k automatickou pipetou pipetuje (0,25; 1,25;
2,50; 3,75; 5,00) ml a doplni se po znacku extraké¢nim ¢inidlem (1). Vysledné koncentrace

kalibrac¢nich standardi jsou (1; 5; 10; 15; 20) mg/1.

4.3 Chromatografické podminky

Pritok mobilni faze: 1 ml/min,

Injektaz vzorku: 20 pl,

Teplota kolony: 30 °C,

Vlnova délka: 286 nm,

Kolona: Atlantis T3 (250 mm x 4,6 mm, 5 um, C18, reverzni faze).
Vlastni eluce: za izokratickych podminek,

Retencni Cas: 6,28 min,

Kapacitni faktor: 1,73.
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5 Vysledky a diskuse

5.1 Optimalizace postupu

Byly pfipraveny fosfatové pufry o rizném pH. V nich byla rozpusténa kyselina mocova
o koncentraci 20 mg/l a byla proméfena spektra téchto roztokt na UV-VIS spektrometru HP
8453. Byla nalezena tfi absorpéni maxima, a to v oblastech kolem 202 nm, 234 nm a 290 nm.
Poloha maxim je zavisla na pH, nebot’ pii snizujicim se pH klesé i vilnova délka maxima

takto:

pH =7 — max =292 nm,
pH=15,7 — max =289 nm,
pH =4,55 — max = 286 nm.

Pro potieby prace se vyuzilo maxima v oblasti 290 nm, protoZze na této vlnové délce
neabsorbuji ostatni analyty pfitomné v matrici a odpadaji tak mozné spektralni interference.
Je tfeba podotknout, Ze pfi snizujicim se pH klesd i rozpustnost kyseliny mocové a praci
pii vysokém pH zase neumoznuje kolona, kterd je pouzitelnd v rozsahu pH 2 az 8. Mobilni
fazi byl fosfatovy pufr (6), tj. 50 mM KH,PO4 v 5% metanolu. Kolona Atlantis T3 (250 mm X
4,6 mm), 5 pm umoziuje pouziti az 100% vodnych mobilnich fazi, a HPLC Waters. Pfidavek
metanolu do mobilni faze sice zkrati retencni ¢as a zhorsi tak selektivitu celé metody, ale
ponc¢kud se zlepsi stabilita retencniho ¢asu a kolona je lépe ochranéna proti vymyvani
silanolové baze 100% vodnou mobilni fazi. Vzhledem k pouzité mobilni fazi s pH cca 5 byla
vybrana vlnova délka 286 nm. Vzorek byl extrahovan roztokem Li,COj; (1), v némz byly

ptipraveny i standardy. Vlastni méteni bylo provedeno externi kalibraci.

5.2 Vysledky analyz realnych vzorki

Byly analyzovany dva vzorky organickych hnojiv: dritbezi trus (analytické ¢islo 125) a trus
skotu (analytické Cislo 129). Na vzorku 125 byla zkoumdna vytéZnost metody tak, Ze byly
pouzity rizné navazky a dosazené vysledky pak byly porovnany (tab. 1).
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Tab. 1. Vliv navazky na celkovy obsah kyseliny mocové, vzorek €. 125, Fredéni 20 x.

Navazka Objem Obsah ve Koncetrat Obsah kys.
extrakcéniho ziedéném mocové
Vzorek ¢. ¢inidla extraktu v hnojivu

(2) (ml) (mg/l) (mg/1) (mg/kg)
0,1 100 2,81 56,3 56260
0,2 100 6,02 120,3 60160
125 0,3 100 9,49 189,8 63260
0,4 100 13,40 268,0 67005
0,5 100 15,75 315,0 62992

Z tabulky ¢. 1 vyplyva, ze extrakéni podminky jsou dostacujici pro kvantitativni prevedeni
kyseliny mocové do roztoku (1). Variabilita vysledkii se pfi¢itd nehomogenité¢ materialu
vzhledem k nizké navazce vzorku. Obsah kyseliny mocové ve vzorku 129 se pohyboval
pod mezi stanovitelnosti metody tj. pod 0,2 mg/l, coz pfi prepoctu 0,5 g/100 ml znamena
mén¢ nez 40 mg/kg. Byly vyzkouseny i vy$si navazky a obsah kyseliny mocové ve vzorku
129 byl odhadnut na cca 5 mg/kg. Tento postup nelze doporucit pro rutinni stanoveni kvuli
nebezpeci poSkozeni kolony. Vzhledem k relativné velkym neptesnostem v téchto oblastech

je pro kvantitativni analyzu vhodnéjsi nepouzivat vysledky nizsi nez 1 mg/l.

Dale byly tyto dva vzorky smichany v riznych pomérech, aby byly simulovany reédlné

podminky (modelovani matrice) a tyto smési byly analyzovany (tab. 2 a tab. 3).
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Tabulka 2. Porovnani vysledkii smési vzorka 125 a 129.

Vz.125 | Vz.129 | Celkova | Vysledek | Extrak¢éni| Redéni Kys.
navazka | navazka | navazka ¢inidlo mocova
Pomér objem obsah
vzorkii (2 (2 (2 (mg/1) (ml) (x krat) | (mg/kg)
1+9 0,05 0,45 0,5 1,392 100 20 5568
1+9 0,05 0,45 0,5 1,457 100 20 5828
2+8 0,1 0,4 0,5 3,006 100 20 12024
2+8 0,1 0,4 0,5 3,037 100 20 12148
5+5 0,25 0,25 0,5 8,245 100 20 32980
5+5 0,25 0,25 0,5 8,186 100 20 32744
7+3 0,35 0,15 0,5 11,76 100 20 47040
7+3 0,35 0,15 0,5 11,07 100 20 44280

Tabulka 3. Vypocet obsahu vzorku 125 ve smési vzorki 125 a 129.

Pomér Obsah vz. 125 Vypocteny obsah Kys. mocova
vzorki ve smési vz. 125 ve smési obsah
(%) (%) (mg/kg)

1+9 10 9,0 5698
2+8 20 19,2 12086
5+5 50 52,2 32862
7+3 70 72,5 45660
10+0 100 100 62992

Vzhledem k nizkému obsahu kyseliny mocové ve vzorku 129 byl ptispévek k celkovému
obsahu kyseliny mocové ve zkoumanych smésich zanedban. Z vysledkli vyplyva, Zze
pii znalostech obsahti kyseliny mocové v jednotlivych slozkdch smési 1ze ur€it, jak tato smés

byla namichana.

Kyselina mocova je nestabilni slou€enina, relativn€ rychle se rozklada. Proto se museji pied
kazdou analyzou pfipravovat Cerstvé standardy vcetné zakladniho standardu. V literatuie
se uvadi moznost skladovéni tohoto roztoku ve zmrazeném stavu. Kdyz je standard ponechan
v tekutém stavu, je uz druhy den patrny jeji ubytek. Tato skutecnost by méla byt brana
v uvahu 1 pfi vyuzivani této metody pro analyzu redlnych vzorkd. Je tfeba vénovat pozornost

zpusobu skladovani, odbéru vzorku atd.
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Béhem analyz na HPLC dochéazi k driftdm retencniho ¢asu, i kdyz ty byly omezeny
piidavkem metanolu do mobilni faze, nicméné nebyly zcela odstranény. Byla pozorovana
1 urCitd nereprodukovatelnost v plochdch piki u standardu tj. korelaéni koeficient kiivky
0,996 a pti preméteni 0,9999 (vzdy v kombinaci s driftem retencnich ¢asii), na prolozeni byl
pfitom vzdy pouzit polynom druhého stupné. Cim mensi drift, tim vyssi korelaéni koeficient.
Miize to byt zpisobeno vysoce vodnou mobilni fazi (i pfi pouziti kolony uréené pro tyto

podminky), ktera mize vymyvat silanolovou bazi kolony, tak i interakci analytu s touto bazi.

6 Zavér

Systém meétfeni na reverzni fazi (RPLC — reversed-phase chromatography) umoziuje
kvantitativni stanoveni kyseliny mocové. Alternativou k méfeni na reverzni fazi by mohl byt
syst¢tm HILIC (hydrophilic interaction chromatography), ktery je urcen pro stanovovani
malych polarnich sloucenin na polérni stacionarni fazi, (viz. lit. 3). Tento systém umoziuje
oproti normalni fazi pouzit jako mobilni fazi smés organického rozpoustédla napt. acetonitril
a vody (nebo pufru napt. mravenCan amonny). Je mozn¢, Ze timto zpusobem by mohly byt

odstranény nékteré nestability v systému.

Zkoumana HPLC metoda je pouzitelnd pro stanoveni obsahu kyseliny mocové v organickych
hnojivech. Pouziti kyseliny mocové jako ukazatele slozeni smési organickych hnojiv je

mozné.

52



Literatura

M. A. Eiteman, R. M. Gordillo, M. L. Cabrera: Analysis of oxonic acid, uric acid,
creatine, allantoin, xanthine and hypoxanthine in poultry litter by reverse phase
HPLC, Frensenius J Anal Chem (1994) 348: 680-683

B. Peki¢, B. Slavica, Z. Zekovi¢: High-Performance Liquid Chromatographic
Determination of Uric Acid in Feces of Egg-Laying Hens, Chromatographia Vol. 27,
No. 9/10, May 1989, 467-468

Noel S. Quiming, Nerissa L. Denola, Yoshihiro Saito, Alicia P. Catabay, Kiyokatsu
Jinno: Chromatographic Behavior of Uric Acid and Methyl Uric Acids on a Diol
Column in HILIC, Chromatographia 2008, 672 April (No. 7/8) 507-515.

53









Bulletin Narodni referen¢ni laboratore XV 2011/2

Ro¢nik: XV,¢.2

Vydal: Ustiedni kontrolni a zkusebni ustav zemédélsky v roce 2011
Odpovédny redaktor: Ing. Iva Strizova

Néklad: 140 vytiski

Pocet stran: 53

Tisk: UKZUZ, Hroznové 2, 656 06 Brno, tel.: 543 548 111

e-mail: ukzuz@ukzuz.cz

Texty neprosly jazykovou Gpravou.

ISSN 1801-9196



